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Resumo

RESUMO

Neste trabalho estudou-se a estrutura, funcdo e mecanismo de acdo do peptideo
antibacteriano Protonectarina-MP (isolado de veneno da vespa social Protonectarina
sylveirae) tendo seu residuo C-terminal nas formas acida (-OH) e amidada (-NH;). Os
peptideos foram sintetizados, utilizando-se a estratégia Fmoc, purificados por cromatografia
liquida de alta performance. O monitoramento do material sintético foi feito por
espectrometria de massas ESI-MS e por seqiienciamento através de Quimica Degradativa de
Edman. A estrutura secundéria foi investigada pelo uso de espectroscopia de dicroismo
circular e modelagem molecular. Atividade litica (extravasamento) e interacdo do residuo de
triptofano em vesiculas foram investigadas pelo uso de espectrometro de fluorescéncia.

Foram realizados ensaios sobre as interagdes desses peptideos em meio de
vesiculas zwitteridnicas e anidnica, formando complexos proteolipossomos que foram
submetidos a troca isotopica H/D monitorada por espectrometria de massas ESI-MS e
MS/MS. Além disso, foram realizados ensaios bioldgicos de atividade hemolitica, de
desgranulacdo de mastdcito, de liberagdo da enzima citoplasmatica Lactato Desidrogenase e
de atividade antimicrobianas.

Os dados de CD revelam uma tendéncia dos peptideos se estruturarem em
hélice-a em ambiente hidrofébico e em ambiente de membranas. Porém, o mesmo ndo pode
ser observado em meio aquoso. Os modelos obtidos para ambos os peptideos por modelagem
molecular mostram uma estruturacdo em hélice-a anfipatica.

Nos ensaios de atividade litica em vesiculas, os peptideos apresentaram um
processo com cooperatividade positiva, com curvas de dose-resposta que mostram uma
dependéncia sigmoidal com a concentra¢do do peptideo. Os resultados da fluorescéncia do
triptofanos mostram um deslocamento da emissdo para a regido de onda do azul para o
peptideo Protonectarina-MP (-NH;), o que néo foi observado para o seu andlogo, revelando
uma maior interagdo do peptideo com o C-terminal amidado em membranas, que seu andlogo
com o residuo C-terminal na forma &cida..

Os resultados da troca H/D revelam que os peptideos interagem em paralelo com
a superficie da membrana, ndo chegando a se internalizar completamente na camada lipidica,
e aparentemente ndo apresentam a formagdo de poros; no entanto, movimentam-se
continuamente nesta superficie. Porém, o peptideo Protonectarina-MP (-NH;) apresentou uma
maior movimentacdo se comparado ao peptideo Protonectarina-MP (-OH), criando

perturbacdes, que podem, de alguma maneira, despermeabilizar a membrana. O uso da
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estratégia de se monitorar as trocas H/D por espectrometria de massas, em proteoliposomos,
revelou ainda que o peptideo Protonectarina-MP (-NH2) interage mais intensamente com as
membranas que o Proteonectarina-MP (-OH). Além disso, ambos os peptideos tém potencial
para interagir tanto com membranas zwitteridnicas, como anionicas.

Nos ensaios biologicos, observou-se que o peptideo Protonectarina-MP (-NH,)
causa desgranulacdo de mastocitos, com extravasamento da enzima citoplasmatica Lactato
Desidrogenase; e nas células de eritrocitos causa liberagdo de hemoglobina, e que essas
atividades s3o decorrentes da interagdo desse peptideo com a membrana celular,
diferentemente do observado para o peptideo Protonectarina-MP (-OH) , que apresentou
atividade bioldgica reduzida. Além disso, atividade antimicrobiana foi reduzida para o
peptideo com o C-terminal carboxilado.

De uma maneira geral, o modo de acdo do peptideo Protonectarina-MP(-NH;) ¢
ocasionado pela movimentagdo de entrada e saida de seus residuos na membrana, provocando
um desarranjo estrutural na organizagdo dos fosfolipidios que, conseqiientemente, leva a um
extravasamento do conteudo citoplasmatico. O peptideo Protonectarina-MP (-OH) apresenta
uma menor interagdo ¢ movimentagdo na membrana, o que condiz com a sua falta de

atividade bioldgica.

Palavras chaves: Peptideo antimicrobiano; Troca isotopica H/D; Espectrometria de massas;

Interagdo peptideo-membrana; Atividade bioldgica.




Abstract

ABSTRACT

In the present work was studied the structure, function and mechanism of action
of the antibacterial peptide Protonectarina-MP (isolated from venom of social wasp
Protonectarina sylveirae) with its carboxyamidation (-NH;) and carboxyl-free (-OH) C-
terminal forms. The peptides were manually synthesized on-solid phase by using Fmoc
strategy and purified under HPLC. The homogeneity of the synthetic material was analyzed
by ESI mass spectrometry and Edman Degradation Chemistry. The secondary structure was
investigated through circular dichroism (CD) spectroscopy and molecular modeling. Lytic
activity and peptides interaction with the membranes was also investigated through
tryptophan emission, by fluorescence spectrometry.

The interaction of peptides with zwitterionic and anionic vesicles was investigated
through the combination of H/D exchange and ESI-mass spectrometry. Some biological
activities, like: mast cell degranulation, release of cytoplasmic enzyme lactate dehydrogenase,
hemolysis and antibiosis were investigated for both peptides.

The CD spectra revealed that the peptides in hydrophobic environments or in
presence of biological membranes have the tendency to form helix conformations; however,
organized structures were not observed in aqueous or buffer solutions. The models obtained
by molecular modeling show that both peptides form an amphipathic a-helix.

The peptides presented a positive cooperative process in the lytic activity of
vesicles, with dose-response curves presenting a sigmoidal dependence with the peptide
concentration. The results of the fluorescence of tryptophans showed a shift of the emission
wavelength to the blue region of the peptide Protonectarina-MP (-NH;), which was not
observed for its analogue presenting the C-terminal residue in free acid form. This is
indicating a greater interaction of the amidated peptide in membranes, when compared to the
peptide in its acidic form.

The H/D exchange combined with mass spectrometry analysis revealed that the
peptides interacted both with zwiterionic and anionic vesicles, oriented in parallel in relation
to the vesicle surface; apparently they never became fully internalized the lipid layer, and do
not presented the formation of pores. However, they move continuously on the surface of
lipid. The peptide presenting carboxyamidation of its C-terminal residue seems to interact
more intensely than its acidic analogue; the intense movement of this peptide on the
membrane surface must generate some structural disturbances, which destabilize and

despermeabilize partially the membranes.
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In the biological activities, was observed that the peptide Protonectarina-MP
(-NH;) cause degranulation of mast cells, with leakage of cytoplasmic enzyme lactate
dehydrogenase; and in erythrocytes cause the releasing of hemoglobin. These results are
suggesting that these activities may result from the direct interaction of this peptide with the
cell membrane. The peptide Protonectarina-MP (-OH) presented reduced biological activities.
Furthermore, antimicrobial activity was reduced to the carboxyl-free peptide.

In summary, the peptide Protonectarina-MP (-NH;) through its intense movement
on the surface of the membrane, may generate strong structural disturbance in the membranes
and, consequently, leads to a leakage of cytoplasmic contents. The peptide Protonectarina-MP
(-OH) had a lower interaction and movements in the surface of the membranes, which is in

agreement with its lack of biological activity.

Keywords: Anti-microbial peptide; H/D exchange; Mass spectrometry; Peptide-membrane

interaction; Biological activities.
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1. INTRODUCAO

Os venenos das vespas sociais sdo ricos em pepitideos policationicos
biologicamente ativos, responsaveis por intensos processos inflamatdérios. A classe dos
mastoparanos sio os componentes peptidicos mais abundantes encontrados nos venenos das
vespas da familia Vespidae, e a sua principal atividade biologia sdo a desgranulagdo de
mastdcitos. Recentemente, pesquisas realizadas demonstraram que esses peptideos
mastoparanos também apresentam atividade antibiotica (De SOUZA, 2006; KONNO et al.,
2000).

O principal argumento a favor dos peptideos antimicrobianos ¢ a reduzida
possibilidade de uma bactéria desenvolver resisténcia a este tipo de molécula; isso esta
relacionado com seu principal alvo, a membrana celular, pois um microrganismo teria que
mudar significativamente a composi¢do e/ou organiza¢do de seus fosfolipidios ao nivel da
membrana plasmatica para tornar-se resistente a antibidticos peptidicos. Uma outra
possibilidade de desenvolver resisténcia seria a destrui¢do seletiva dos peptideos por proteases
microbianas especificas (ZASLOFF, 2002).

Segundo Pfeiffer et al. (1995), as atividades biologicas apresentadas pelos
mastoparanos podem estar relacionadas com interacdo desses peptideos com membranas
biologicas, assumindo uma conformacao em hélice-a anfipatica, que pode causar perturbagoes
nas membranas, que leva a um aumento da permeabilidade, facilitando a formacgao de poros.

As necessidades de se compreender os mecanismos de intera¢do desses peptideos
com membranas (naturais e/ou sintéticas) tém atraido a aten¢@o dos pesquisadores, com isso,
surgiu um vasto campo para pesquisas sobre as estruturas secundarias e fungdes desses
peptideos, objetivando o desenvolvimento de “sistemas-modelos” que sirvam de inspira¢do
para ao desenho de novas drogas antibacterianas (IBRAHIM et al., 2000).

Portanto, neste trabalho foi proposto o estudou da interagdo do peptideo
mastoparano Protonecterina-MP, presente no veneno da vespa social Protonectarina
sylveirae, com membranas lipidicas sintéticas/artificiais. Esse peptideo apresenta baixa
atividade hemolitica e potente atividade antibidtica, tanto contra bactérias Gram-positivas,
como Gram-negativas. Logo, esse peptideo apresenta uma interessante atividade bioldgica,
pois ¢ pouco ativo contra células animais, mas apresenta uma grande atividade
antimicrobiana. Assim, esse peptideo constitui-se num modelo molecular interessante para o
estudo da interagdo polipeptideo-membrana, por ser pequeno (14 residuos de aminoacidos),

apresentar molécula linear, facil de sintetizar ¢ ainda ser muito ativo contra bactérias.




Introducéo

Como em estudos anteriores foi demonstrada a importancia do C-terminal
amidado para estruturacdo de peptideos mastoparanos (SFORCA et al., 2004), ¢ como a
estrutura secunddria interfere profundamente na intensidade e/ou tipo de atividade bioldgica
dos peptideos biologicamente ativos. Para a realizag¢do do trabalho, o peptideo Protonectarina-
MP foi manualmente sintetizado na sua forma natural, apresentando o residuo C-terminal
amidado (-NH>), e na sua forma modificada, apresentando o residuo C-terminal acido (-OH),
individualmente. Assim, além do estudo da interacdo de mastoparano-membrana, foi possivel
estudar a variagdo estrutural que o C-terminal provoca sobre a estrutura secundaria de
peptideos antibiodticos ao interagir com membranas.

Apds a purificados através de técnicas de cromatografia liquida de alta
performance, foi realizado o monitoramento da qualidade do material sintético purificado
através das andlises de espectrometria de massas ESI-MS e seqlienciamento por Quimica
Degradativa de Edman.

Posteriormente, foram realizados estudos das interagdes dos peptideos
policatidonicos Protonectarina-MP (-NH;) e de seu andlogo Protonectarina-MP (-OH) com
membranas fosfolipidicas sintéticas (lipossomo) monitorados por medidas de dicroismo
circular (CD), troca isotopica H/D em complexo proteolipossomo acoplada a espectrometria
de massas, medidas do vazamento de fluorescéncia de vesiculas na presenca dos peptideos e
a interacdo do residuo triptofano com vesiculas, analisados por espectroscopia de
fluorescéncia. A estrutura secundaria dos peptideos também foi investigada por modelagem
molecular por homologia.

Além disso, foram realizados ensaios bioldgicos de desgranulagdo de mastdcito,
medida da liberagdo da enzima lactato desidrogenase do citoplasma de mastdcitos, atividade
hemolitica e atividade antimicrobiana.

Todo esse conjunto de técnicas e resultados obtidos foram utilizados com o intuito
de compreender e correlacionar a estrutura, funcdo e modo de agdo desses peptideos com as
membranas biologicas. Com isso, obteve-se uma maior compreensdo do mecanismo de agdo

de peptideos mastoparanos com membranas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Venenos de Hymenoptera

A ordem Hymenoptera € uma das maiores ordens de insetos, sendo composta por
200.000 espécies de abelhas, vespas e formigas (VETTER; VISSCHER, 1998). Estes insetos
sdo classificados em dois grupos, baseados no comportamento evolutivo que pode ser social
ou solitario. Baseado na biologia e comportamento desses insetos, o veneno e o aparelho de
ferroar sofreram alteragdes ao longo dos tempos evoluindo para melhor adaptagcdo dessas
espécies (PALMA, 2006).

Por um lado, os venenos dos Hymenopteras solitarios sdo utilizados para a caga,
causando paralisia permanente ou temporaria em suas presas, € por outro lado, para a protecio
e defesa de suas colonias contra ataques de predadores que, geralmente ndo sdo fatais,
causando principalmente efeitos inflamatérios e/ou imunoldgicos nas vitimas de suas
ferroadas (PALMA, 2006).

Esses venenos sdo constituidos por uma mistura complexa de proteinas, peptideos
e compostos de baixas massas moleculares. As proteinas sdo responsaveis por causar lesdes
nos tecidos e freqiientemente sdo imunogénicas e estdo relacionadas com as reagdes alérgicas
ocasionadas pelas ferroadas desses insetos (ESHER et al., 2001; YEE et al., 1997, SANTOS
et al.,, 2007), encontrado dentre os principais alérgenos: a fosfolipase A, (OLIVEIRA;
PALMA, 1998; HOFFMAN, 2006, SANTOS et al., 2007); a hialuronidase (CASTRO et al.,
1994) e o Antigeno 5 (HOFFMAN, 2006).

Os peptideos sdo os componentes mais abundantes nos venenos das vespas sociais
e abelhas, sendo os responsaveis por dores prolongadas, edema, eritema, reagdes alérgicas e
sist€émicas (PALMA, 2006). Geralmente, causam lise celular, hemdlise, antibiose, podendo
também interagir com mediadores celulares. Além dessas atividades, os venenos também
podem apresentar efeitos neurotdxicos.

Os venenos das vespas sociais contem uma série de peptideos policationicos
anfipaticos que apresentam uma série de agdes farmacoldgicas multifuncionais, o que

geralmente contribui para a ocorréncia de intensos processos inflamatorios.
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2.1.1 Mastoparanos

O componente peptidico mais abundante dos venenos de vespas da familia
Vespidae sdo os pertencentes a classe dos mastoparanos, cuja principal atividade bioldgica € a
desgranulagcdo de mastdcitos. Sua classe foi assim denominada devido ao seu primeiro alvo
celular identificado, os mastdcitos, que juntamente com os basofilos sdo responsaveis pelas
reacOes alérgicas (IVANOVA et al., 2001). Eles se diferenciam dos peptideos encontrados
nos venenos de abelhas, que apresentam atividades semelhantes, por ndo apresentarem
residuos de cisteina em suas seqiiéncias primarias (NAKAJIMA et al., 1986).

Os mastoparanos sdo tetradecapeptideos amidados que apresentam diversas
atividades bioldgicas diferentes, como por exemplo: estimuladores da secre¢ao de histamina a
partir de mastdcitos; de serotonina a partir de plaquetas (NAKAJIMA, 1986); insulina a partir
de células pancredticas-p (PALMA, 2006); além de serem potentes agentes promotores de
exocitose de diversas células de mamiferos (YOKOKAWA et al., 1989).

Esses peptideos s@o pequenos (10 a 14 residuos de aminoacidos), cationicos,
biologicamente ativos, ricos em aminoacidos hidrofobicos, como leucina, isoleucina e
alanina. Moléculas isoladas de espécies de regides de clima frio apresentam tipicamente
residuos de lisina nas posi¢des 4, 11 e 12 (NAKAJIMA, 1986), mas as seqiiéncias de novos
peptideos isolados de espécies de vespas das regides tropicais mostram uma distribui¢do
diferente dos residuos de lisinas (MENDES et al., 2004; De SOUZA et al., 2004). Eles tém o
residuo C-terminal amidado e podem apresentar diferentes padrdes de conformacio
anfipatica, em func¢do das diferentes distribui¢cdes de cargas apresentadas pelos mesmos. Suas
atividades hemoliticas e antimicrobianas sdo dependentes ou diretamente influenciadas pelo
tamanho, hidrofobicidade, angulo polar, anfipaticidade, estrutura e composicdo da cadeia
polipeptidica formada pelos aminoacidos (COSTA, 2006).

De acordo com seu modo de agdo, esses peptideos podem ser classificados em
dois grupos: aqueles que agem através da lise celular devido a formagdo de poros na
membrana celular; e aqueles que agem pela interagdo com os receptores acoplados as
proteinas-G, ativando os mecanismos de desgranulacdo (exocitose), resultando em muitos
diferentes tipos de secrecdes, dependendo do tipo de célula alvo (PALMA, 2006).

Em geral, sua estrutura se apresenta predominantemente na forma de “coil”
quando em solu¢do aquosa, a despeito de ainda conservar alguma estrutura secundaria em

hélice-a (De SOUZA; 2006); enquanto que em solucdo de metanol, TFE ou em presenca de
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vesiculas lipidicas apresentam uma tendéncia de assumir uma configuragdo ordenada em
forma de hélice-a; esse efeito é causado pela interagdo com a membrana plasmatica devido a
sua anfipaticidade (PALMA, 2006). A anfipaticidade reflete a tendéncia que uma seqiiéncia
possui para formar dominios hidrofilicos/hidrofobicos bem estruturados, em faces opostas.

Segundo Pfeiffer e colaboradores (1995), esses peptideos da classe dos
mastoparanos podem causar perturbacdes nas membranas, levando a um aumento da
permeabilidade, facilitando a formagdo de poros; além disso, podem apresentar atividade
hemolitica, como ¢ o caso do MP-X do veneno de vespa Xanthoptera SP, em concentragdo de
4x 10° M (HIRAI et al., 1979).

Recentemente, tém sido descrito atividades antimicrobianas para estes peptideos.
Por exemplo, experimentos realizados com MP-X demonstraram aumento na permeabilidade
da célula, conduzindo a um desequilibrio dos eletrdlitos intracelulares e a morte da mesma.
Isto est4 relacionado com o fato das membranas citoplasmaticas dos mamiferos geralmente
serem compostas por fosfolipidios zwitteridnicos, ou seja, apresentam carga liquida zero; no
entanto, muitas bactérias patogé€nicas tém membranas celulares altamente eletronegativas
(anidnicas).

Como os mastoparanos sdo policationicos, hd uma atragdo eletrostatica entre eles
e as superficies microbianas carregadas negativamente, facilitando sua inser¢do na face
hidrofobica da membrana (MATSUZAKI et al, 1999). Nestas inser¢des iniciais dos peptideos
ocorre a mudanga conformacional, nas intermediagdes da membrana (YEAMAN; YOUNT,
2003). Durante sua inser¢do, os mastoparanos podem adotar dois estados de orientagdo
diferente: um com o eixo da hélice em paralelo a membrana; e outro com o eixo em
perpendicular a membrana (HORI et. al., 2001).

Sato e Feix (2006) demonstraram que peptideos antibioticos lineares, cationicos e
que adotam uma conformagdo estrutural em hélice-a, interagem com membranas sintético-
artificiais, intercalando-se entre os lipidios justamente abaixo da cadeia de glicerol dos
fosfolipidios, numa localizagdo que requer a expansdo da camada superficial externa da
vesicula de fosfolipidios; essa expansdo € uma caracteristica importante nos estagios

adiantados de interagdo entre estes peptideos antimicrobianos e as membranas.

2.2 Peptideos Antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos tém sido isolados e caracterizado de organismos dos

mais variados reinos e filos, desde procariontes até seres humanos (YEAMAN; YOUNT,
5
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2003). Estes apresentam atividades antibacterianas, antifungicas e antivirais, € o potencial
farmacologico central de aplicacdo para estes peptideos € o grau cuja ele diferencia ou pode
ser engenheirado para diferenciar entre um alvo microbial e uma célula animal normal. Neste
sentido, as diferencgas existentes entre células de mamiferos e células microbianas sdo de
fundamental importancia.

Sdo necessarias quatro caracteristicas para os peptideos antimicrobianos serem
eficazes contra os patdgenos. A primeira ¢ a seletividade da toxicidade, com os peptideos
sendo capaz de discriminar entre células hospedeiras e microbianas. A segunda, matar
rapidamente, pois o ciclo de vida de bactérias ¢ curto, sendo de 20 minutos no caso da
Escherichia coli. A terceira é amplo espectro de atividade antimicrobiano, com um peptideo
sendo eficiente contra muitas espécies de microorganismos. E por ultimo, deve apresentar um
mecanismo de agdo que a bactéria ndo possa facilmente desenvolver mecanismos de
resisténcia (MATSUZAKI, 1999).

A estrutura tridimensional ¢ a composi¢do dos aminoacidos basicos acabam
dividindo os peptideos antimicrobianos em trés familias: (1) peptideos em hélice-a lineares
alguns como cecropinas, magaininas, melitinas, dermaceptina, apidaecinas e drosocinas, que
adotam a estrutura randomica em solu¢do aquosa, porém, em solventes organicos € em
contato com membranas celulares adotam uma corformacdo em hélice-a; (2) alguns peptideos
em folha-f como as defensinas, que contem residuos de cisteina formando pontes de
dissulfeto: (3) peptideos ricos em aminoacidos especificos como prolina, glicina, triptofano,
arginina ou histidina, com a maioria deles adotando extensas estruturas de hélice-a.. Apesar
dessas diferengas estruturais, muitos desses peptideos antimicrobianos acabam agindo na
membrana celular (OREN; SHAI, 1998).

A hélice-a anfipatica € estrutura mais comumente encontrada nos peptideos
antimicrobianos, sendo ideal para interagir com membranas bioldgicas igualmente anfipaticas,
possibilitando a interacdo entre os grupos cationicos destes peptideos € os grupos anidnicos
dos fosfolipidios, facilitando sua inser¢do na face hidrofébica da bicamada. Em estudos
realizados com o peptideo EMP-AF, um mastoparano isolado do veneno da vespa solitaria
Anterhynchium flavomarginatum micado, demonstrou-se a capacidade deste peptideo em
interagir e permeabilizar lipossomos anidonicos e, em menor extensdo, lipossomos neutros,
sendo que esta habilidade estd correlacionada com a porcentagem de hélice-o anfipatica
assumida pelo peptideo quando em contato com membranas (Dos SANTOS-CABRERA et

al., 2004). Essa estrutura anfifilica também ¢ encontrada com freqiiéncia em peptideos
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produzidos por fungos, insetos, anfibios e mamiferos, com atividade antibidtica, antifiingica,
antiviral, hemolitica e antitumoral (LORENZI, 2002).

Modificagdes pos-traducionais que incluem processos proteoliticos, alguns casos
de glicolisagdo e amidacdo do C-terminal s3o comumente encontrados nos peptideos
antimicrobianos (ZASLLOF, 2002). Konno et al. (2000) realizou estudos com o peptideo
EMP-AF com o seu C-terminal amidado (EMP-AF-NH;) e também com o seu C-terminal
acido (EMP-AF-COO ), demonstrando que este peptideo na forma amidada possui uma
atividade degranuladora 50% mais potente que a forma com o C-terminal &cido, na
concentracdo de 10 M. Sforca et al. (2004) através de estudos da estrutura secundaria deste
mesmo peptideo e de sua forma andloga, por RMN e Dindmica Molecular, que além da
esperada redugdo da carga positiva do EMP-AF-COO devida a perda do NHj, a presen¢a do
grupo carboxi-livre no lado C-terminal acabou ocasionando uma instabilidade local capaz de
desestabilizar ndo somente o padrio de ligagdes de hidrogénio que garantem a estrutura da
hélice, mas toda a cadeia peptidica. Assim, o padrdo de hélice anfipatica apresentado pelo
EMP-AF-NH, ¢ perdido no andlogo, juntamente com a atividade biologica. Portanto,
modificacdes pos-traducionais, em especial a amidag¢do do C-terminal acaba sendo importante
para a estruturagdo da hélice, que facilita a interagdo desse peptideo com membranas, e,
conseqiientemente, influencia na atividade biologica.

Devido a sua estrutura anfipatica, um tunico peptideo pode colocar-se entre as
cabecas dos fosfolipidios da regido da bicamada lipidica (interface) (MATSUZAKI et al.,
1998; YANG et al., 2001). Como também, com o aumento da concentracdo do peptideo para
acima de um valor limite, as moléculas peptidicas podem permanecer na interface ou
posteriormente mudar para dentro da regido transmembrana, onde suas agregagdes formam
poros transmembranares com nandmetros de didmetro que levam a morte celular
(MATSUZAKI et al., 1998; YANG et al., 2001). A presenca de colesterol na membrana alvo
em geral reduz a atividade antimicrobiana por conferir uma maior estabilizacdo dos lipidios
(ZASLLOF, 2002).

A ligacdo eletrostatica preferencial dos peptideos antimicrobianos na interface
anidnica explica parcialmente a seletividade desses peptideos para membranas anidnicas. No
entanto, nem todos os peptideos anidnicos sdo seletivos em interfaces anidnicas, dependendo
também da sua composi¢do de aminoacidos ¢ do alvo membranar de diferente composi¢ao
lipidica. Por exemplo, a atividade de magaininas e tachyplesinas sdo altamente sensiveis a

composi¢do da membrana alvo (MATSUZAKI, 1999).
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Peptideos antimicrobianos modificados vém sendo desenhados e estudados para
maximizar suas acdes. Alguns estudos mostram que a carga positiva e anfifilicidade sdo
necessarias para atividade da Magainina, com residuos hidrofobicos sendo essenciais para
atividade antimicrobiana, porém, o aumento excessivo da hidrofobicidade aumenta a
afinidade por membranas zwitteridnicas e, conseqiientemente, a atividade hemolitica. Além
disso, aumento no numero de cargas positivas aumenta as propriedades antimicrobianas, mas
um aumento muito elevado também torna o peptideo hemolitico. Portanto, varia muito para
peptideos diferentes, ainda que dentro do mesmo tipo estrutural, a otimiza¢do de alguns
residuos para a maxima atividade antimicrobiana e minima citotoxidade (KHANDELIA et al.,

2008).
2.3 Estrutura e composi¢ao das membranas

A arquitetura fundamental de todas as biomembranas é conferida pelo arranjo da
bicamada lipidica. Os lipidios de membrana mais abundantes sdo os fosfolipidios. Estes tém
um grupamento polar (cabeca polar) e duas caudas de hidrocarbonetos de caracteristicas
hidrofébica. A diferengca de comprimento e insaturacdo da cauda de acido graxos sdo
importantes, pois influem na habilidade das moléculas de fosfolipidios de empacotarem-se,
afetando, por isto, a fluidez da membrana (ALBERTS et al., 2004).

A natureza anfipatica das moléculas de fosfolipidios ¢ responsavel pela formagao
espontinea da bicamada lipidica num ambiente aquoso, agregando suas caudas hidrofébicas
para o interior e expondo as suas cabecas hidrofilicas para a dgua, favorecendo a formagdo de
um arranjo energeticamente mais favoravel. O empacotamento e curvatura espontdnea sio
influenciados pelo formato da molécula de fosfolipidio. Moléculas que apresentam uma
cabeca polar maior que a area transversal apolar, assemelhando-se a cones invertidos (como ¢
o caso dos sabdes, detergentes como o dodecilsulfato de sédio (SDS) e lisofosfolipidios),
tendem a forma estruturas com alto raio de curvatura, originando solugdes micelares.
Moléculas que apresentam formas de cones, como fosfatidiletanolamina (PE), colesterol
(Chol) e cardiolipina (CL), tendem a se estruturar com raio de curvatura negativo, formando
micelas invertidas. J4 as moléculas cilindricas, como fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina
(PS), esfingomielina (SM), acabam formando estruturas em bicamada (LASIC, 1998).

As diferencas entre as membranas celulares estdo relacionadas a sua composig¢ao
lipidica. Assim, em células eucarioticas, as membranas externas sdo formadas

predominantemente por fosfolipidios zwitterionicos como fosfatidilcolina (PC),
8
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fosfatidiletanolamina (PE) e esfingomielina (SM), assim como os esterdis, colesterol e
ergosterol, que sdo raramente encontrados em membranas de procaridticos (YEAMAN;
YOUNT, 2003). Dentre os fosfolipidios zwitterionicos, o PC e PE estdo presentes na maioria
das membranas celulares. Porém, devido as suas propriedades fisicas que formam vesiculas e
estruturas bem definidas em solugdo, o PC tem sido preferencialmente utilizado nos principais
estudos in vitro (DOWHAN, 1997). Os esterdis, colesterol e ergesterol sdo geralmente neutros
e afetam as propriedades de permeabilidade da dupla camada lipidica. Como exemplo, as
moléculas de colesterol aumentam as propriedades de “barreira de permeabilidade”,
reduzindo a mobilidade dos fosfolipidios, tornando a bicamada menos sujeita a deformagdes,
o que diminui a permeabilidade da bicamada a pequenas moléculas hidrossoluveis.

Em contraste, a membrana externa das células procaridticas tende a apresentar um
predominio de fosfolipidios eletronegativos, com altas propor¢des de fosfatidilglicerol (PG),
cardiolipina (CL) e fosfatidilserina (PS), que também s3o largamente encontrados na
membrana mitocondrial de células eucaridticas (DOWHAN, 1997). Porém, esses fosfolipidios
anionicos dificilmente estdo presentes na face externa das membranas de mamiferos
(YEAMAN; YOUNT, 2003). Essa diferenca de composi¢do acaba sendo um dos fatores que
contribui para a seletividade dos peptideos antimicrobianos.

A composi¢do de lipidios das duas monocamadas das membranas apresenta uma
assimetria impressionante. Por exemplo, em eritrdcitos, a face externa € neutra e a face interna
¢ composta por fosfolipidios carregados negativamente, caracteristica importante para a
manuten¢do das atividades celulares. Neste caso, uma simples translocacdo de fosfolipidios
anidnicos para a face externa serve como sinalizador para apoptose celular (ALBERTS et al.,
2004).

Essa distribuicdo assimétrica de cargas e gradiente eletroquimico através da
membrana criam um potencial transmembranar. Em células de mamiferos, a diferenga de
potencial da membrana esta na faixa de -90 a -110 mV; ja em células bacterianas, varia na
faixa de -130 a -150 mV. A diferenca de potencial encontrado entre membranas de mamiferos

e bactérias inclui-se entre os indicadores da toxidade seletiva (HANCOCK, 1997).

2.4 Mecanismos de interacio peptideo-membrana

Os peptideos associam-se a membranas através de diferentes mecanismos, que
podem levar a formagdo de agregados e até mesmo poros, levando a desestabilizacdo da

membrana e rompimento, conduzindo finalmente a perda da integridade da membrana,
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levando a morte celular (SATO; FEIX, 2006). Porém, o mecanismo envolvido na formagao de
poros ou ruptura da bicamada lipidica ainda ndo esta claramente elucidado.

Conforme estudos realizados por Papo e Shai (2003), antes de exercerem sua
atividade, os peptideos interagem primeiramente com a superficie externa da membrana,
principalmente com lipopolissacarideos (LPS), peptideoglicanas (em células bacterianas), na
camada de glicocalice e/ou proteinas da superficie das células de mamiferos. Somente entao,
os peptideos ligam-se e interagem com a membrana citoplasmatica. Este estudo demonstra
que os peptideos que agem preferencialmente em bactérias, o fazem por interagirem
eficientemente com os fosfolipidios anidnicos, enquanto que os peptideos que lisam as células
de mamiferos ligam-se eficientemente com membranas compostas por fosfolipidios
zwitteridnicos. Com isso, torna-se cada vez mais evidente que a atividade seletiva destes
peptideos depende de uma série de parametros fisico-quimicos dos proprios peptideos, e
também das células-alvo. Com respeito as propriedades do peptideo, estes incluem o volume
da molécula, de sua estrutura e de seu estado oligomérico, tanto em solu¢cdo como nas
membranas. A respeito do alvo membranar, estes incluem a estrutura, a espessura € a
complexidade dos polissacarideos hidrofilicos encontrados em sua camada exterior. Estes
parametros afetam a habilidade dos peptideos se difundirem através da barreira exterior da
célula e alcangarem a membrana citoplasmatica (PAPO; SHAI, 2003).

A ligacdo inicial é conduzida pela atragdo eletrostatica e hidrofobica, que agem
em conjunto para promover as associacdes entre lipidios e peptideos. Assim, grupos
carregados positivamente encontrados nos residuos de Lys e Arg acabam sendo os primeiros a
interagirem com fosfolipidios negativos encontrados nas membranas (DEBER; LI, 1995). A
susceptibilidade da bicamada também depende da concentragdo de peptideo na superficie da
membrana, que ao atingir um razao limite entre a concentracdo de peptideo e lipidio (P/L),
acaba provocando a imersdo na bicamada lipidica, dependendo da sua composi¢cdo (HUANG,
2000).

A composicao fosfolipidica da membrana, sua fluidez, seu tamanho e sua carga
influenciam na orientagdo, insercdo e profundidade do peptideo em relagdo a superficie da
membrana (MATSUZAKI et al., 1994). Em principio, € esperado que o peptideo tenha um
comprimento e estrutura secundaria compativel com a espessura da membrana, a fim de
atravessa-la. Essa barreira a ser transposta apresenta, em bactérias, uma espessura na ordem
de 30 A; sendo maior que o comprimento encontrado nos peptideos antimicrobianos de cadeia
curta, com 10 a 15 residuos de aminoacidos. Assim, esses peptideos sdo claramente mais

curtos e provavelmente indicam a existéncia de outros mecanismos para superar a diferenca
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de comprimento. Porém, demonstrou-se que esses peptideos em concentragdes a baixo da
hemolitica sdo capazes de reduzir a espessura da membrana, aumentando a sua area, num
efeito de afinamento da membrana (CHEN et al., 2002).

Existem varios mecanismos propostos para descrever a interacdo de peptideos
com membranas lipidicas. O modelo de agdo “carpete” foi primeiramente proposto para
descrever o modo de ag¢do da dermaseptina S e mais tarde foi usado para descrever o modo de
acdo de outros peptideos antimicrobianos, alguns como os andlogos naturais da dermaseptina
e cecropinas (SHAI, 1999) (Fig. 1).

Neste mecanismo, uma grande quantidade de peptideo abrange paralelamente a
superficie da membrana, desorganizando a bicamada de modo semelhante a um detergente. A
interacdo eletrostatica dos peptideos com as cabegas dos lipidios sdo cruciais e impde uma
deformacdo na bicamada que induz a permeacdo da camada lipidica (WU et al., 1999).
Mesmo peptideos que apresentam outros modelos de agcdo como a Melitina, em concentragdes
acima da critica, podem levar a um acumulo total de peptideos na superficie da membrana,
agindo como detergentes e provocando a desintegracdo da estrutura lipidica via o0 mecanismo
de carpete, resultando na formagdo de agregacdes micelar (Fig. 2-D) (SENGUPTA et al.,
2008).

Figura 1: Ilustragdo do modelo carpete, sugerido por
Oren e Shai (1998). Neste modelo, os peptideos
inicialmente ligam-se a superficie da membrana, e
quando certa concentragdo de monomero ¢é atingida, a
membrana ¢ rompida.
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Um segundo tipo de interag@o entre peptideos e superficie membrana ¢ mostrado
na figura 2-B, que ilustra a formag¢do de poros ou canais através da membrana denominado de
modelo “barril”. Esse mecanismo envolve trés passos principais: (1) ligacdo dos mondmeros
na membrana, (2) insercdo na membrana para a formag¢do do poro e (3) recrutamento
progressivo de mondomeros adicionais para aumentar o poro (BECHINGER et al., 1999;
SHALI 1999).

Nesse modelo, os peptideos através da associacdo de hélices-a anfipatica forma
canais transmembranares, revestindo completamente a superficie interna do poro, com a face
hidrofébica do peptideo interagindo com a face interna apolar da camada lipidica, enquanto a
sua face hidrofilica fica voltada para o canal aquoso do poro (YANG et al., 2001).
Alamethicina ¢ um peptideo descoberto do fungo Trichoderma viride e é composto por 20
residuos de aminoacido. Esse peptideo forma poros do tipo barril e que sdo compostos por
oito mondmeros e apresentam o raio de cerca de 20A, sendo que aproximadamente 11A do
raio corresponde ao didmetro da hélice-a do peptideo (HUANG, 2006).

Um dos mais bem estudados polipeptidios ¢ o antibidtico gramicidina A, que
também apresenta tipo de poro barril. Esse polipeptideo ¢ um pentadecapeptideo que forma
um espiral aglomerado em meio hidrofébico. Este se insere facilmente em membrana lipidica
podendo forma um canal de dimeros ligados por hidrogénios localizados na regido N-
terminal. Como o dimero ¢ mais curto que a espessura da membrana, acaba resultando em
uma deformagdo dos lipidios perto do canal, diminuindo a espessura da membrana
(ANDERSEN; KOEPPE, 2007). Porém, ainda sdo necessarios mais trabalhos para avaliar em
detalhes os efeitos da gramicidina A em lipidios proximos e distantes do canal
(KHANDELIA et al., 2008).

Outros peptideos, como melitina e magainina, induzem a formacdo de poros
toroidal (Fig. 2-C). Este modelo foi inicialmente proposto com bases em observacdes da
magainina 2. No caso das magaininas, a estrutura do poro ¢ diferente do poro barril devido ao
fato de que os lipidios s@o intercalados entre as hélices dos peptideos. Isto pode ser devido as
fortes interacdes entre residuos de carga positiva do peptideo com a cabeca dos grupos de
fosfolipidios aniénicos (MATSUZAKI, 1999). E importante salientar que nesse modelo o
peptideo deve estar associado as cabegas dos fosfolipidios e ndo com a regido das cadeias
acilicas (HUANG, 2000).

Sengupta et al. (2008) mostrou uma significante desordem na formagdo de poros

toroidal por peptideos antimicrobianos, denominados de poro toroidal desordenado (Fig. 2-
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A). Na simulag@o por dinamica molecular realizada com o peptideo Melitina em presenca da
bicamada lipidica de dipalmitoilfosfatidilcolina, mostrou a formagdo espontanea de poros
transmembranar acima da concentragdo critica de P/L. Porém, diferente do modelo
tradicional, eles mostraram que um ou dois peptideos eram o suficiente para forrar o poro

toroidal.

Figura 2: Esquema das possiveis vias de interagdo de peptideos antimicrobianos com lipidios. Mondmeros e
pequenas agregagdes de peptideos, em contato com a membrana, que acabam se ligando na interface
(adsor¢@o). Eventualmente os peptideos distribuem-se equitativamente entre as duas camadas lipidicas. Isto
pode ocorrer por duas vias de translocagdo diferentes. Na translocacdo sem “leakage” (vazamento), os
peptideos sdo capazes de cruzar a membrana sem a formagao de poros. Em alguns casos, o estado intermediario
transmembranar ¢ termodinamicamente estavel (por exemplo, peptideos hidrofébicos que adotam uma
orienta¢@o transmembranar). A principal caracteristica dos peptideos antimicrobianos ¢ a permeabilizacdo da
membrana seguindo a via translocacdo com “leakage”. Acima de certa razdo peptideo/lipidio, os peptideos
inserem na membrana formando poros. Uma variedade de estruturas de poros diferentes pode ser formada,
incluindo os estados: “barril”; toroidal e toroidal desordenado. Estes estados separados devem ser interpretados
em casos extremos, podendo ocorrer uma mistura de variedades desses modelos. O poro pode ser uma estrutura
estavel, mas também pode ser uma estrutura transiente. Neste caso, uma vez os peptideos distribuidos nas
monocamadas opostas, a formagdo do poro é reduzida, desativando o processo. Por outro lado, o acumulo de
certos peptideos podem levar a desintegracdo da membrana como um detergente, resultando na formagéo de
micelas (via solubilizag@o). Observa-se que a estrutura secundaria do peptideo pode variar ao longo das varias
vias. A configuragdo em random ou em hélice sdo meramente ilustrativas desses processos e ndo devem ser
interpretadas literalmente (esquema adaptado de Sengupta et al. 2008).

Com o fechamento dos poros alguns peptideos sdo transferidos para a camada
interna da membrana, por mecanismo denominado de translocagdo (Fig. 2-E). Dessa forma, as
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camadas interna e externa tornam-se continuas e as moléculas de lipidios podem mover-se
entre ambos os lados em um rapido “flip-flop”, pois a estrutura do poro ¢ bastante instavel.
Conforme ocorre a redistribuicdo dos peptideos entre as camadas lipidicas, a velocidade de
formacdo do poro € reduzida. Este mecanismo foi proposto para os peptideos magainina,

melitina e mastoparano X (MATSUZAKI et al., 1996b; MATSUZAKI et al., 1997).

2.5 Aplicacdes terapéuticas

O crescente problema da resisténcia aos antibidticos convencionais e a
necessidade de novos antibidticos tem estimulado o interesse no desenvolvimento de
peptideos antimicrobianos na terapia humana (ZASLLOF, 2002). Estes peptideos sdo
alternativas promissoras para novos antibidticos com base na sua eficiéncia, seguranga e
enorme diversidade estrutural e funcional (PARISIEN et al., 2008).

Mais de 700 peptideos antimicrobianos produzidos por plantas e animais foram
identificados (STRAUS; HANCOCK, 2006). De longe, o peptideo nisin € o de maior sucesso
comercial sendo amplamente usado como conservante alimentar mundial sem substancial
desenvolvimento de bactéria resistente (DELVES-BROUGHTON, 2005). Estudos
laboratoriais e clinicos mostram que o aparecimento de resisténcia contra peptideos
antimicrobianos ¢ menos provavel do que o observado para os antibidticos convencionais,
isso esta relacionado ao seu principal alvo celular, a membrana plasmatica, o que incentiva o
seu uso terapéutico (ZASLLOF, 2002). No entanto, ainda existem muitos obstaculos para as
aplicagdes terapéuticas desses peptideos, especialmente devido a toxidade e ao elevado custo
para a producdo e desenvolvimento de drogas (PARASIEN et al., 2008).

Neste sentido, estudos que possibilitam uma maior compreensdo tanto da estrutura
molecular desses peptideos e sua interacdo com membranas, como de seu modo de agdo,
podem nos fornecer novas estratégias e modelos de acdo para o desenvolvimento de novas
drogas antimicrobianas, particularmente dirigidas contra patdogenos resistentes aos antibidticos
convencionais. Assim, modelos de agentes farmacologicos podem ser descobertos na
natureza, permitindo o desenvolvimento de novas drogas contra velhas e resistentes doengas

infecciosas (YEAMAN; YOUNT, 2003).

14




Objetivo

3. OBJETIVO

O presente trabalho propds a realizacdo de um estudo estrutural e funcional do
peptideo policationico, Protonectarina-MP com o C-terminal nas formas &acida (-OH) e
amidada (-NHy).

O principal objetivo deste trabalho foi realizar um estudo da estrutura e fun¢do
dos peptideos Protonectarina-MP (-NH,) e Protonectarina-MP (-OH), com intuito de
estabelecer uma relag@o entre a estrutura molecular e as atividades bioldgicas, possibilitando
uma compreensio do modo de agdo desses peptideos, ao nivel de interagdes com membranas

lipidicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 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 (estratégia
Fmoc). Foi sintetizado o peptideo Protonectarina-MP (INWKALLDAAKKVL-NH;) e seu
andlogo com o residuo C-terminal 4cido INWKALLDAAKKVL-OH ).

Os peptideos foram sintetizados utilizando-se 100 mg de resina NovaSyn TGR,
com grau de substituicdo de 0,2 mmole/g. Em cada ciclo da sintese foi adicionado Fmoc-
aminoacido-OH (NOVABIOCHEM), contendo HOBt (NOVABIOCHEM) como agente
ativador dos aminoacidos e PyBOP (ALDRICH) como acoplador. Para as lavagens da resina
e desprotecdo foi utilizado N-N-Dimetilformamida (SYNTH) e Piperidina (FLUKA),
respectivamente.

Todas as reagdes acima foram realizadas sob agitagdo mecanica em capela. Apos
a acoplagem do ultimo residuo de aminoacido, 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
solucdo 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 4gua ultra purificada 5%
(V/v).

Esta solu¢do de TFA-Anisol-Etanoditiol-Fenol-peptideo foi centrifugada em uma
centrifuga refrigerada (EPPENDORF, modelo 5810R) por 15 minutos a 1000 x g (3000 rpm)
na presenga de éter etilico (SYNTH) para promover a precipitagdo do peptideo. O peptideo foi
ressuspendido em 4gua bidestilada (destilador MARCONI, modelo MA 078) e ultra
purificada (purificador NANOpure BARNSTEAD, modelo D4754). O controle de qualidade
foi feito em espectrometro de massas ESI-MS e seqiienciamento por Quimica Degradativa de

Edman em um seqiienciador automatico (SHIMADZU, modelo PPSQ-21A).

4.2. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Para a purificagdo dos peptideos provenientes da sintese manual, foi 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
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B), com injetor Rheodyne modelo 7725i com “loop” de 0,5 mL, um sistema controlador
Shimadzu (modelo CBM-10A) e coluna semipreparativa C-18, 10x250mm, 5 pum
(SHISEIDO). Para a fase mdvel, foram utilizados dois solventes, A (dgua, contendo 0,1%

TFA (v/v)) e B (acetonitrila 100% (MALLINCKRODT) contendo 0,1% TFA (v/v)).

4.3 Espectrometria de massas ESI

4.3.1 Espectrometria de massas (MS)

A obtencdo dos espectros de massas foi realizada em um Espectrometro de
Massas ESI, do tipo triploquadrupolo modelo QUATTRO II (MICROMASS). O
espectrometro de massas ESI estava 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 aquisi¢do de dados. Durante todos os
experimentos a temperatura do cone foi mantida a 80°C e a voltagem na agulha a 3,53 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 coragdo bovino, produzidos por aplicacdo de potencial de
52 V no cone de amostra. A detec¢do no espectrometro de massa foi realizada com varreduras
feitas no intervalo de m/z 50 a 4000, em 10 segundos, com uma resolucdo de
aproximadamente 3000; o sistema de aquisi¢do de dados foi operado em modo continuo (De

SOUZA, 2006) .

4.3.2 Espectrometria de massas seqiienciais (MS/MS)

Para os experimentos de espectrometria de massas seqiienciais, o fluxo do probe
ESI foi ajustado para 200 puL/h com auxilio da bomba de microinfusdo. Foi utilizado Argonio
como gas de colisdo a uma pressdo de 3.10° mBar. Os ions fragmentos foram detectados por
leituras a cada 4 segundos, com uma voltagem de 120 V no cone. Os ions produzidos através
dos experimentos MS/MS foram acumulados durante 3 minutos, utilizando-se energia de

colisdo de 35 a 80 eV para os ions moleculares de carga +1 .
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4.4 Seqiienciamento por Quimica Degradativa de Edman

Os peptideos sintetizados e extensivamente purificados que apresentaram um
unico pico de massa molecular (m/z), em andlises de espectrometria de massas, foram
submetidos ao seqiienciamento primario através da técnica de Quimica Degradativa de
Edman.

Estes experimentos foram realizados em um seqlienciador automatico de fase
gasosa PPSQ-21A (SHIMADZU), onde o peptideo foi colocado numa membrana de PVDF, e
os residuos de aminodcidos 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 préprio
seqiienciador. O controle do sistema e aquisicdo dos dados foram realizados através do

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

4.5 Preparo dos Lipossomos

Os lipossomos foram preparados pela técnica de evaporacdo de fase reversa
(SZOKA; PAPAHADJOPOULOS, 1978).
Para a montagem dos filmes foram preparadas solu¢cdes com diferentes
composigoes de fosfolipidios dissolvidos em cloroformio (Merck), nas seguintes proporcoes:
* PC —  100% fosfatidilcolina (PC)
*PC/PG — 70% PC e 30% fosfatidilglicerol (PG)
*PC/CL — 90% PC e 10% cardiolipina (CL)
* PC/Chol —  80% PC e 20% colesterol (Chol)

Estas solucdes foram secas em fluxo de nitrogénio (N) através de secagem
rotativa, para promover a aderéncia do filme de fosfolipidios no tubo de ensaio. Apds a
secagem, os tubos foram levados para um dessecador por 12 horas para a retirada de tragos de

solvente.
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Posteriormente, os filmes de PC, PC/PG, PC/CL e PC/Chol foram suspendidos em
agua ultra pura, na concentragdo final de 3 mM, e mantidos sob agitacdo mecanica por 2,5
minutos. Apds o periodo de agitacdo, a solugdo de fosfolipidios foi colocada em um extrusor
(Avanti Mini-Extruder) equipado com membrana dupla de policarbonato de 200 nm. A
suspensdo de fosfolipidio foi gentilmente passada através das membranas num total de 11
vezes.

Para a preparacdo das vesiculas utilizadas nos experimentos de vazamento de
vesicula por fluorescéncia, os filmes de PC e PCPG foram suspendidos pela adi¢do de 750puL
de solu¢do do corante de fluorescente Carboxifluoresceina 25 mM, em tampao Tris/HCI
10mM contendo 1 mM de EDTA, em pH 7,5. A seguir, a suspensdo foi agitada em vortex por
2,5 minutos. Apos o periodo de agitagdo, a solucdo foi submetida a 11 vezes de extrusdo lenta
em dupla membrana de policarbonato 200 nm. A suspensdo foi mantida por 1 hora a 8° C,
apds esse periodo foi submetida a filtracdo em gel em coluna de Sephadex G 25 M, PD-10.
Esta coluna foi lavada com 40 mL de solugdo NaOH 0,2 M, com 50 ml de agua milli-Q, e
previamente equilibrada com tampao Tris/HCI 10mM, 1mM de EDTA, 0,15M de NaCl em
pH 7,5, que foi usada para eluir as vesiculas. Foi coletado o globo excluido, com aspecto
levemente turbido e de cor alaranjada, sem brilho fluorescente.

As suspensdes de vesicula foram mantidas em refrigeracdo e utilizadas dentro de
um periodo de no méximo 24 h. A concentracdo de fosfolipidios ou lipideos em vesiculas foi

determinada pela analise de fosforo baseada na metodologia proposta por Rouser et al. (1970).

4.6 Determinacio do tamanho de vesiculas

As medidas de tamanho dos lipossomos foram realizadas nas dependéncias do
Departamento de Fisica, IBILCE-UNESP, Sao José do Rio Preto/SP, sob supervisdo do Prof.
Dr. Jodo Ruggiero Neto. O tamanho foi determinado por espalhamento de luz quase-elastico
com auxilio do equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern,
Worcestershire, UK), a 25°C, no modo "size", programado para realizar 3 medidas sucessivas
da mesma amostra. Inicialmente uma aliquota da suspensdo de vesicula foi diluida no mesmo
tampdo de preparacdo para atingir a concentragdo de 100 puM; pois suspensdes muito
concentradas ou muito diluidas fogem aos parametros de controle de qualidade da medigao
pelo proprio equipamento. Foram determinados os valores de Z-average de cada analise, que

correspondem ao didmetro médio dos lipossomos.
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4.7 Dicroismo Circular

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados em um
espectropolarimetro Jasco (modelo 710), junto ao Departamento de Fisica, IBILCE-UNESP,
Séo José do Rio Preto/SP, sob supervisdo 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 resolug@o. Os espectros finais foram obtidos a partir da
média de seis acumulagdes utilizando-se cubetas de quartzo de caminho 6ptico de 0,5 cm.
Foram feitas seis acumulagdes para cada analise.

As amostras foram solubilizadas em agua. A partir dessas solucdes foram feitas
preparacdes contendo diferentes concentragdes de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE / MERK),
dodecil sulfato de sodio (SDS / SIGMA) e lipossomos zwitterionicos e anidnicos, constituidos
pelos fosfolipidios L-a-fosfatidilcolina (PC / SIGMA), fosfatidilglicerol (PG / SIGMA),
cardiolipina (CL / SIGMA) e colesterol (Chol / SIGMA), sendo feitas leituras de dicroismos
para cada uma das preparacdes. A montagem desses lipossomos esta descrita anteriormente
(item 4.5).

Fazendo-se a corre¢do da linha de base, a elipticidade observada, 0 (miligraus), foi

convertida em elipticidade molar média, [@] (graus cm?*/dmol), usando a relagio:

100 ©
[0]= —

Len

G‘I”

onde ¢ o caminho dptico da cubeta em centimetros , “C”’ € a concentragdo do
peptideo em milimolar e “n” ¢ o namero de residuos do peptideo.

Assumindo um modelo de dois estados, proposto por Rohl e Baldwin (1998), a

abs
elipcidade residual observada a 222nm (@)222 em graus cm?/dmol residuo) foi convertida em

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

c
onde @2 = -485 graus cm?/dmol residuo (ROHL; BALDWIN, 1998)

H
corresponde a elipcidade em 100% de random coil (conformagio aleatoria). @z: (graus
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cm?/dmol residuo) (ROHL; BALDWIN, 1998) corresponde a elipcidade residual para uma

estrutura 100% helicoidal e ¢ dada por:
H

®,,, = - 42000 (1 - (x/ )
onde n ¢ o numero de residuos de aminoacidos e X=3, para peptideos

carboxiamidados, ou Xx=4, para peptideos ndo-carboxiamidados.

4.8 Reacio de deuteracio

4.8.1 Preparacio dos proteolipossomos na auséncia de 6xido de deutério

Foram obtidos espectros MS e MS/MS controles, adicionando-se os peptideos as
suspensoes de lipossomos em auséncia de 6xido de deutério. Para essas andlises, as amostras
foram preparadas imediatamente antes da introdu¢do das mesmas no espectrometro de
massas. Utilizou-se para a preparacdo dos proteolipossomos uma aliquota de 23 pL de
peptideo em solucdo (1pg/uL) em agua bidestilada que foi misturada em 30 pL de suspensdo
de lipossomo (3mM) em 4gua e, entdo, a suspensao foi diluida com 36 pL de 4gua bidestilada

e 3 uL de &cido férmico 88% (v/v).

4.8.2 Troca Hidrogénio/Deutério no peptideo livre e em complexo de proteolipossomo

A troca H/D no peptideo livre foi realizada em diferentes porcentagens de D,O
99% (v/v) (CAMBRIDGE ISOTOPES LABORATORIES), até¢ que fosse determinada a
concentragdo de D20 onde somente os deutérios das ligagcdes peptidicas (menos susceptiveis
as destrocas rapidas) permanecessem “marcados”, garantindo a incorpora¢do de apenas 1
deutério por ligacdo peptidica. Utilizou-se para a preparacao dos peptideos livres uma aliquota
de 23 uL de peptideo em solugdo (1pug/ulL) em agua bidestilada, que foi diluida com 30 pL de
agua bidestilada e, entdo, foi adicionado 36 uL de D,O 99% (v/v) e 3 uL de acido férmico
88% (V/v).

Para a troca H/D nos complexos de proteolipossomos na presenca de 6xido de
deutério, as amostras foram preparadas através da incubagdo em diferentes tempos (1, 3, 5,
10, 15, 30 e 60 minutos) de 23 pL de peptideo em solugdo (1pg/uL) com 30 pL de lipossomo

e, somente depois de transcorrido o tempo de incubagdo, adicionava-se 36 pL. de D,O 99%
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(v/v) a suspensdo de proteolipossomos. Essa troca H/D foi realizada durante 30 segundos e
entdo interrompida ajustando-se o pH para 2,5 através da adi¢do de 3 puL de acido férmico
88% e resfriamento a 0°C. Essa preparacdo foi entdo levada ao espectrometro de massas
sendo as condi¢des de analise as mesmas descritas anteriormente no item 4.3.

As seqiiéncias peptidicas foram manualmente assinaladas a partir do espectro de
massas ESI-MS/MS. Os espectros dos peptideos livres e dos proteolipossomos (na presenca e
auséncia de D,0) foram adquiridos continuamente por aproximadamente 3 min, por injecdo
direta. Levando-se em consideragdo o tempo de incubagdo e o tempo necessario para a
aquisi¢cdo dos dados, o primeiro ponto de tempo de cada medida de massas foi de 2 min e
durou até os 3 min. Cada reagdo de troca H/D foi realizada trés vezes para cada condi¢do e os
espectros de massas in tandem foram individualmente adquiridos para cada réplica do

experimento.

4. 9 Experimentos de vazamento de vesiculas por fluorimetria

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos no fluorimetro Hitachi
F4500 (Spectronic Inc., Rochester, NY), junto ao Departamento de Quimica, IBILCE-
UNESP, S@o José do Rio Preto/SP, sob supervisdo do Prof. Dr. Jodo Ruggiero Neto. As
vesiculas de PC e PC/PG (70:30) contendo em seu interior o corante fluorescente
carboxifluoresceina (CF) foram monitoradas em 520 nm de emissao, com abertura de fenda
de 0,5 nm. A amostra foi excitada em 490 nm, com abertura de fenda de 0,5nm e tensio na
fotomultiplicadora de 700 V. Durante todo o experimento as amostras foram analisadas sob
agitacdo magnética e na temperatura de banho em 24°C.

Uma aliquota fresca de suspensdo de LUV foi pipetada em uma cubeta quartzo de
1 cm de caminho dptico, contendo solu¢do de peptideo em tampao Tris/HCI 10mM, 1mM
EDTA e 150mM NaCl em pH 7,5, obtendo-se um volume final de 1200 pL. A quantidade de
peptideo variou de 0,5 uM a 45 uM, de acordo com a eficiéncia de permeabilizagdo, ¢ a
quantidade de vesicula utilizada foi de 100uM. O tempo de coleta foi de 20 minutos para o
PCPG e de 30 minutos para o PC.

A porcentagem de fluorescéncia liberada foi determinada de acordo com o

seguinte calculo (Dos SANTOS-CABRERA, 2006):
% vazamento = 100 x (F —Fq) / (F100 — Fo),
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onde, F ¢ a intensidade observada de fluorescéncia. Fg € a intensidade de
fluorescéncia na auséncia de peptideo, ou seja, com LUV intacto. Figo correspondem a
intensidade de 100% de liberacdo de CF, determinado pela adi¢do de 25 pL de solucdo 10%

de Triton X-100. O Fqo foi corrigido por um correspondente fator de diluigao.

4.10 Emissao de fluorescéncia do triptofano

As medidas foram realizadas no mesmo fluorimetro utilizado para os
experimentos de liberacdo de CF. O espectro de fluorescéncia de emissdo do triptofano foi
coletado utilizando-se uma cubeta de quartzo com Icm de caminho Optico, em banho de
24°C. O espectro de emissdo foi coletado de 300 a 450 nm com excitagdo em 280 nm. A
abertura da fenda de excitagdo e emiss@o foi fixada em 0.5nm. As amostras utilizadas para
esse experimento foram as mesmas utilizadas para os ensaios de liberagdo de fluorescéncia.
As mudang¢as no comprimento de onda na regido do azul (Aln.x) foram calculadas como as
diferencas entre comprimento de onda maximo no espectro de emissdo para o peptideo
adquirido em presenga ¢ auséncia de vesicula. Os espectros foram montados e¢ a fim de
determinar os pardmetros das curvas espectrais com grande exatiddo, os dados foram

ajustados para distribuicdo de log-normal usando a equagdo a seguir (LADOKHIN et al., 2000):

para A = A

max F 1 ’

n2 .- .4 (A= Amad)(p? — 1))
I(A) = Iexp| ——In? 1 + e |
In“p \ pl /

pl’
e para A <Apux— —3 A
p-—1

I(A) =0,

Onde, lp ¢ a intensidade observada no comprimento de onda maximo; e I' € a
largura do espectro na metade da intensidade maxima (lo/2). A assimetria da distribui¢do ¢
descrita pelo parametro p, determinado pelo ajuste do minimo quadrado ndo linear (NLLSQ).

As andlises dos dados e o NLLSQ foram determinados com o programa Origin 7.0.
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4.11 Modelagem Molecular por homologia

A modelagem molecular baseia-se no conhecimento de que a conformacio
estrutural de uma proteina é mais conservada que sua seqiiéncia de aminodcidos durante o
processo evolutivo, e que pequenas mudangas na seqiiéncia, geralmente resultam apenas em
sutis modificagdes na estrutura tridimensional (NAYEEM et al., 2006). Assim, ¢ possivel
modelar uma seqiiéncia de aminoacidos, através do uso de uma seqiiéncia homologa, para
qual exista uma estrutura tridimensional resolvida e disponivel (HOLTJE et al., 2003).

Para a constru¢do do modelo estrutural dos peptideos Protonectarina-MP (-NH;) e
Protonectarina-MP (-OH) foi usada a modelagem molecular por homologia implementada no
programa MODELLER (SALI; BLUNDELL, 1993). Este programa aborda a modelagem
comparativa satisfazendo restri¢des espaciais. Os procedimentos para modelagem iniciam-se
com o alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos a ser modelada (alvo), com uma ou varias
seqiiéncias primarias de proteinas com estruturas tridimensionais conhecidas (moldes ou
templates), obedecendo ao critério de maior identidade para a sele¢do. Este alinhamento é
utilizado como informag¢@o de entrada (input) para o programa. O arquivo de saida (output) ¢é
um modelo tridimensional da seqiiéncia alvo contendo todos os 4&tomos da cadeia principal e
das cadeias laterais, com exce¢do dos hidrogénios. As coordenadas atomicas definidas por
ressonancia magnética nuclear (NMR) do peptideo Mastoparano-X (cédigo de acesso PDB:
2CZP) (TODOKORO et al.,, 2006), foi utilizado como modelo inicial (molde) para
modelagem. O template utilizado foi de um peptideo carboxiamidado, sendo que amidag@o no
terminal-C foi tratado pelo programa como um ligante no peptideo Protonectarina-MP (-
NH,). O peptideo Protonectarina-MP (-OH) foi modelado na auséncia do ligante, ou seja, na
auséncia das coordenadas atdbmicas da molécula NH,. Um total de 1000 modelos foram
gerados para cada peptideo pelo programa MODELLERS8v2, e o modelo final foi selecionado

baseando-se na sua qualidade esterioquimica.

4.11.1 Métodos de avaliacido dos modelos estruturais

Para avaliar a qualidade esterioquimica dos modelos gerados foi usado o
programa Procheck (LASKOWSKI et al., 1993), que analisa a geometria global da estrutura
ou cada residuo individualmente, utilizando para isso parametros estereoquimicos derivados
de estruturas de alta resolucdo ou bem refinadas (MORRIS et al., 1992) que constituem sua

base de dados.
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Os parametros estereoquimicos checados pelo Procheck sdo: ligagdes covalentes,
planaridade de grupos planares (aromaticos, ligacdes peptidicas, etc.) angulos diédricos,
quiralidade, intera¢des ndo covalentes, ligacdes de hidrogénio da cadeia principal e pontes
dissulfeto.

O Procheck requer como entrada um arquivo das coordenadas atomicas da
estrutura da proteina a ser avaliada no formato “pdb” e produz representagdes coloridas em
PostScript facilmente interpretadas, descrevendo a estrutura de uma proteina, e também
comparando duas estruturas de proteinas relacionadas, juntamente com uma lista detalhada de
residuo por residuo, nos fornecendo uma avaliagdo da qualidade total da estrutura, em
comparacao as estruturas bem-refinadas de mesma definicdo, e destaca também as regides que
podem necessitar uma investigacdo mais detalhada.

Dentre as varias andlises fornecidas pelo Procheck, utilizou-se o Diagrama de

Ramachandran e o G-factor.

4.11.1.1 Diagrama de Ramachandran

G. N. Ramachandran descreveu as conformagdes possiveis para os aminoacidos
em uma cadeia polipeptidica. A conformagdo da cadeia peptidica ¢ simplesmente descrita
pelos valores dos angulos diedros na estrutura principal da proteina (angulo descrito pelo
nitrogénio e carbono alfa N-Ca e o angulo descrito pelo carbono alfa e carbono Ca-C) (Figura
3). Esses angulos sdo denominados angulos de tor¢do y e ¢, respectivamente. Em principio,
e ¢ podem ter qualquer valor entre -180° e +180°, porém muitos valores de y e ¢ sdo
proibidos pelas interferéncias estéricas entre atomos pertencentes ao mesmo esqueleto

polipeptidico e pelas cadeias laterais dos residuos de aminodcidos.

Figura 3: Parte de uma cadeia polipeptidica com os graus de tor¢do dos
angulos diedros Y € ¢.
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O esqueleto principal ndo ¢ livre para girar ao redor do terceiro tipo de ligacdo na
estrutura da proteina, a ligagdo peptidica, por ser uma ligacdo parcialmente dupla e, portanto
quimicamente restrita a ser planar; sendo assim, os valores de y e ¢ para cada aminoacido
fornecem uma descricdo completa da estrutura da cadeia principal da proteina.
Conseqiientemente, os angulos de tor¢do v e ¢ que fazem com que as esferas colidam
correspondem a conformag@o estericamente ndo permitida (regido ndo permitida) para a

cadeia principal de um polipeptidio (RAMACHANDRAN et al., 1963).

folha-f
hélice-a
esquerda
hélice-a
direita

Figura 4: Diagrama de Ramachandran. A regido
permitida em azul escuro, a regido adicionalmente
permitida em azul claro e a ndo permitida em cinza.

O diagrama de Ramachandran (RAMACHANDRAN et al, 1963;
RAMAKRISHNAN; RAMACHANDRAN, 1965) indica a distribuicdo dos angulos ¢ e v dos
residuos pertencentes a uma determinada estrutura. Uma estrutura de boa qualidade deve ter
90% ou mais de seus residuos nas regides mais favordveis (Figura 4). Na figura 4, as areas em
cinza correspondem a regides onde existem os choques estereoquimicos na proteina. Estas
regides ndo permitidas valem para todos os aminoacidos exceto a glicina (Gly) que € a tinica
que ndo tem cadeia lateral e pode adotar os angulos de tor¢do y e ¢ em todos os quadrantes
do diagrama de Ramachandran. As regides em azul escuro correspondem a conformagio onde
ndo hd nenhum choque estereoquimico, ou seja, sdo as regides permitidas e aonde se
encontram as hélices-a e folhas-f. As areas em azul claro 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.
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4.11.1.2 G-factor

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

O calculo do G-factor envolve a média dos diversos G-factor dos angulos de
tor¢ao (Phi-psi; Chil-chi2; Chil; Chi3-chi4 e Omega) juntamente com a geometria covalente,
fornecendo em um unico nimero o G-factor para toda a estrutura.

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
Ramachandran terdo um G-factor baixo (ou muito negativo). Se uma proteina ou peptideo
tiver muitos residuos com G-factor baixo sugere que algo pode estar errado com a geometria
total da proteina avaliada e, conseqiientemente, o modelo gerado nio esta bom. Assim, o ideal
¢ o G-factor estar acima de -0.5, os modelos que apresentarem entre -1.0 e -0,5 devem ser

investigados.

4.12 Ensaios de Atividade Biologica

4.12.1 Desgranulacio de Mastdcitos

Apesar de algumas modificagdes, os testes de desgranula¢do de mastocitos foram
realizados segundo a metodologia descrita por Hide et al. (1993). Foram testados a atividade
biologica de desgranulagdo de mastécitos do peptideo Protonectarina-MP (-NH) e
Protonectarina-MP (-OH). O ensaio de desgranulacdo de mastdcitos utilizou-se mastdcitos
peritoneais de ratos Wistar. As amostras foram testadas em doze diferentes concentragdes,
variando de 1,5 x 107 a 3,1 x 10 M, diluidas na progressio geométrica de razdo %. Foram
preparadas as solu¢des MCM-1, MCM-2 e SH para a realizacdo do experimento.

Para o preparo de 100 mL de solugdo MCM-1 (mast cell medium), foram
colocados: 0,877g de NaCl (MERCK); 0,028g de KClI (MERCK); 0,043g de NaH,PO4
(SYNTH); 0,048¢g de KH,PO4 (SYNTH); 0,100g de Glicose (SYNTH); 0,100g de BSA
(SIGMA); 90 puL de CaCl, IM (VETEC) e 100 mL de agua bidestilada.

Para o preparo da solugdo MCM-2, utilizou-se 100 mL de solu¢do MCM-1 e 50

uL de Liquemine (Heparina sédica 5000 UI/0,25 ROCHE).
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A solucdo SH foi preparada através da dissolucdo de 0,588g de Citrato trissddico
(MERCK) em 10 mL de agua bidestilada. O pH foi ajustado para 4,5 com solugdo de HCI 1
M (SYNTH). Entdo, adicionou-se 0,0034g de p-nitrofenil-N-acetil-f-glucosaminidina.

4.12.1.1 Isolamento de Mastocitos

Os ratos Wistar macho com aproximadamente 30 dias foram anestesiados com
éter e em seguida decapitados para a retirada do sangue. Foi feito um corte longitudinal no
abddmen para expor a cavidade peritoneal. Os drgdos foram afastados e a cavidade peritoneal
foi lavada com aproximadamente 10 mL de solu¢do MCM-2 para extragdo do fluido contendo
os mastocitos em suspensdo. O fluido foi coletado com auxilio de uma pipeta e armazenado
em banho de gelo. Repetiu-se este procedimento por trés vezes.

O fluido coletado foi centrifugado por 5 min. a velocidade de 1000 rpm, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 2 mL de MCM-1. Este
procedimento foi realizado 2 vezes. A suspensdo de células foi utilizada para o ensaio de
desgranulagao.

A contagem do numero de células foi feita em cdmara de Neubauer com auxilio
de uma solu¢do corante de 0,05% de cristal violeta em HCI (3,6N). Foram contados 10
quadrados e a média obtida foi multiplicado por 10*. No final, ajustou-se a concentragdo para

4,5x 10° células/mL.

4.12.1.2 Ensaio de Desgranulacio de Mastdcitos

Foi preparada uma micro-placa colocando-se 10 pL de peptideo na concentracio
de 10 pg/puL no primeiro pogo e foi acrescentado 90 pL. MCM-1. Para fazer as dilui¢des,
retirou-se 50 pL. do primeiro pogo e passou para o segundo que estava com 50 uL de solugédo
MCM-1. Esse processo foi realizado até o ultimo pogo e os ultimos 50 uL retirados foi
descartado. Em seguida, foi acrescentado 50 puL de solugdo MCM-2 contendo suspensdo de
mastdcitos. Cada poco continha diferentes concentracdes de peptideo, que variaram de 1,5 x
107 a 3,1 x 10" M. Este procedimento foi realizado em triplicata com os peptideos
Protonectarina-MP (-NH;), Protonectarina-MP (-OH) e com o HR2, que foi usado como

peptideo padrio para desgranulagdo.
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Para o valor de referéncia 0% de desgranulacdo foram adicionados 5 pL. de 4dgua
bidestilada, 45 uL de MCM-1 e 50 uL de suspensdo de mastdcitos, e para o valor de
referéncia 100% foram adicionados 5 pL. de dgua bidestilada contendo 1% (v/v) de Triton X-
100, 45 pL de MCM-1 e 50 pL de suspensdo de mastdcitos.

Apds a montagem da micro-placa, esta foi incubada em banho-maria por 15
minutos a 37°C. Apo6s a incubagdo, cada pogo foi centrifugado por 5 minutos a 1000 rpm e os
50 puL do sobrenadante foi colocado em uma nova placa e acrescentado 50 uL da solugdo SH.
Entdo, esta placa foi incubada por 6 h em estufa 37°C.

Apbs a incubagdo, 50 uL de cada pogo foram descartados e 150 uL de solugdo
Tris 0,2 M (SIGMA) foram adicionados. A medida de desgranulacdo foi feita através da
leitura de absorbancia a 405 nm, em leitora de placas (Biotrak II — AMERSHAM
BIOSCIENCE).

4.12.2 Medida da liberacao da enzima lactato desidrogenase do citoplasma de mastdcitos

A atividade de lactato desidrogenase foi determinada a partir da solugcdo em
suspensdo retirada da atividade de desgranulagdo, descrito no item 4.12.1. Os peptideos
Protonectarina-MP (-OH), Protonectarina-MP (-NH;) e o peptideo padrio HR2 tiveram suas
atividades medidas em cinco diferentes concentragdes, variando de 1,2 x 10%a3,1x10* M.

A lactato desidrogenase (LDH) ¢ uma enzima presente somente no citoplasma
celular e que catalisa a redugio do piruvato por NADH, obtendo-se L-lactato e NAD". Esta
enzima serve para indicar a lise em células de mastdcitos ocasionada por peptideos toxicos. A
concentragdo catalitica é determinada a partir da velocidade de desaparecimento do NADH.
Para a sua determinacdo, foi utilizado o Kit UV LDH (BIOBRAS DIAGNOSTICOS) que é
composto por um reagente A e um reagente B.

O reagente A é composto por Tampao Fosfato 50 mmol/L pH 7,5 e Piruvato 0,6
mmol/L. O reagente B é formado por NADH 0,18 mmol/L. O reagente de trabalho usado para
o ensaio foi obtido através da mistura na propor¢do de 4 partes de reagente A para cada 1
parte do reagente B. Apos o seu preparo, este foi pré aquecimento em banho-maria durante
trés minutos a 37°C.

Foi pipetado 20 pL do sobrenadante descartado do ensaio de desgranulagdo de
mastocitos em uma cubeta termostatizada a 37°C. Em seguida, foi acrescentado 1 mL do
reagente preparado. Apds 60 segundos, foram realizadas as medidas de absorbancia a 340 nm,

medido em espectrofotometro. Depois de anotar a absorbancia inicial (Ao), foram efetuados
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novas leituras a cada minuto, durante 3 minutos (A;, A; ¢ Asz). Usando as leituras das
absorbancias, foi calculada a variagdo média da absorbancia por minuto (AA/min) através da

seguinte equagio:

AA/min = (A() - A1)+ (A1 - Az) + (Az - A3 )/3

A atividade da LDH na amostra foi calculada pela multiplicacdo do AA/min pelo
fator (37°C) que apresenta o valor igual a 8095.

Para o valor de referéncia 0%, foram adicionadas agua bidestilada e suspensio de
mastdcitos. Para o valor de referéncia 100%, foram adicionados agua bidestilada contendo 1%

(v/v) de Triton X-100 e suspensao de mastocitos.

4.12.3 Atividade Hemolitica

Os ensaios de atividade hemolitica foram feitos conforme a metodologia descrita
por De Souza, 2006. Foram testados os peptideos Protonectarina-MP (-NH;) e Protonectarina-
MP (-OH), variando a concentra¢io de 6,1 x 107 a 3,1 x 10 M.. Devido a sua atividade
hemolitica, o peptideo Melitina foi usado como padrao.

Foram colocados 100 puL de sangue de ratos Wistar macho em um Becker
contendo 50 mL de solugdo salina 0,9% (m/v) de NaCl (MERCK) e 10mM de CaCl,
(VETEC) sob agitacdo durante 15 minutos.

Para a lavagem das células sanguinea, a solug@o salina contendo sangue foi
centrifugada durante 15 minutos, a 25°C, em 3000rpm. O sobrenadante foi descartado, e as
células foram resuspendidas em solugdo salina e novamente foi centrifugado a 25°C durante
15 minutos em 3000 rpm. Esse procedimento foi realizado duas vezes. Para a preparacao da
suspensdo de eritrocitos 1% (v/v), foram adicionados 9,9 mL de solugdo salina em 100 pL de
células lavadas.

Foram colocados em tubos de eppendorf 20 uL de peptideo na concentragao de 10
png/uL com 180 pL de solugdo salina. As diluigdes foram feitas retirando-se 100 pL do
primeiro eppendorf e colocando-o em um segundo eppendorf contendo 100 pL de solucdo
salina. Esse procedimento foi realizado ate o décimo eppendorf e os ultimos 100 uL foram
descartados. Em seguida, foi acrescentado 100 pL de suspensdo de eritrécito em cada
eppendorf. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada peptideo. Em seguida, os

eppendorfs foram incubados a 25°C durante 2 horas, em agitagao.
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Apos a incubagdo, cada eppendorf foi centrifugado durante 5 minutos em 3000
rpm. O sobrenadante foi colocado em uma micro-placa e a medida de hemolise foi feita
através da leitura de absorbancia a 540 nm, em leitora de placas (Biotrak Il - AMERSHAM
BIOSCIENCE).

Para o valor de referéncia zero, foram colocados 20 pL de solugéo salina e 180 pL.
de suspensdo de eritrdcito. Para valor de referéncia 100% de hemdlise, foram adicionados 20
nL de solugdo salina contendo 1% (v/v) de Triton X-100 (t-Octilfenoxipoli-etoxietanol,

SIGMA) e 180 pL de suspensdo de eritrocitos.

4.12.4 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos peptideos Protonectarina-MP (-NH;) e
Protonectarina-MP (-OH) foram testadas e determinou-se as suas concentragdo minima
inibitéria (MIC). O teste foi realizado segundo a metodologia descrita por Coyle et al. (2003)
e Meletiadis et al. (2000). Os microorganismos usados foram: S. aureus (CCT 2580); B.
cereus (ATCC 11778); E. coli (CCT 1457) e P. aeruginosa (ATCC 15442), obtidos no
Laboratério de Microbiologia do Centro de Insetos Sociais — CEIS (IBRC/UNESP). Toda a
manipulag¢do dos microorganismos foi feita em cdmara de fluxo laminar vertical (PACHANE)
e todo o material foi esterilizado em autoclave vertical A V30 (PHOENIX), por 20 minutos a
121°C e latm.

Para a realizagdo do experimento, os inoculos foram preparado em solucdo salina
de NaCl 0,9% a partir da suspensdo de colonias de 18 horas cultivadas em meio de Miiller-
Hinton. A concentragdo foi acertada com o valor de 0,5 na escala McFarland, o equivalente a
1x10* células/mL. Foram adicionados 200 pL de inoculo em 20 mL de meio Miiller-Hinton
liquido, que foi utilizado para a montagem da micro-placa.

Em cada pog¢o foi colocado 10 pL de solugdo de peptideo em diferentes
concentra¢des, variando a concentragdo de 0,24 a 500 pg/mL (1,5 x 107 a 3,1 x 10™* M), 10
uL de suspensdo de inoculo e 80 uL de meio Miiller-Hinton liquido. Para o valor zero, foram
colocados 10 pL de agua bidestilada no lugar do peptideo ¢ 10 puL de salina no lugar de
suspensdo de inoculo. Para o valor de 100% foram colocados 10 pL de 4gua bidestilada no
lugar do peptideo.

A placa foi incubada em 37°C por 18 h e depois foram adicionados em cada pogo
10 pL de cromdforo cloreto de trifeniltetrazolium 0,5% em dgua (MALLINCKRODT). Este

cromoforo coloriu em vermelho os pogos que ndo sofreram inibicdo. As leituras foram feitas
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apo6s 3 horas de re-incubacdo em estufa 37°C. Foi usado a Oxytetraciclina como controle do

experimento.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese, purificacido e controle de qualidade dos peptideos

Os peptideos Protonectarina-MP (INWKALLDAAKKVL-NH;) e seu analogo
com o residuo C-terminal 4cido (INWKALLDAAKKVL-OH ), foram sintetizados através do
método manual em fase sdlida, utilizando-se quimica N-9-fluorenilmetoxicarbonil (estratégia
Fmoc).

Os peptideos obtidos a partir da sintese foram purificados em um sistema de
Cromatografia liquida de alta performace (HPLC). A figura 5 mostra o cromatograma de
purificacdo do peptideo Protonectarina-MP (-NH,) realizado em condig¢des isocraticas de 40%
de acetonitrila, contendo 0,1% de TFA (v/v). O pico do peptideo foi eluido em 25,16 minutos,
em coluna C-18 (10x250mm) a um fluxo de 2 mL/min. Os demais picos correspondem as

impurezas provenientes da sintese.

Cromatograma de Purificagdo do Protonectarina-MP na forma basica (-HHg

oD

Prntunectarina-MP(-NHE)K

3091 25 16 min

A e (mAbs)

-100

/] 5 10 15 20 15 30
Tempo (min)

Figura 5: Perfil da cromatograma liquida de alta performace (HPLC) sob fase reversa
da purificagdo do Protonectarina-MP (-NH,), usando o gradiente isocratico de 40%
acetonitrila, contendo 0,1% TFA (v/v), em coluna C-18 (10x250mm) a um fluxo de 2
mL/min.

A figura 6 mostra o cromatograma de purificagdo do peptideo Protonectarina-MP
(-OH) realizado em condig¢des isocraticas de 38% de acetonitrila, contendo 0,1% de TFA
(v/v). O pico eluido em 21,12 minutos, em coluna C-18 (10x250mm) a um fluxo de 2

mL/min, corresponde ao peptideo Protonectarina-MP (-OH).
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Cromatograma de Purificagio do Protoncetarina-MP na forma acida (-OH)
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Figura 6: Perfil da cromatograma liquida de alta performace (HPLC) sob fase reversa da
purificagdo do peptideo Protonectarina-MP (-OH), usando o gradiente isocratico de
38% de acetonitrila, contendo 0,1% TFA (v/v), em coluna C-18 (10x250mm) a um
fluxo de 2 mL/min.

Para o controle de qualidade e de pureza, foram obtidos os espectros de massas
ESI-MS dos peptideos purificados. A Figura 7 mostra o espectro ESI-MS do peptideo
Protonectarina-MP (-NH,), onde se observam trés picos de m/z 1582.53, 791,79 e 528,25,
correspondentes as formas [M + H]", [M + 2H]™ e [M + 3H]™, respectivamente; enquanto
que a Figura 8 mostra o espectro obtido para o peptideo Protonectarina-MP (-OH), também
com trés picos de m/z  1583.50 , 792,60 e 528,60, correspondentes as formas [M + H]", [M +
2H]™? e [M + 3H]”, respectivamente . Estes resultados confirmam a elevada pureza ¢ a
massa teorica 1581.55 Da e 1582.50 Da, esperada para a Protonectarina-MP (-NH,) e

Protonectarina-MP(-OH), respectivamente.
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Fig. 7: Espectro da massa ESI-MS do peptideo na forma basica.
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Fig. 8: Espectro da massa ESI-MS do peptideo na forma acida.

Os peptideos sintetizados e extensivamente purificados que apresentaram um
unico pico de massa molecular (m/z), em andlises de espectrometria de massas, foram
submetidos ao seqiienciamento primdrio através da técnica de Quimica Degradativa de
Edman. A seqiiéncia obtida foi: INWKALLDAAKKVL. Entretanto, esse método ndo informa
se o residuo de aminoacido do C-terminal estd na forma carboxil ou carboxilamidada. Para
determinar o tipo de C-terminal fez-se o cruzamento dos dados obtidos pelo seqiiénciamento
por quimica degradativa de Edman e dos espectros de ESI-MS, o que confirmou a exatiddo da

sintese.

5. 2 Controle de qualidade dos lipossomos

Para um controle de qualidade das vesiculas produzidas, estas tiveram seu
tamanho e homogeneidade medidas pelo equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire, UK), por espalhamento de luz quase-
elastico. A distribui¢do de tamanho pela intensidade revela uma tnica populagdo homogénea
de vesiculas para cada composicdo de lipideos, que apresentaram o didmetro médio de 129,0
+ Inm, 125,7 + 0,6 nm, 123,6 £ 0,3 nm ¢ 127,3 + 0,8 nm em PC, PC/Chol, PC/PG ¢ PC/CL,
respectivamente. Com isso, confirmou-se o sucesso na preparacdo das vesiculas unilamelares

grandes (LUVs) utilizadas nos experimentos.

5.3 Estudos Estruturais

5.3.1 Analises de Dicroismo Circular
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Analises de dicroismo circular (CD) constituem uma importante fonte de
informacdes tanto sobre a estrutura secundaria de uma proteina ou peptideo, como das
mudangas conformacionais sofridas por estas moléculas. Assim, além de caracterizar a
estrutura secundaria de um peptideo em diferentes meios, também ¢ possivel entender as
mudangas conformacionais e intera¢des de peptideos com membranas, pois as analises podem
ser realizadas em meios que mimetizam ambiente natural onde tais moléculas bioldgicas
atuam.

Meios com surfactantes sdo muito utilizados na simula¢do de ambientes de
membrana, para predi¢do das estruturas secundarias de peptideos. Isso se deve ao fato destes
surfactantes formarem aglomerados (micelas) em solucdes aquosas conforme a sua
concentragdo, proporcionando ambientes hidrofilico / hidrofébico. A concentragdo minima na
qual essas micelas se formam ¢ denominado Concentracdo Micelar Critica ou CMC. Desta
forma, as analises de CD foram feitas em solugdes de dodecilsulfato de sodio (SDS), em
concentragdes acima e abaixo da CMC, observando-se o comportamento dos peptideos nestas
condicgdes.

Juntamente com o SDS, o trifluoretanol (TFE) também ¢ muito utilizado na
elucidagdo das estruturas secundarias de peptideos, pois ele ¢ um indutor e estabilizador de
estruturas, devido a sua caracteristica de mimetizar ambiente de membrana lipidica. Neste
sentido, também foi analisado o comportamento estrutural dos peptideos em solugdo aquosa
de TFE (40% TFE: 60% H,0).

A partir dos espectros de CD, foi calculada a porcentagem da cada tipo de
estrutura secundaria, no entanto, ndo ¢ possivel determinar quais sdo os residuos envolvidos
na formac¢do da estrutura. Para a determinacdo da estrutura em hélice-a, sd3o observadas duas
bandas negativas em 222nm e 208nm, além de uma banda positiva em 190nm.
Posteriormente, a elipcidade residual em 222nm foi convertida em fracdo de hélice, usando o
método proposto por Rohl and Baldwin (1998).

Assim, ambos os peptideos foram submetidos a analises de CD, na concentracdo
de 20 uM, variando-se somente o solvente utilizado. Os solventes foram: dgua; SDS 165uM
(abaixo da CMC); SDS 8mM (acima da CMC); e TFE 40% (v/v).

A figura 9 mostra os espectros do peptideo Protonectarina-MP (-NH;); em meio
de SDS acima e abaixo da CMC e em presenga de TFE 40% (v/v), observa-se uma banda
positiva em 190 nm e duas bandas negativas proxima a 208 nm e 222 nm, indicando a

ocorréncia de conformag@o em hélice-a desse peptideo, em tais meios. Porém, a curva obtida
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em agua ndo mostra as bandas caracteristicas de conformagao em hélice, sugerindo que
Protonectarina-MP-(NH;) ndo apresenta qualquer organizagdo de estrutura secundaria nesta

condigao.

Figura 9: Espectros de dicroismo circular do peptideo Protonectarina-MP(-NH, )
obtidos em solugdo de agua, solugdo de SDS 165uM e 8mM e solugdo de TFE
40% (v/v).

O espectro do peptideo Protonectarina-MP (-OH) (figura 10) mostra que em meio
de SDS (acima e abaixo da CMC) e em TFE 40% (v/v), um sinal negativo em torno 208 nm e
222nm, mas ndo tdo intenso como no peptideo Protonectarina-MP-(NH,). Além disso, a
curva formada em &agua apresentou uma banda negativa proxima 200 nm, indicando que
Protonectarina-MP-(OH) também ndo apresenta qualquer organizacdo de estrutura secundaria

em meio aquoso.
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Figura 10: Espectros de dicroismo circular do peptideo Protonectarina-MP (-
OH) obtidos em solugdo de agua, solugdo de SDS 165uM e 8mM e solugéo
de TFE 40% (v/v).

A técnica de CD também permite o estudo das interagdes de peptideos com
membranas biologicas. Nesse sentido, tem-se utilizado lipossomos com diferentes
composi¢des, conforme o interesse de estudo. Assim, em uma segunda etapa deste trabalho,
foi realizado andlises de CD em presenca de vesiculas, com diferentes composi¢cdes de
fosfolipidios, com o intuito de verificar a estrutura secundaria que o peptideo ira adotar em
presen¢a de membranas.

Dessa forma, foram preparadas: vesiculas neutras, que mimetizam membranas
zwitteridnicas de células animais, com fosfatidilcolina (PC) e fosfatidilcolina/colesterol
(PC/Chol; 80/20); e vesiculas carregadas negativamente, que mimetizam membranas
bacterianas  anionicas, com fosfatilcolina/fosfatidilglicerol ~ (PC/PG;  70/30) e
fosfatidilcolina/cardiolipina (PC/CL; 90/10). Os peptideos também foram manipulados na
concentragdo de 20uM e todas as vesiculas foram preparadas em tampao Tris-borato SmM
(contendo de EDTA 0,5 mM , pH 7,52).

A figura 11 mostra os espectros do Protonectarina-MP (-NH, ) em presen¢a de
diferentes vesiculas. Em PC/PG, notam-se bandas negativas proxima a 208 nm e 222 nm,
caracterizando hélice-a. Em PC/CL, PC e PC/Chol, observa-se uma banda negativa em torno

de 205 nm e com menor intensidade.
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Figura 11: Espectros de dicroismo circular do peptideo Protonectarina-MP (-NH,)
obtidos em tampdo Tris-borato SmM (pH 7,52), suspensdo de vesiculas de PC,
PC/Chol, PC/PG e PC/CL.

Os espectros do Protonectarina-MP (-OH) em presenca de diferentes vesiculas
(figura 12) mostra em PC/PG, uma banda negativa em 208 nm e 222nm, entretanto, com
intensidade muito menor em relacdo ao Protonectarina-MP (-NH, ). Além disso, em presenga

de PC/CL, PC, PC/Chol e tampao Tris-borato, o peptideo se comportou de maneira

randOmica.

Figura 12: Espectros de dicroismo circular do peptideo Protonectarina-MP (-OH)
obtidos em tampdo Tris-borato SmM (pH 7,52), suspensdo de vesiculas de PC,
PC/Chol, PC/PG e PC/CL.
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Tabela 1: Elipticidade molar em 222nm e fragdo de hélice-a dos peptideos Protonectarina-MP (-OH) e
Protonectarina-MP (-NH,), em solug@o de SDS 165uM e 8mM, TFE 40% (v/v) e solu¢do aquosa.

165 pM SDS 8 mM SDS 40% TFE Agua
[©]222 fH [©]222 fH [©]222 fH [O]222 fH
Protonectarina -MP (-OH) -5054,19 0,16531 -5362,64 0,17647 -5425,42 0,17874  -2488,03 0,0724
Protonectarina-MP (-NH,) -12198,8 0,38465 -12399,5 0,39124 -14527,9 0,46114  -4330,96 0,1263

Os calculos de elipticidade molar em 222nm e fracdo de hélice foram feitos
segundo as equacdes do método proposto por Rohl and Baldwin (1998), e os resultados

obtidos sdo mostrados nas tabelas 1 e 2.

Tabela 2: Elipticidade molar em 222nm e fragdo de hélice-a. dos peptideos Protonectarina-MP (-OH) e
Protonectarina-MP (-NH,) em tampdo Tris-borato (pH 7,5), em presenca de vesiculas sintéticas neutras (PC e
PC/Chol-80/20) e anidnicas (PC/PG-70/30 e PC/CL-90-10).

Tampéo Tris- Vesiculas Neutras Vesiculas Aniénicas
Borato (pH 7,5) PC PC/Chol PC/PG PC/CL

[0]222 fH [©]222 fH [©]222 fH [@]222 fH [®]222 fH

Protonectarina MP (-OH) -2191,8 0,0617  -2428,3 10,0703 -2762,1 0,0823 -6702,3 0,2249 -3689,4 0,1159
Protonectarina-MP (-NH,) -49734  0,1473  -7978,6 0,2460  -7343,1 0,2252 -12455,5 0,3930 -9172,2  0,2852

A tabela 3 sumariza de forma comparativa a porcentagem de hélice-a assumida
pelas duas formas do peptideo Protonectarina-MP nas diferentes condi¢des testadas.
Observa-se que a porcentagem de hélice-a do peptideo Protonectarina-MP (-NH;) sempre foi

maior em relagcdo ao Protonectarina-MP (-OH).

Tabela 3- Porcentagem de hélice-a do peptideo Protonectarina-MP na forma acida e
basica em diferentes solventes, calculadas a partir da elipticidade molar em 222nm.

% de Hélice-a

Protonectarina-MP (-OH) Protonectarina-MP (-NH,)
SDS 165uM 16,53 38,46
SDS 8§ mM 17,64 39,12
TFE 40% 17,87 46,11
Agua 7,24 12,63
Tampio 6,17 14,73
PC 7,03 24,60
PC/Chol 8,23 22,52
PC/PG 22,49 39,30
PC/CL 11,59 28,52
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Os resultados revelam que ambos os peptideos apresentam uma maior fracdo de
hélice-a nos meios de SDS e TFE, no entanto, possuem pouca tendéncia de formar hélice-a
em solu¢do aquosa e em tampdo Tris-borato (pH 7,5). Protonectarina-MP (-OH) e
Protonectarina-MP (-NH;,) apresentaram 16% e 38,46%. de hélice-a, respectivamente, em
SDS abaixo da CMC. Quando se aumentou a concentracdo de SDS para acima da CMC,
observa-se um pequeno aumento na porcentagem de hélice-a, que passa a ser de 17,64% e
39,12% , para Protonectarina-MP (-OH) e Protonectarina-MP (-NH,), respectivamente.
Além disso, os maiores valores de hélice-a para ambos os peptideos foram encontrados no
meio de TFE 40% (v/v), com 17,87% no Protonectarina-MP (-OH) e 46,11% no
Protonectarina-MP(-NH,)..

Os peptideos formando proteolipossomos em presenca de vesiculas sintéticas
neutras (PC e PC/Chol) apresentaram estrutura secunddria com menor fracdo de hélice-o. em
relacdo aos proteolipossomos formado em presenga de vesiculas anidnicas.

Na presenga de vesiculas anidnicas, ambos os peptideos apresentaram maior
fracdo de hélice-a em PC/PG (22,49 % no Protonectarian-MP(-OH) e 39,30 % no
Protonectarina-MP (-NH,)) em relagdo a estrutura secundaria observada em presenca de
vesiculas de PC/CL (11,59% no Protonectarina-MP (-OH) e 28,52 % no Protonectarina-MP (-
NHb)). Isso provavelmente ocorreu pelo fato das vesiculas serem compostas com proporgdes
diferentes de fosfolipidios carregados negativamente, com as vesiculas de PC/PG
apresentando trés vezes mais fosfolipidios negativos em relacdo a vesicula de PC/CL, como ¢
observado nas membranas anionicas de bactérias que sdo compostas por uma maior propor¢ao
de fosfatidilglicerol em relacdo a cardiolipina. Portanto, foi observada nas vesiculas anidnicas
uma maior estruturacdo secundaria dos peptideos conforme aumenta a quantidade de carga
negativa nas vesiculas.

As andlises de dicroismo circular revelaram que o peptideo apresentando o
residuo C-terminal na forma amidada apresenta uma maior tendéncia de se estruturar em
hélice-a, em relagdo ao peptideo apresentando o residuo C-terminal na forma &cida,
independente do ambiente na qual se encontrava.

A redugdo da estrutura helicoidal para o peptideo apresentando o residuo C-
terminal na forma &cida em relagdo a forma amidada j& foi relatado previamente por Sforga et.
al. (2004), para o peptideo EMP-AF. Neste estudo, demonstrou-se com o uso de ressonancia
magnética nuclear que o peptideo EMP-AF-OH apresentava um nimero de conformacdes

helicoidais familiares na regido N-terminal, enquanto que apresentava uma grande variedade
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helicoidal na regido C-terminal, indincando que o peptideo possui certo grau de flexibilidade
conformacional nessa regido.

Para identificar o padrao através do qual uma hélices-a ideal se transforma ao
longo do tempo por simulagdes computacionais, Sfor¢a et al. (2004) analisaram as distancias
das ligagdes dos hidrogénios que definem a conformagdo em hélice-a na regido do C-
terminal. A presengca do C-terminal amidado acabava estabilizando essa regido devido a
ligacdo de hidrogénio entre residuos Ile'' ¢ Leu'*-NH,, enquanto que no peptideo com o C-
terminal 4cido ndo existe a possibilidade de formagao da ligacdo de hidrogénio entre a amida
do C-terminal e a carbonila da Ile'’, provocando uma desestabilizacdo na regido C-terminal.
Porém, tal desestabiliza¢do ndo produz um desenovelamento da hélice naquela regido. Em vez
disso, ele fornece ao peptideo a liberdade de adotar novos graus de conformacdo, que gera
perturbagdes que dificulta a sua capacidade de interagir eficazmente com a superficie da

membrana, o que refor¢a uma esperada reducdo das atividades bioldgicas do peptideo.

5.3.2 Modelagem Molecular por homologia

As modelagens moleculares por homologia dos peptideos Protonectarina-MP
(-NH;) e Protonectarina-MP (-OH) foram realizadas através do programa MODELLER
(SALI; BLUNDELL, 1993).

Como o peptideo Protonectarina-MP apresentou 57,1% de identidade e 78,6% de
similaridade com o peptideo Mastoparano-X (MP-X), a estrutura tridimensional resolvida por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) do MP-X foi utilizada como modelo inicial
(template) para a geracdo dos modelos, e as suas coordenadas atdmicas (codigo de acesso no
PDB: 2CZP) (TODOKORO et al., 2006) foram obtidas com o acesso na pagina do Banco de
Dados de Proteinas (PDB) na Internet (http://www.rcsb.org/pdb).

Para a validagdo dos modelos gerados foi utilizado o programa Procheck
(LASKOWSKI et al., 1993), com o modelo final sendo escolhido conforme a qualidade

estereoquimica observada no Diagrama de Ramachandran e nos valores do G-factor.
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Figura 13: Diagrama de Ramachandran gerado pelo

Procheck para o modelo para o peptideo Protonectarina-

MP(-NH),).

A andlise do diagrama de Ramachandran para os modelos do Protonectarina-MP

(-NH,) (figura 13) e do Protonectarina-MP (-OH) (figura 14) indica que 100% dos residuos
estdo localizados nas regides mais favoraveis (tabela 4), com 11 residuos localizados na
regido de hélice-a de mio direita e um residuo localizado na regido de folha-B. Como o
template usado apresentava elevada porcdo em hélice-a, isso pode ter facilitado a formagao

de hélice em ambos os modelos. Os residuos aminoterminal e carboxiterminal ndo sdo

considerados, porque podem se localizar em qualquer regido do diagrama.
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Figura 14: Diagrama de Ramachandran gerado pelo
Procheck para o modelo do Protonectarina-MP (-OH).
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O G-factor mostra o desvio de uma dada propriedade estereoquimicas (angulo de
torcdo e geometria covalente). Quando aplicado a um dado residuo, um valor baixo de G-
factor indica que a propriedade correspondente apresenta uma baixa probabilidade de
conformagdo. Por exemplo, residuos localizados em regides desfavoraveis do diagrama de
Ramachandran apresentaram baixo (ou muito negativo) valor de G-factor. Entdo, se uma
proteina ou peptideo tiver muitos residuos com G-factor baixo sugere algo errado com a sua
geometria avaliada. O ideal ¢ o G-factor estar acima de -0.5 e os valores entre -0.5 e -1.0
devem ser investigados. Como mostra a Tabela 4, a média dos valores de G-factor obtidos foi
de 0.26 para o modelo do Protonectarina-MP(-NH,) e de 0.37 para o Protonectarina-MP(-
OH), apresentando uma boa qualidade estereoquimica.

Tabela 4 Analise da qualidade esterioquimica para os modelos do Protonectarina-MP (-NH,) e do
Protonectarina-MP (-OH).

Regido do Diagrama de Ramachandran G-Factor

Mais .. Nao Angulo
Peptideo Favordvel Adicionalmente Favoravelmente permitida de

N L
(%) permitida (%)  permitida (%) (%) Torgéio

Geometria Média
covalente Total

Protonectarina-MP(-NH,) 100 0 0 0 0.52 -0.09 0.26
Protonectarina-MP(-OH) 100 0 0 0 0.62 0.01 0.37

Através dos dados obtidos pela anélise do Procheck (diagrama de Ramachandran
e G-factor) pode-se inferir que ambos os modelos sdo possiveis esterioquimicamente. Apds a
validacdo dos modelos, as imagens dos modelos validados foram geradas pelo programa
MolMol (KORADI et al., 1996) e VMD 1.8.6 (HUMPHREY et al., 1996).

Como mostra a figura 15, ambos os peptideos apresentam uma estrutura
secundaria muito semelhante, obviamente por apresentarem a mesma seqiiéncia de
aminoacidos, e ter sido utilizado o mesmo template para a modelagem molecular de ambos. O
peptideo Protonectarina-MP (-OH) apresenta-se estruturado em hélice-o. do residuo Trp® ao
Val®, o que forma uma hélice-o. um pouco mais extensa se comparado a estrutura secundaria
do Protonectarina-MP (-NH.,), que apresenta do residuo Trp® ao Lys'? em hélice-a, com o

1" em coil.

residuo Va

Além disso, notam-se sutis diferencas nos arranjos das cadeias laterais dos
residuos de aminoacidos, como nos residuos de lisina e aspartato. Por exemplo, o residuo de
Lys' apresenta sua cadeia lateral em dire¢do ao Asn” no peptideo Protonectarina-MP(-NH,),
enquanto no Protonectarina-MP(-OH), a cadeia lateral estd na dire¢do oposta, voltado para o

residuo Aspg. Assim, no peptideo Protonectarina-MP(-OH), provavelmente a carga positiva
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do residuo Lys® interage com a carga negativa do residuo Asp®, porém, ndo ocorre 0 mesmo
no peptideo amidado pois a cadeia lateral do residuo negativa Asp® estd em direcdo a cadeia
lateral da Lys“.

O peptideo Protonectarina-MP (-NH;) apresentou 21 ligagcdes de hidrogénio e o
seu andlogo com C-terminal 4cido apresentou 19 ligagdes, sendo interessante notar que duas
ligacdes a mais que o peptideo Protonectarina-MP (-NH,) apresenta estdo localizadas na
regido C-terminal, com uma das ligagdes sendo com o residuo Lys'' e a outra com o residuo
Lys'2. Isso pode ser responsivel pela maior estabilidade e estruturagio do peptideo
Protonectarina-MP (-NH,) em relacdo ao seu andlogo. Sforga et al. (2004) mostrou que a
presenca do C-terminal amidado acabava estabilizando essa regido devido a ligacdo de
hidrogénio entre residuos le'' e Leu14-NH2. Porém, assim como o observado nos modelos,
auséncia da ligagcdo do hidrogénio ndo provoca o desenovelamento da hélice naquela regido,
no entanto, pode conferir liberdade para o peptideo adotar novos graus de conformagio, sendo

o suficiente para alterar sua atividade bioldgica.
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Figura 15: Imagens geradas pelo programa MolMol da conformacédo estrutural
em ribbon do peptideo Protonectarina-MP(-NH,) (A) e do peptideo
Protonectarina-MP(-OH) (B).

A figura 16 mostra a mesma estrutura em representa¢do da densidade superficial
de cargas. Os residuos hidrofébicos estdo em branco, os hidrofilicos estdo coloridos em verde,
os de carga positiva em azul e os de carga negativa em vermelho. Observa-se que nos dois
peptideos os residuos hidrofobicos estdo voltados em uma face oposta aos residuos
hidrofilicos, formando uma hélice-a anfipatica. Essa estrutura ¢ conhecida por promover a
interacdo de peptideos com membrana e ja foi descrito e diversos peptideos, como por

exemplo, a Melitina.
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A

Leu 14
Val 13
Ala 10 Lys 11
Ala9 ) o, 7

lle 1
Trp 3

Leu 14

Lys 11 Lys 12

Asp 8
Lys 4 Ala 5
lle 1

Asn 2

B Leu 14
i
Lys 12
Lys 11
Asp 8Ala 9
Leu 7
Ala5 Leu 6
Lys 4
Asn 2
lle 1
D Leu 14
Val 13
Lys 12 Ala 10
Ala 9
Leu 7
Leu 6
Trp 3
lle 1 P

Figura 16: Imagens geradas pelo programa VMD 1.8.6 da superficie do peptideo
Protonectarina-MP(-NH,) (A e B) e do peptideo Protonectarina-MP(-OH) (C e D).
Os residuos negativos estdo em vermelho, os positivos estdo em azul, os polares em
verde, os apolares em branco. Em azul claro (*) encontra-se a regido amidada do C-
terminal do peptideo Protonectarina-MP(-NH,) (B).

Apesar das sutis diferencas, ambos os modelos sdo muito parecidos, devido ao

fato de que os modelos gerados foram construidos de um mesmo template, ja que nao existe

nenhum template de peptideo mastoparano resolvido sem a presenga do C-terminal amidado

depositado nos bancos de dados que pudesse ser usado para a modelagem do peptideo
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Protonectarina-MP (-OH). Além disso, a porcentagem de estruturacdo em hélice-o dos
modelos foi muito maior do que o observado nos experimentos de dicroismo circular. Isso
provavelmente ocorreu porque o modelo usado como template, o peptideo MP-X, teve sua
estrutura resolvida em um solvente de membrana DPPC:DPPG (4:1) que induzia a sua
estruturacdo em hélice-a.

Portanto, para uma maior compreensdo dos modelos gerados seria interessante a
realizagcdo de uma simulag¢@o por dindmica molecular em meio aquoso e em TFE, pois assim
seria possivel verificar o comportamento dos peptideos nesses diferentes meios e verificar se
ocorreria uma perda ou ndo da estrutura em hélice ao longo do tempo e se essa perda seria
igual para os dois peptideos. Estas modelagens servem para visualizar melhor a caracteristica
de apresentar estrutura secunddria em hélice-a destes peptideos. Os valores
experimentalmente obtidos por analises de CD mostram porcentagens de hélice-a muito
menores que os modelos mostrados acima (Figura 15), uma vez que os mesmos estdo sujeitos
a inumeras situacdes de interagdes como o meio, dificeis de simular. De qualquer maneira, ¢
muito interessante observar os modelos representados na forma de superficies (densidade
superficial de cargas), onde se verifica claramente a grande concentra¢do de residuos de
cadeias laterais ionizaveis (positivos e negativos) e também daqueles de natureza polar, numa
unica face da molécula de ambos os peptideos, enquanto que na outra face predomina
residuos de cadeias laterais de natureza hidrofdbica. Isto corrobora a caracteristica anfipatica

destes peptideos.

5.3.3 Troca Isotépica Hidrogénio/Deutério

Com a finalidade de se ter modelos mais realisticos sobre a estrutura secundaria
destes peptideos, quando de sua interacdo com diferentes tipos de membranas, principalmente
de forma dindmica, em fun¢do do tempo, estudou-se o posicionamento dos peptideos em
interacdo com sistemas membrano-miméticos, utilizando-se do monitoramento da troca
isotopica H/D dos hidrogénios amida das ligagdes peptidicas, com o uso de espectrometria de
massas ESI-MS.

Andlises das trocas hidrogénio/deutério (H/D), entre o hidrogénio amida de cada
ligagdo peptidica e o deutério adicionado ao meio na forma de D0, tém sido utilizadas como
fontes de informagdes sobre a dindmica conformacional de muitas moléculas. Demmers ¢

colaboradores (2000) descreveram um método de estudo para a determinagdo do

48




Resultados e Discussao

posicionamento de peptideos que interagem com membranas lipidicas, atravessando-as de
lado a lado, através da combinacdo de reacdo de deuteracdo e analise por espectrometria de
massas, em sistemas de protelipossomos. Neste método foram utilizados peptideos com a
conformacdo em hélice-a e lipossomos artificiais, onde foram determinadas as taxas de
deuteracdo parcial, apresentadas pelas moléculas de peptideos associados a membranas
artificiais. Essa técnica também foi utilizada por De Souza e Palma (2008) para a investigacao
posicionamento de peptideos mastoparanos em complexos de proteolipossomos.

Neste sentido, os ensaios de troca H/D foram baseados na metodologia descrita
por De Souza e Palma (2008), na qual é possivel detectar o posicionamento preciso de
peptideos inseridos em membranas sintéticas de fosfolipidios, através da troca isotopica H/D,
monitorada por Espectrometria de Massas; o protocolo experimental foi adaptado para se
ensaiar o efeito do tempo de incubagdo, na interacdo dos peptideos com as membranas das
vesiculas.

Os ensaios com os peptideos foram realizados em presenca de vesiculas de
diferentes composi¢des, na auséncia e presenca de 6xido de deutério (D,0O), em diferentes
tempos de incubacdo. Os peptideos Protonectarina-MP (-NH,) e Protonectarina-MP (-OH)
foram incubados na concentragio de 1,5 x 10 M em meio de suspensdo de lipossomos (3mM
de fosfolipidios). Esta concentracdo de peptideo foi escolhida porque ¢ o menor valor
analiticamente confiavel (testado experimentalmente) dentro de uma faixa de concentragdes
fisiologicas, para se obter espectros MS/MS confiaveis, com o uso do espectrometro de
massas Micromass, mod. QUATRO 11, triplo quadrupolo.

As analises foram realizadas em meio de vesiculas de fosfatidilcolina (PC), de
fosfatidilcolina/colesterol (PC/Chol, 80/20) (mimetizando a membrana zwitterionica de
células de mamiferos), fosfatidilcolina/cardiolipina (PC/CL; 90/10), de
fosfatidilcolina/fosfatidilglicerol (PC/PG, 70/30) (mimetizando membranas anidnicas de
células bacterianas). A propor¢do de fosfolipidios carregados negativamente foi escolhida
conforme a abundancia encontrada desses lipidios nas membranas bacterianas (YEAMAN;
YOUNT, 2003). Como a cardiolipina € encontrada nas membranas celulares em uma
propor¢do menor que o fosfatidilglicerol, optou-se por preparar lipossomos anidénicos em
propor¢des diferentes de fosfolipidios negativos.

Primeiramente, padronizou-se a concentragdo de 6xido de deutério necessaria para
que ocorresse somente a deuteracdo dos hidrogénios amida, localizados nas ligacdes
peptidicas, que em contato com o solvente deuterado, trocam rapidamente o hidrogénio pelo

deutério, porém destrocam muito mais lentamente que os hidrogénios localizados nas cadeias
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laterais e nos terminais-N e -C (amida e carboxila) (De SOUZA; PALMA, 2008). Assim, foi
obtido um aumento de 13 u.m.a. na massa de ambos os peptideos em suas formas soluveis,
apos a interrup¢do das trocas H/D por acidificacdo a pH 2,5 e reversdo das trocas das cadeias
laterais dos residuos de aminoacidos do peptideo (dados ndo mostrados).

Solugdes de ambos os peptideos, na forma soluvel e na forma de suspensdes de
proteolipossomos, foram incubadas nos tempos de 1, 3, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos, a 25°C,
pH 7,0, sendo entdo acrescentado D,O 40% (v/v); a solu¢do de peptideo soluvel ou a
suspensdo de proteolipossomos foram analisadas por espectrometria de massas ESI-MS e
MS/MS, pela répida infusdo destes meios, diretamente no sistema de injecdo de amostras do

espectrometro de massas.

5.3.3.1 Troca H/D em vesiculas zwitterionica

5.3.3.1.1 Troca H/D em complexos proteolipossomos de fosfatidilcolina

Foi obtido o espectro de massas ESI-MS do peptideo Protonectarina-MP (-NH;) e
Protonectarina-MP (-OH) na forma de complexo proteolipossomo com vesiculas de PC na
auséncia de D,O (Figuras 17 e 18). No espectro do peptideo Protonectarina-MP (-NH,) foi
observado a presenca do mondmero e do dimero de PC (m/z 760.7 [M+H] e m/z 1520.3
[2M+H]", respectivamente) e o ion molecular do peptideo de m/z 1581.9 [M+H]" (Figura 17),
enquanto que no espectro de massas MS/MS foi detectada uma série de picos correspondentes
a fons-fragmento do tipo “-b” de m/z: 227.4 (by), 413.5 (b3), 541.8 (bs), 612.8 (bs), 725.8
(bs), 839.2 (by), 954.1 (bsg), 1025.4 (by), 1096.9 (big), 1225.1(by1), 1352.8(b12) e 1451.7 (by3)
(Figura 19-A). Estes ions sdo caracteristicos da fragmentacdo do peptideo Protonectarina-MP

(-NH>).

Figura 17: Espectro de massas ESI-MS do peptideo Protonectarina-MP (-NH;) em presenca de vesicula de PC.
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No espectro do peptideo Protonectarina-MP (-OH) na auséncia de deutério foi
observado a presenca do mondmero e do dimero de PC (m/z 760.8 [M+H] e m/z 1520.8
[2M+H]", respectivamente) e o ion molecular do peptideo de m/z 1583.4 [M+H]" (Figura 18),
enquanto que no espectro de massas MS/MS foi detectada uma série de picos correspondentes
a fons-fragmento do tipo “-b” de m/z: 228.0 (by), 413.9 (bs), 541.8 (bs), 612.9 (bs), 726.0
(be), 838.9 (b7), 954.0 (bsg), 1025.1 (by), 1096.0 (bo), 1224.3(by;), 1352.3(b12) e 1451.3 (b3)
(Figura 20-A).

Figura 18: Espectro de massas ESI-MS do peptideo Protonectarina-MP (-OH) em presenca de vesicula de PC.

Comparando-se os valores de m/z dos mesmos ions-fragmentos obtidos em
auséncia e em presenca de deutério (a cada tempo de incubacdo), pode-se identificar as
posi¢gdes em que ocorreram a incorporagdo de deutério, devido ao aumento de 1 u.m.a nestas
posicdes (Figura 19 e 20); os hidrogénios amida localizados no interior da vesicula ndo
sofrem a troca H/D. Comparando-se os valores de m/z dos ions moleculares nas formas nio
deuterada (Figura 19A) e deuterada (Figura 19B a 19H) observados nos espectros ESI-
MS/MS obtidos em cada diferente tempo de incubagdo, verifica-se que o nivel de
incorpora¢do de deutério no peptideo Protonectarina-MP (-NH;) variou um pouco ao longo
do tempo, com a incorporacdo de 11deutérios nos tempos de 1, 3 e 60 minutos, 10 deutérios
no tempo de 10 minutos, 12 deutérios no tempo de 15 minutos e 13 deutérios no tempo de 30
minutos. Estes resultados também podem ser observados nos espectros ESI-MS, adquiridos
antes de cada analise de ESI-MS/MS; entretanto, por razdes de simplificar a apresentagcdo dos
dados, tais espectros ndo foram mostrados isoladamente.

Uma andlise geral de todos os espectros MS/MS do peptideo Protonectarina-MP
(-NH;) na forma de proteolipossomo com vesiculas de PC (Figura 19) revelou que a
localizagdo das trocas isotdpicas ao longo da seqiiéncia do peptideo varia conforme o tempo.
Assim, os residuos Trp3 , Leu6, Leu’, Aspg, Ala’ e Ala ® em alguns tempos estdo deuterados, e

em outros tempos ndo. Desta maneira, em alguns momentos durante o periodo de incubagdo,

51




Resultados e Discussao

alguns destes residuos estdo interagindo com uma regido mais interna da membrana, € em
outros momentos, estes mesmo residuos estdo expostos para fora da membrana, realizando
entdo a troca H/D. No entanto, também foi observado que os residuos lle', Asn?, Lys4, Ala’,
Lysll, Lys'?, Val” e Leu-NH, permanecem deuterados durante todo o experimento,
indicando que tais residuos se posicionam para fora da membrana, em contado com o meio

deuterado durante os 60 minutos de incubacgao.
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Figura 19: Espectro de massas ESI- MS/MS do peptideo Protonectarina-MP(-NH2) em presenca de vesicula de PC na
auséncia de D,O (A), e na presenga de D,O 40% (v/v), nos tempos de incubagdo de 1 minuto (B), de 3 minutos (C), de
5 minutos (D), de 10 minutos (E) de 15 minutos (F), de 30 minutos (G) ¢ de 60 minutos (H). O circulo em azul
representa incorporagao de um deutério.

Comparando-se os valores de m/z dos ions moleculares nas formas ndo deuterada
(Figura 20A) e deuterada (Figura 20B a 20H) observados nos espectros ESI-MS/MS obtidos
em cada diferente tempo de incubagdo, verifica-se que o nivel de incorporacio de deutério no
peptideo Protonectarina-MP (-OH) também sofreu variagdes numéricas reduzidas ao longo do
tempo, com a incorporagdo de 13 deutérios nos tempos de 1, 10 e 15 minutos, 11 deutérios
nos tempos de 3 e 30 minutos e 12 deutérios nos tempos de 5 e 60 minutos.

A figura 20 mostra os espectros MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-OH).
As trocas isotopicas ao longo da seqiiéncia do peptideo Protonectarina-MP (-OH), variaram
menos ao longo do tempo se comparadas ao seu analogo Protonectarina-MP (-NH,). Assim,

os residuos Trp3, Leu6, Leu’, Asp8 e Ala ' em alguns tempos estdo deuterados, e em outros
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tempos ndo, ou seja, ora interagem com a membrana e ora ndo. Os demais residuos de
aminoacidos permaneceram deuterados durante todos os tempos analisados, indicando que
tais residuos permanecem posicionados para fora da membrana, na presenga de meio

deuterado, durante os 60 minutos de incubagao.
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Figura 20: Espectro de massas ESI- MS/MS do peptideo Protonectarina-MP(-OH) em presen¢a de vesicula de PC na
auséncia de D,O (A), e na presenca de D,0 40% (v/v), nos tempos de incubacdo de 1 minuto (B), de 3 minutos (C), de
5 minutos (D), de 10 minutos (E) de 15 minutos (F), de 30 minutos (G) ¢ de 60 minutos (H). O circulo em azul
representa incorporacdo de um deutério.

Para facilitar a visualizacdo dos resultados obtidos, foi montado um esquema
ilustrativo (Figura 21), mostrando a dindmica de movimentacdo dos residuos de aminoacidos
do Protonectarina-MP (-NH;) e Protonectarina-MP (-OH) interagindo com o lipossomo de
PC. Os residuos localizados acima da regido amarela representam os residuos de aminoacido
que sofreram incorporacdo de deutério, estando localizados na face externa da vesicula. Ja os
residuos localizados na regido amarela, estdo interagindo com a face hidrofébica da vesicula

e, portanto, ndo sofreram deuteracio.
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Figura 21: Esquema da interag¢do do peptideo Protonectarina-MP(-NH,) (A) e Protonectarina-MP (-OH) (B) com
a membrana de PC ao longo do tempo, construidos através dos dados da troca isotdpica H/D e espectrometria de
massas seqiienciais.

Assim, analisando-se a figura 21 parece que os peptideos interagem com a
membrana de PC, posicionando-se paralelamente a superficie da mesma, mantendo sempre as
regides N- e C-terminais orientadas para fora da membrana, enquanto os residuos mais
internos a seqiiéncia tendem a se movimentar, ora para fora, ora para o interior da membrana.
Ao comparar o esquema de interagdo do peptideo Protonectarina-MP (-NH,) (Fig. 21-A) com
o Protonectarina-MP (-OH) ( Fig. 21-B) observa-se que o peptideo Protonectarina-MP (-NH;)
apresenta uma maior interagdo com vesicula, tendo um maior numero de residuos de
aminoacido interagindo de maneira dindmica com a regido hidrofobica da vesicula. Ja o
peptideo Protonectarina-MP (-OH) interage muito pouco, com uma menor movimentagdo de
seus residuos de aminoécidos.

Considerando-se a semelhanca, ainda que grosseiramente aproximada, entre a

natureza da membrana de PC ¢ das membranas de células animais testados (mastocitos e
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eritrocitos de ratos), € que nao se observou agregagdo de peptideos na superficie da vesicula
de PC, formando poros, pode-se especular que provavelmente a movimentagdo do peptideo
Protonectarina-MP (-NH,) na superficie das membranas deve gerar uma perturbagdo
estrutural suficientemente forte para desestabilizar e despermeabilizar parcialmente a
membrana plasmatica de mastocitos e eritrocitos. Isto poderia explicar que na concentragdo
ensaiada do peptideo Protonectarina-MP (-NH») (1,5 x 10* M), obteve-se
experimentalmente ~50% de hemolise, ~70% de desgranulacdo de mastdcitos e liberacdo de
~90% do conteudo de LDH do citoplasma dos mastocitos de ratos. Na mesma concentragao
ndo se observou qualquer atividade para o peptideo Protonectarina-MP (-OH), que mostrou

interagir pouco a membrana neutra de vesiculas de PC.

5.3.3.1.2 Troca H/D em complexos proteolipossomos de fosfatidilcolina/colesterol

O espectro de massas ESI-MS do peptideo Protonectarina-MP(-NH;) e
Protonectarina-MP (-OH) na forma de complexo proteolipossomo com PC/Chol foram
obtidos na auséncia de deutério. A figura 22 mostra o espectro obtido para o peptideo
Protonectarina-MP (-NH,), no qual se observa o ion molecular do PC de m/z 760.6 [M+H]",
do dimero de PC com m/z 1520,3 [2M + H]+, do Colesterol de m/z 387.5 [M+H]" ¢ o ion
molecular do peptideo correspondente ao ion de m/z 1582.3 na forma [M+H]"; foram ainda
observados os ions de m/z 791,7, 528.,2 e 396,4, correspondentes aos ions moleculares do
peptideo com cargas +2, +3 +4, respectivamente. No espectro de massas MS/MS deste
peptideo foi detectado uma série de picos caracteristicos da fragmentacdo do peptideo
correspondentes a ions-fragmento do tipo “-b” de m/z: 227.8 (b,), 413.7 (b3), 541.6 (ba),
612.7 (bs), 725.8 (bs), 838.9 (by), 953.8 (bs), 1024.7 (bg), 1095.5 (biy), 1223.6(by)),
1351.8(b12) e 1450.7 (b13) (Figura 24A).

Figura 22: Espectro de massas ESI-MS do peptideo Protonectarina-MP (-NH,) em presenca de vesicula de
PC/Chol (80:20).
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Para o peptideo Protonectarina-MP (-OH) na auséncia de deutério, além do ion
molecular de PC e Colesterol, foi encontrado o ion molecular do peptideo de m/z 1583.3
[M+H]" (Figura 23). No espectro de massas MS/MS foi detectada uma série de picos
caracteristicos da fragmentagdo do peptideo, correspondentes a ions-fragmento do tipo “-b”
de m/z: 227.7 (by), 413.6 (b3), 541.5 (bs), 612.6 (bs), 725.7 (be), 838.8 (b7), 953.7 (bs), 1024.6
(bo), 1096.1 (by), 1223.8(by1), 1352.0(by2) e 1451.0 (by3) (Figura 25A).

Figura 23: Espectro de massas ESI-MS do peptideo Protonectarina-MP (-OH) em presen¢a de vesicula de
PC/Chol (80:20).

Comparando-se os valores de m/z dos ions moleculares nas formas ndo deuterada
(Figura 24A) e deuterada (Figura 24B a 24H) observados nos espectros ESI-MS/MS obtidos
em cada diferente tempo de incubacgdo, verifica-se que que o nivel de incorporagdo de
deutério no peptideo Protonectarina-MP (-NH;) diminuiu ligeiramente ao longo do tempo,
com a incorporagdo de 9 deutérios nos tempos de 1, 3, 5 e 10 minutos e 8 deutérios nos
tempos de 15, 30 e 60 minutos (Figuras 24). A andlise dos espectros MS/MS (Figura 24)
revelou que a localizacdo das trocas isotdpicas varia ao longo do tempo nos residuos Trp’,
Lys’, Ala’, Leu’, Asp®, Ala’, Ala '° e Lys'%; sendo que em alguns tempos estes residuos de
aminoacidos estdo deuterados, € em outros tempos ndo. Assim, em determinados momentos
alguns destes residuos estdo interagindo com a regido mais interna da vesicula, e em outros
momentos estes mesmos residuos estdo expostos para fora da vesicula. No entanto, também
foi observado que os residuos lle!', Asn?, Leu®, Lys“, Val”® e Leu'*-NH, permanecem
deuterados durante todo o experimento, indicando que tais residuos permanecem posicionados

para fora da membrana durante os 60 minutos de incubacao.
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Figura 24: Espectro de massas ESI- MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-NH,) em presenca de vesicula de PC/Chol na
auséncia de D,O (A) e na presenga de D,O 40% (v/v), nos tempos de incubagdo de 1 minuto (B), de 3 minutos (C), de 5
minutos (D), de 10 minutos (E) de 15 minutos (F), de 30 minutos (G) e de 60 minutos (H). O circulo em azul representa
incorporacdo de um deutério.

Comparando-se os valores de m/z dos ions moleculares nas formas ndo deuterada
(Figura 25A) e deuterada (Figura 25B a 25H) observados nos espectros ESI-MS/MS obtidos
em cada diferente tempo de incubacdo, verifica-se que que o nivel de incorporagdo de
deutério no peptideo Protonectarina-MP (-OH) foi de 10 deutérios nos tempos de 1, 3, 5, 15 ¢
30 minutos ¢ 9 deutérios nos tempos de 10 e 60 minutos (Figura 25). Os espectros MS/MS do
peptideo Protonectarina-MP (-OH) também apresentaram uma variagdo da localizacdo das
trocas isotdpicas ao longo do tempo (figura 25), com os residuos Trp>, Ala’, Leu®, Leu’, Asp®,
Al2’, Ala ' e Lys'? em alguns tempos estdo deuterados, ¢ em outros tempos ndo. Ja os
residuos lle', Asn’, Lys* Lys'', Val” ¢ Leu' permanecem deuterados durante todo o

experimento.
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Figura 25: Espectro de massas ESI- MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-OH) em presenga de vesicula de PC/Chol na auséncia de D,0O
(A) e na presenga de D,O 40% (v/v), nos tempos de incubag@o de 1 minuto (B), de 3 minutos (C), de 5 minutos (D), de 10 minutos (E) de
15 minutos (F), de 30 minutos (G) e de 60 minutos (H). O circulo em azul representa incorporagdo de um deutério.

A partir dos resultados, foi construida a figura 26, que mostra a dinamica de
movimentagdo dos residuos de aminoéacidos do peptideo Protonectarina-MP (-NH;) e

Protonectarina-MP (-OH) ao interagir com o lipossomo de PC/Chol.
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Figura 26: Esquema da interacdo do peptideo Protonectarina-MP(-NH,) (A) e Protonectarina-MP (-OH) (B) com
a membrana de PC/Chol ao longo do tempo, construidos através dos dados da troca isotopica H/D e
espectrometria de massas seqiiencial.

Analisando-se a figura 26, observa-se que provavelmente os peptideos interagem
com a membrana de PC/Chol, posicionando-se paralelamente a superficie da mesma, de
maneira similar aquela observada em vesiculas de PC. Além disso, as regides N-terminal e C-
terminal dos dois peptideos estdo orientadas para fora da membrana. A interagcdo do peptideo
Protonectarina-MP (-NH;) com a membrana da vesicula de PC/Chol ¢ muito semelhante
aquela ja analisada na Figura 21A. Entretanto, para o peptideo Protonectarina-MP (-OH)
verifica-se que € maior o nimero de residuos de aminoacidos posicionados no interior da
membrana da vesicula de PC/Chol em relagdo a interacdo observada em vesiculas de PC.
Neste ultimo caso, ap6s 60 minutos de incubagdo a 25°C observa-se 4 residuos de
aminoacidos interagindo com a vesicula de PC/Chol (Figura 26B), enquanto que somente 1
residuo foi observado interagindo com a membrana da vesicula de PC (Figura 21B). Apesar

de conferir uma maior estabilidade em membranas, a presenca do colesterol provavelmente
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promoveu uma maior hidrofobicidade no interior da membrana, aumentando a interacdo do
peptideo Protonectarina-MP (-OH) com a vesicula de PC/Chol. O resultado final foi de que
esta condi¢do tornou a interagdo de ambos os peptideos muito semelhantes, quando
comparados entre si.

Em vesiculas de PC/Chol, também nao foi observada a agregagdo de peptideos na
superficie da membrana e nem a formacao de poros. Portanto, a movimentagao dos peptideos
na superficie da vesicula, deve gerar uma perturbacgio estrutural suficientemente grande para
desestabilizar e despermeabilizar parcialmente a membrana de PC/Chol. Estes resultados sdo
de mesma natureza que aqueles observados para a interagdo de ambos os peptideos com as
membranas de vesiculas de PC, porém com uma intera¢do maior do peptideo Protonectarina-

MP (-OH) com a membrana no caso das vesiculas de PC/Chol.

5.3.3.2 Troca H/D em vesiculas anionicas

5.3.3.2.1 Troca H/D em complexos proteolipossomos de fosfatidilcolina/fosfatidilglicerol

Foram obtidos para os espectros ESI-MS para os peptideos Protonectarina-MP
(-NH;) e Protonectarina-MP (-OH) na forma de complexo proteolipossomo com PC/PG, na
auséncia de deutério. O peptideo Protonectarina-MP (-NH;) apresentou o ion molecular m/z
1582.5 [M+H]" (Figura 27); além disso, foram observados os ions moleculares do peptideo
com cargas +2, +3 e +4, que correspondem aos ions de m/z 791,9, 528,1 e 396,4,
respectivamente. Também foi encontrado o ion molecular do PC e de seu dimero, que
apresentaram, respectivamente, m/z 760.8 [M+H]" e 1520,3 [2M + H]" (Figura 27). A figura
27B mostra detalhadamente a regido do ion molecular de PG que apresentou o m/z 771.9

[M+H]".
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Figura 27: (A) Espectro de massas ESI-MS do peptideo Protonectarina-MP (-NH;) em presenca de vesicula de
PC/PG (70:30). Em (B), mostra-se a regido onde se encontra o ion molecular de PG, que foi aumentada para
facilitar a visualizacdo.

Comparando-se os valores de m/z dos ions moleculares nas formas nao deuterada
(Figura 28A) e deuterada (Figura 28B a 28H), observados nos espectros ESI-MS/MS obtidos
em cada diferente tempo de incubagdo, verifica-se que o nivel de incorporagdo de deutério no
peptideo Protonectarina-MP (-NH,) foi de 11 deutérios no tempo de 1 minutos, 10 deutério
nos tempos de 3, 5 e 30 minutos e 9 deutérios nos tempos de 10, 15 e 60 minutos.

No espectro de massas MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-NH,) formando
proteolipossomos com vesiculas de PC/PG, em auséncia de deutério, foi detectada uma série
de picos caracteristicos da fragmentacdo do tipo “-b” de m/z: 227.7 (by), 413.6 (b3), 541.8
(bs), 613.0 (bs), 726.1 (be), 839.2 (by), 954.1 (bg), 1025.0 (by), 1096.0 (big), 1224.1(byy),
1352.3(by2) e 1451.5 (by3) (Figura 28A). A andlise dos espectros MS/MS revelou que a
localizag@o das trocas isotdpicas varia muito ao longo do tempo (figura 28), com todos os
residuos da seqiiéncia primaria, incluindo os residuos localizados na regido N-terminal e C-
terminal, em alguns tempos estdo deuterados, e em outros tempos ndo. Assim, em
determinados momentos alguns destes residuos estdo interagindo com a regido mais interna
da vesicula, e em outros momentos estes mesmo residuos estdo expostos para fora da

vesicula.
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Figura 28: Espectro de massas ESI- MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-NH,) em presen¢a de vesicula de PC/PG na
auséncia de D,O (A) e na presenca de D,O 40% (v/v), nos tempos de incubagdo de 1 minuto (B), de 3 minutos (C), de 5

minutos (D), de 10 minutos (E) de 15 minutos (F), de 30 minutos (G) e de 60 minutos (H). O circulo em azul representa
incorporacdo de um deutério.

Para o peptideo Protonectarina-MP (-OH) na auséncia de deutério, além do ion
molecular de PC e PG de m/z 760.5 [M+H]" e 772.2 [M+H]", respectivamente; foi encontrado
o ion molecular do peptideo de m/z 1583.1 [M+H]" (Figura 29).
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Figura 29: (A) Espectro de massas ESI-MS do peptideo Protonectarina-MP (-OH) em presenga de vesicula de
PC/PG (70:30). Em (B), mostra-se a regido onde se encontra o ion molecular de PG, que foi aumentada para
facilitar a visualizacdo.

Comparando-se os valores de m/z dos ions moleculares nas formas ndo deuterada
(Figura 30A) e deuterada (Figura 30B a 30H), observados nos espectros ESI-MS/MS obtidos
em cada diferente tempo de incubacdo, verifica-se que o nivel de incorporacdo de deutério
no peptideo Protonectarina-MP (-OH) foi de 13deutérios no tempo de 1 minuto, 12 deutério
nos tempos de 3 e 15 minutos, 11 deutérios nos tempos de 30 e 60 minutos e 10 deutérios nos
tempos de 5 e 10 minutos.

No espectro de massas MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-OH) formando
proteoliposssomos com vesiculas de PC/PG, em auséncia de deutério, foi detectada uma série
de picos caracteristicos da fragmentagdo do peptideo correspondentes a ions-fragmento do
tipo “-b” de m/z: 227.9 (by), 413.9 (bs), 541.8 (bs), 612.8 (bs), 725.9 (bs), 839.0 (b7), 954.0
(bg), 1025.1 (bg), 1096.1 (byg), 1224.1(by;), 1352.3(b12) e 1451.5 (by3) (Figura 30A). A
interpretagdo dos espectros MS/MS do peptideo nestas condi¢des (Figuras 30A a 30H)
mostram que a troca isotopica também varia ao longo do tempo, com os residuos Trp’, Lys*,
Ala’, Leu6, Leu’, Alag, Ala ' ¢ Lys11 deuterados em alguns tempos de incubagdo, e ndo
deuterados em outros tempos; ou seja, em determinados momentos alguns destes residuos
estdo interagindo com a membrana das vesiculas de PC/PG, e em outros momentos estes
mesmos residuos estdo orientados para fora da membrana da vesicula. Também foi observado
que os residuos lle', Asn®, Asp®, Lys'?, Val'® e Leu'* permanecem deuterados durante todo o
experimento, indicando que tais residuos estdo posicionados para fora da membrana durante

os 60 minutos de incubagio.
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Figura 30: Espectro de massas ESI- MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-OH) em presenca de vesicula de PC/PG na
auséncia de D,O (A) e na presenga de D,O 40% (v/v), nos tempos de incubagdo de 1 minuto (B), de 3 minutos (C), de 5
minutos (D), de 10 minutos (E) de 15 minutos (F), de 30 minutos (G) e de 60 minutos (H). O circulo em azul representa
incorporacdo de um deutério.

Com base nos dados obtidos dos espectros de massas, foi construida a figura 31,
que mostra a dindmica de movimentagdo dos residuos de aminodcidos de ambos os peptideos

ao interagir com o lipossomo de PC/PG.
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Figura 31: Esquema da interagdo do peptideo Protonectarina-MP(-NH,) (A) e Protonectarina-MP (-OH) (B) com
a membrana de PC/PG ao longo do tempo, construidos através dos dados da troca isotopica H/D e
espectrometria de massas seqiiencial.

A figura 31 mostra que novamente ambos os peptideos interage paralelamente a
superficie da membrana de PC/PG, de forma semelhante ao observado nos ensaios com as
vesiculas zwitterionicas. Porém, observa-se que ambos os peptideos acabam apresentando
uma maior interagdo com a vesicula anidnica, com um maior nimero de residuos de
aminoacidos interagindo com a regido hidrofobica da membrana da vesicula. Além disso, o
peptideo Protonecatrina-MP (-NH,) apresenta a sua regido N-terminal (no tempo de 15
minutos) e C-terminal ( no tempo de 10 minutos) orientadas para o interior da membrana,
diferentemente do que foi observado anteriormente nos ensaios em PC e PC/Chol. Esse
comportamento de ora orientar-se para fora da membrana e, ora orientar-se para dentro da
membrana também foi observado em todos os residuos da seqii€ncia, que tendem a se
movimentar bastante ao longo do tempo. Além disso, desde 1 minuto de incubacdo até o

tempo de 60 minutos, ocorreu um aumento do numero total de residuos de aminoacidos
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posicionados no interior da vesicula, que passou de 3 residuos ( 1 min) para 5 residuos de
aminoacidos (60 min) (Figura 31A).

Em relacdo ao peptideo Protonectarina-MP (-OH), apesar de ndo apresentar suas
regides N-terminal e C-terminal interagindo com a membrana, este apresenta alguns residuos
do interior da seqiiéncia ora interagindo e ora ndo, porém, de forma mais sutil se comparado
ao peptideo Protonectarina-MP (-NH;). Além disso, também foi observado que ao longo do
tempo aumentou o nimero de residuos interagindo com a vesicula, passando de 1 residuo no
tempo de 1 minuto para 3 residuos no tempo de 60 minutos (Figura 31B).

Assim como nos outros experimentos, também nao foi observado nenhum tipo de
agregacdo dos peptideos na superficie da membrana, porém, observou-se uma grande
movimentagdo de seus residuos, o que pode talvez provocar uma grande desestabiliza¢do nos
lipidios localizados na vesicula. Se consideradas as semelhancgas, ainda que por aproximagao
grosseira, entre os sistemas membrano-miméticos anidnicos, € as membranas das células
bacterianas, e o fato de que ambos os peptideos apresentaram alguma atividade
antimicrobiana, os resultados obtidos no monitoramento das trocas isotopicas H/D por ESI-
MS em vesiculas sintéticas de diferentes composicdes de fosfolipidios explicam tais
observagdes:

1) ambos os peptideos interagem com membranas anidnicas € com membranas
neutras; por isso, além de interagirem com células eucariontes (que possuem membranas
zwiteridnicas), também interagem com membranas anidnicas, ¢ desta maneira, apresentam
atividade antimicrobiana;

ii) Protonectarina-MP (-NH,) apresenta valores de MIC menores que
Protonectarina-MP (-OH), tanto para bactérias Gran-positivas, como para bactérias Gram-
negativas; essa observagdo ¢ corroborada pelos resultados que mostram que o peptideo
apresentando o residuo C-terminal amidado interage mais intensamente com as membrnas

anionicas, que o peptideo com o residuo C-terminal na forma acida.

5.3.3.2.2 Troca H/D em complexos proteolipossomos de fosfatidilcolina/cardiolipina

Foram obtidos para os espectros ESI-MS dos peptideos Protonectarina-MP
(-NH;) e Protonectarina-MP (-OH) na forma de complexo proteolipossomo com PC/CL, na
auséncia de deutério. O peptideo Protonectarina-MP (-NH,) apresentou o ion molecular m/z
1582.3 [M+H]" (Figura 32); além disso, foram observados os ions moleculares do peptideo

com cargas +2 e +3, que correspondentes aos fons de m/z 791.8 e 528.1, respectivamente.
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Também foi encontrado o ion molecular do PC e de seu dimero, que apresentaram,
respectivamente, m/z 760.6 [M+H]" e 1520.3 [2M + H]" (Figura 32). A figura 32-B mostra

detalhadamente a regido do ion molecular de CL que apresentou o m/z 1494.7 [M+H]".

Figura 32: (A) Espectro de massas ESI-MS do peptideo Protonectarina-MP (-NH,) em presenca de vesicula de
PC/CL (90:10). Em (B), mostra-se a regido onde se encontra o ion molecular de CL, que foi aumentada para
facilitar a visualizag3o.

Comparando-se os valores de m/z dos ions moleculares nas formas nio deuterada
(Figura 33A) e deuterada (Figura 33B a 33H), observados nos espectros ESI-MS/MS obtidos
em cada diferente tempo de incubagdo, verifica-se que o nivel de incorporacdo de deutério no
peptideo Protonectarina-MP (-NH;,) foi de 12 deutérios nos tempos de 1 ¢ 60 minutos, 10
deutério nos tempos de 3, 10 e 30 minutos, 11 deutérios no tempo de 5 minutos e 9 deutérios

no tempo de 15 minutos.
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Figura 33: Espectro de massas ESI- MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-NH,) em presenca de vesicula de PC/CL na
auséncia de D,O (A) e na presenga de D,O 40% (v/v), nos tempos de incubagdo de 1 minuto (B), de 3 minutos (C), de 5
minutos (D), de 10 minutos (E) de 15 minutos (F), de 30 minutos (G) e de 60 minutos (H). O circulo em azul representa
incorporagdo de um deutério.

No espectro de massas MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-NH;) formando
proteolipossomos com vesiculas de PC/CL, em auséncia de deutério, foi detectada uma série
de picos caracteristicos da fragmentacdo do tipo “-b” de m/z: 228.0 (by), 413.7 (bs), 541.7
(bs), 612.6 (bs), 725.6 (be), 838.5 (b7), 953.3 (bg), 1024.4 (by), 1095.6 (big), 1223.8(b11),
1351.9(b12) e 1451.1 (by3) (Figura 33A). A anélise dos espectros MS/MS revelou que a
localizag@o das trocas isotopicas varia ao longo do tempo nos residuos internos da seqii€éncia
primaria (figura 33), sendo que em determinados momentos alguns destes residuos estdo
interagindo com a regido mais interna da vesicula, e em outros momentos estes mesmo
residuos estdo expostos para fora da vesicula. Porém, os residuos localizados na regido

N-terminal e C-terminal permanecem deuterados todo o tempo.
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Foi encontrado para o peptideo Protonectarina-MP (-OH) na auséncia de deutério,
o fon molecular de m/z 1583.1 [M+H]". Além disso, foi observado o ion molecular de PC e

CL de m/z 760.5 [M+H]" e 1494.5 [M+H]", respectivamente (Figura 34).

Figura 34: (A) Espectro de massas ESI-MS do peptideo Protonectarina-MP (-OH) em presenga de vesicula de
PC/CL (90:10). Em (B), mostra-se a regido onde se encontra o ion molecular de CL, que foi ampliada para
facilitar a visualiza¢3o.

Comparando-se os valores de m/z dos ions moleculares nas formas nao deuterada
(Figura 35A) e deuterada (Figura 35B a 35H), observados nos espectros ESI-MS/MS obtidos
em cada diferente tempo de incubagdo, verifica-se que o nivel de incorporagdo de deutério no
peptideo Protonectarina-MP (-OH) foi de 13deutérios no tempo de 1 minuto, 11 deutério nos
tempos de 3, 5 e 15 minutos, 12 deutérios nos tempos de 10 e 30 minutos e 10 deutérios no
tempo de 60 minutos.

No espectro de massas MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-OH) formando
proteoliposssomos com vesiculas de PC/CL, em auséncia de deutério, foi detectada uma série
de picos caracteristicos da fragmentagdo do peptideo correspondentes a ions-fragmento do
tipo “-b” de m/z: 228.1 (by), 414.1 (bs), 542.1 (bs), 613.0 (bs), 725.9 (be), 838.9 (b7), 954.0
(bg), 1024.9 (bg), 1095.9 (big), 1223.9(b11), 1352.2(b12) e 1451.1 (by3) (Figura 35A). A
interpretacdo dos espectros MS/MS (Figuras 35A a 35H) mostra que a troca isotopica também
varia ao longo do tempo, com os residuos Leu®, Leu, Aspg, Ala’, Ala "% e Lysll deuterados
em alguns tempos de incubacdo, e ndo deuterados em outros tempos. J4 os residuos lle', Asn®,
Trp’, Lys®, Ala’, Lys'%, Val" e Leu' permanecem deuterados durante todo o experimento,
indicando que tais residuos estdo posicionados para fora da membrana.

Com base nos dados obtidos dos espectros de massas, foi construida a figura 36,
que mostra a dindmica de movimentacdo dos residuos de aminoacidos de ambos os peptideos

ao interagir com o lipossomo de PC/CL.
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Figura 35: Espectro de massas ESI- MS/MS do peptideo Protonectarina-MP (-OH) em presenca de vesicula de PC/CL na
auséncia de D,O (A) e na presenga de D,O 40% (v/v), nos tempos de incubag@o de 1 minuto (B), de 3 minutos (C), de 5
minutos (D), de 10 minutos (E) de 15 minutos (F), de 30 minutos (G) e de 60 minutos (H). O circulo em azul representa
incorporagdo de um deutério.

A figura 36 mostra que novamente ambos os peptideos interagem paralelamente a
superficie da membrana de PC/CL, de forma semelhante ao observado nos ensaios com as
vesiculas zwitteridnicas. Observam-se comportamentos semelhantes de interacdo, com os
residuos mais internos ora interagindo com a membrana e ora ndo interagindo. Porém, ocorre
uma maior interacdo do peptideo com o residuo C-terminal amidado (figura 36A) em relagdo
ao seu andlogo (figura 36B), apresentando um maior numero de residuos na regido
hidrofobica da vesicula, exceto no tempo de incubagdo 60 minutos. Apesar da menor
interacdo do peptideo com terminal-C carboxilado, este apresenta uma maior interacdo em
PC/CL do que em somente vesicula de PC, mostrando que a carga negativa acabou sendo

importante para interagcdo desse peptideo em vesicula.
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Figura 36: Esquema da interagdo do peptideo Protonectarina-MP(-NH,) (A) e Protonectarina-MP (-OH) (B) com
a membrana de PC/CL ao longo do tempo, construidos através dos dados da troca isotdpica H/D e
espectrometria de massas seqliencial.

O comportamento do peptideo com C-terminal amidado foi mais semelhante ao
observado nas outras vesiculas, especialmente as vesiculas de PC; isso pode ser devido ao fato
da vesicula de PC/CL ser composta predominantemente por PC (90%). Além disso, ocorreu
uma menor intera¢do de ambos os peptideos em vesiculas de PC/CL em relagdo a vesicula de
PC/PG, o que, provavelmente pode ser explicado pela quantidade de fosfolipidios nas
membranas de PC/CL, resultando numa menor quantidade de cargas negativas nestas
vesiculas, e por isso se observa uma menor interacdo membrana-peptideo assim nestas
vesiculas. Como foi observado no teor helicoidal desses peptideos nas diferentes vesiculas
anionicas. Porém, esses peptideos em PC/CL também apresentaram uma menor interacdo, se
comparados com a vesicula de PC/Chol, apesar de apresentarem um maior teor helicoidal em

vesiculas de PC/CL se comparados a vesicula de PC/Chol.
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5.3.3.3. Validacio dos modelos de interacdo peptideo-membrana propostos

Para o monitoramento da troca de deutério ao nivel de residuos de aminoacidos
foi utilizado para a fragmentacdo dos peptideos a dissociag@o induzida por colisdo (CID). Em
estudos realizados por Kim et. al. (2001), observou-se que os fragmentos do tipo -b,
originados por CID apresentam um nivel de deutério consistente com os valores medidos por
analises de NMR. No entanto, devido a intensa movimenta¢do deste isdtopo parece que o
deutério pode sofrer um intenso processo de “deslocalizagdo” (scrambling), dependente das
condig¢des fisico-quimicas do meio experimental, do tipo de instrumento usado nas medidas,
da quantidade de energia aplicada nos processos de colisdo e do tipo de ions-fragmentos
formados durante a fragmentagcdo dos peptideos. Ainda podem influenciar esse processo
outros fatores, tais como: a seqii€éncia de aminoacidos, a estrutura secundaria do peptideo,
afinidade do peptideo pelo préton na fase gasosa e acessibilidade dos sitios trocéveis na
superficie do peptideo (DEMMERS et al., 2002). Assim, o “scrambling” acaba envolvendo
uma redistribuicdo dos deutérios ao longo da cadeia polipeptidica, devido a elevada
mobilidade do deutério. Como a localizacdo exata dos deutérios ao longo da seqiiéncia
peptidica é de fundamental importancia para a analise, interpretagdo e proposi¢do de modelos
de interacdo peptideo-membrana, baseados nas trocas H/D, se faz necessario validar os
modelos propostos calculando-se o “Fator de Movimentacdo de Deutérios”, conhecido
também com “Scrambling Factor” (SF).

Para avaliar o grau de confiabilidade dos resultados relatados nos experimentos de
troca H/D, foi necessario quantificar estatisticamente a incorpora¢do de deutério nos ions-
fragmentos formados (ions tipo —b) diferentes replicas experimentais, sob condi¢gdes de CID.
As diferencas relativas entre o conteudo de deutério acumulado nos ions-fragmento do tipo —b
nos modelos tedricos ideais (modelo estatistico- completamente deuterado, e modelo
parcialmente protegido de deuteracdo pelo interior das membranas) e aqueles obtidos
experimentalmente para os peptideos Protonectarina-MP (-NH;) e Protonectarina-MP (-OH)
na forma de proteolipossomos (em diferentes composi¢des de lipideos) foram avaliados pelo
calculo do Fator de Movimentacdo do Deutério (SF) proposto no trabalho De Souza e Palma
(2008), utilizando-se a equagdo para o calculo do Fator de Movimentacdo do Deutério (SF)

mostrada a seguir:
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onde, A (Dg- D¢o): € 0 desvio entre o conteudo de deutério por ion-fragmento no
modelo estatistico e no modelo ideal parcialmente protegido pela membrana;
A (Dg — Dey): € 0 desvio entre o conteudo de deutério por ion-fragmento entre o modelo
estatistico e os resultados experimentais obtidos em cada caso; i: representa os ions-
fragmentos individuais subseqiientes; N: representa o numero total de picos de ions-
fragmentos a partir dos quais os aumentos de massas podem ser determinados num espectro
CID.

Deste modo, o fator de “scrambling” ¢ um nimero definido entre 0 (indica ndo
ocorréncia de movimentagao dos deutérios) e 1 (que representa um estado com a distribuicao
estatistica de todos os 4tomos de deutério sob movimentacdo). Assim, quanto menor o fator
de movimenta¢do do deutério, menor a sua movimentagdo e, conseqiientemente, maior a
confiabilidade no modelo proposto.

Os valores de fator de movimentagdo do deutério calculados para todos os
experimentos realizados ficaram entre 0,00 e 0,38 (Tabela 5). Isso significa que os 56
modelos propostos de interacdo peptideo-membrana nas diferentes situagdes, sdo modelos
confidveis, pois valores menores que 0,3 sdo considerados muito bons e de alta
confiabilidade, enquanto que valores entre 0,3 e 0,4 sdo considerados bons. Neste sentido, 44
modelos propostos neste trabalho sdo considerados muito bons e de alta confiabilidade ¢ 12
dos modelos propostos neste trabalho sdo considerados bons e de razodvel confiabilidade.
Assim, pode-se confiar nos modelos de interagdo peptideo-membrana propostos nas figuras
21, 26, 31 e 36. Portanto, os valores encontrados do fator de movimenta¢do do deutério
mostrados na tabela 5 acabam validando os modelos propostos.

Isto significa que o protocolo desenvolvido no presente estudo resultou em
resultados altamente confidveis, no que se refere a movimenta¢do do deutério para ambos os

peptideos em complexo de proteolipossomo.
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Tabela 5 — Valores determinados para o “Fator de Movimentacdo de Deutério” (SF), para cada
experimento de troca H/D realizado para os peptideos Protonectarina-MP (-NH2) e Proteonectarina-

MP (-OH) em presenca de proteolipossomos

PC PC/Chol PC/PG PC/CL
Tempo
(min) MP -(NH,) MP -(OH) MP -(NHz) [ MP -(OH) [ MP -(NH) | MP-(OH) [ MP -(NH,) MP -(OH)
1 0.25 0.00 0.38 0.18 0.25 0.05 0.25 0.09
3 0.35 0.23 0.32 0.24 0.38 0.08 0.24 0.21
5 0.38 0.27 0.37 0.20 0.37 0.28 0.32 0.18
10 0.32 0.20 0.25 0.30 0.10 0.30 0.37 0.07
15 0.28 0.14 0.27 0.17 0.08 0.23 0.30 0.15
30 0.31 0.07 0.34 0.22 0.32 0.17 0.29 0.17
60 0.10 0.35 0.29 0.24 0.27 0.29 0.14 0.24

5.3.4 Emissdo de fluorescéncia do triptofano

Fluorescéncia do triptofano (Trp) é uma interessante ferramenta para a analise das

interacdes de peptideos, que apresentam esse residuo em sua seqiiéncia primaria, com

vesiculas sintéticas. Como mostra a figura 37, o Trp quando excitado em 280 nm, apresenta

seu maximo de emissdo em 351 nm, porém, ao interagir com vesiculas, a sua maxima

intensidade de fluorescéncia tende a se deslocar para a regido do azul, conforme ele vai se

ancorando em regides mais internas da membrana. Com isso, pode-se inferir sobre a interagao

do peptideo em meio de vesicula.
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LA Parimetros de |
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do Trp
-8 r regiio regiio do
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=
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conprimenio de onda (nm)

Figura 37: Pardmetros de fluorescéncia do triptofano que
quando excitado em A de 280 nm, apresenta emissdo de
Amax de 351 nm (espectro ilustrativo adaptado de Ladokhin

et al. (2000)).
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Foram obtidos espectros de emissdo de fluorescéncia para os peptideos
Protonectarina-MP (-NH,) e Protonectarina-MP (-OH) na concentra¢io de 5 x 10°M em
solugdo tampdo tris/HCl e em presenga de vesiculas unilamelar grandes (LUVs) de
fosfatidilcolina (PC) e de fosfatidilcolina/fosfatidilglicerol (PC/PG: 70/30), que mimetizam
ambiente de membrana zwitteridnica e anidnica, respectivamente. Os peptideos foram
incubados em meio de vesicula a 24°C, durante 30 minutos, e entdo os espectros foram
medidos no comprimento de onda de excitagdo em 280 nm. A razdo peptideo/lipidio (P/L) foi
de 5/100 para todas as andlises.

Foi obtido para os peptideos Protonectarina-MP (-NH,) e Protonectarina-MP
(-OH) em tampao tris/HCI o maximo de intensidade de emissdo compativel com a emissao de
351nm esperada para o Trp em meio polar (LADOKHIN et al., 2000). Sobre adicdo de
1x10™*M de vesicula, foi observada uma mudanca no espectro do Trp, indicando as diferengas
de interacdo dos peptideos com vesiculas zwitteriOnicas e anionicas.

No peptideo Protonectarina-MP (-NH;), a intensidade de fluorescéncia do
peptideo em meio de lipossomo aumentou em relacdo ao peptideo em solugdo aquosa. Essa
mudancga na fluorescéncia é caracteristica da interagdo e aprofundamento do residuo de Trp
em um meio mais hidrofébico. Em meio de PC e PC/PG, o peptideo passou apresentar uma
emiss@o de 338 nm e 324 nm, com Alyax de 10nm e 25nm, respectivamente (Figuras 38 e 39).
Os menores valores de Am.x indicam que o Trp deve estar internalizado em um ambiente nao
polar. Assim, € evidente a interacdo desse residuo com as vesiculas, com uma maior
interagdo em vesiculas anionicas. Esses resultados com o PC e PC/PG sdo compativeis com
a mudanca de fluorescéncia observada no peptideo Mastoparano-X, que também tem seu
residuo de Trp na terceira posicao; foi observado na razdo peptideo/lipidio de 3/50, a méxima
intensidade de fluorescéncia de 338 nm em PC e 327 nm em PC/PG (MATSUZAKI et al.,
1996a).

85




Resultados e Discussao

Figura 38: Intensidade de fluorescéncia do Trp no peptideo Protonectarina-
MP (-NH,) em tampao de tris/HCI (=) e em vesicula de PC (0). As curvas
solidas em vermelho correspondem ao ajuste log-normal.

Figura 39: Intensidade de fluorescéncia do Trp no peptideo Protonectarina-
MP (-NH,) em tampdo de tris/HCI (=) e em vesicula de PCPG (70:30)
(0).As curvas sdlidas em vermelho correspondem ao ajuste log-normal.

Em relacdo ao peptideo Protonectarina-MP (-OH), as figuras 40 ¢ 41 mostram que
a intensidade de fluorescéncia praticamente nao variou apds o acréscimo de vesiculas. Além
disso, o0 maximo de intensidade em meio de PC ¢ PC/PG foram de 350nm e 343nm, com
Almax de 0 nm e 7 nm, respectivamente. Assim, a intensidade de fluorescéncia do peptideo
Protonectarina-MP (-OH) em meio de PC ndo se alterou, e em meio de PC/PG alterou, porém,

menos que o peptideo Protonectarina-MP (-NH,). Essa alteragdo do peptideo Protonectarina-

86




Resultados e Discussao

MP (-OH), em meio de PC/PG, com maxima ao redor de 340 nm, ¢ compativel com a
interpretagdo dada por Ladokhin et al. (2000) para um agregado, onde em algumas moléculas
os residuos de Trp estdo expostos ao solvente, e em outras moléculas os residuos de Trp estdo

enterrados na membrana.

Figura 40: Intensidade de fluorescéncia do Trp no peptideo Protonectarina-
MP (-OH) em tampéao de tris/HCI (=) e em vesicula de PC (0).As curvas
solidas em vermelho correspondem ao ajuste log-normal. Por causa da ndo
interacdo do Trp com membrana zwitteridnica, a adicdo de LUV ndo afetou a
distribui¢do do espectro. A redugdo da intensidade na presengca de LUVs &
devido a perda de excitagdo ¢ emissdo da luz pelo espalhamento.

Figura 41: Intensidade de fluorescéncia do Trp no peptideo Protonectarina-
MP (-OH) em tamp3o de tris/HCI (#) e em vesicula de PC/PG (70:30) (0).As
curvas sdlidas em vermelho correspondem ao ajuste log-normal.
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Em vesiculas zwitterionicas, os peptideos Protonectarina-MP (-OH) e
Protonectarina-MP (-NH;) apresentaram, respectivamente, 7% e 22% de estruturagdo em
hélice-a,, o que pode ser correlacionado com Al de 0 nm e 10 nm, respectivamente. Em
vesicula anidnica, a porcentagem de estrutura secundaria dos peptideos Protonectarina-MP (-
OH) e Protonectarina-MP (-NH;) foi maior, com 24% e 39%, respectivamente, o que condiz
com maior mudanga na Akm, de 7 nm e 25nm. Assim, em meio de vesicula anidnica, apesar
do aumento da carga negativa provocar o aumento da Adn.x , 20 comparar essa variacdo com
outros meios anidnicos, o aumento da carga negativa da vesicula ndo aumentou
significativamente a ligacdo do peptideo na vesicula. Em solugcdo micelar de SDS, o
deslocamento méaximo para a regido de azul ¢ de 35 nm; essas micelas apresentam alta
densidade de carga negativa e a fluorescéncia do Trp depende da polaridade e rigidez do
ambiente local (LADOKHIN et al. 2000).

Nos experimentos de troca isotopica H/D, foi observado que o Protonectarina-MP
(-NH;) em complexo de proteolipossomo de PC e PC/PG (70:30), apresentou na maior parte
dos tempos analisados o seu residuo de Trp ndo deuterado, ou seja, interagindo com a
membrana. O peptideo Protonectarina-MP (-OH) apresentou na maior parte do tempo de
incubacdo, o residuo de Trp na forma deuterada, ou seja, ndo interagindo com as vesiculas.

Dos Santos-Cabrera et al. (2008) realizou estudos de medidas da intensidade de
fluorescéncia do mastoparano Polybia-MPI (que apresenta o residuo C-terminal amidado) em
presenca de vesiculas zwitterionicas de PC e PC/Chol (80:20), de vesiculas anidnicas de
PC/PG (70:30) e PC/CL (70:30). Os resultados mostram um comportamento semelhante ao
observado no peptideo Protonectarina-MP (-NH,); também foi observado menor helicoidade e
interagdo do peptideo com vesiculas zwitterionicas em relagdo as vesiculas anidnicas. Porém,
apenas esta aparente “preferéncia” ndo ¢ suficiente para explicas sua seletividade por
membranas anidnicas. O peptideo MP-X também apresenta menor afinidade por vesiculas de
PC quando comparado as vesiculas de PC/PG, com uma pequena mudanga na Aly.x; porém,
apesar disso, MP-X ¢ um peptideo hemolitico (MATSUZAKI et al., 1996a). Um anélogo ao
peptideo Polybia-MPI com Asn’ no lugar do Aspz, mostrou variagdo na fluorescéncia em
vesiculas de PC semelhante ao observado para Polybia-MPI, porém, esta alteracdo no

segundo residuo torna o peptideo hemolitico (De SOUZA, 2006).
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5.3.5 Experimentos de vazamento de vesiculas por fluorimetria

A permeabilizacdo de membranas induzida pelos peptideos foi avaliada por meio
de experimentos de vazamento de vesiculas nos quais a recuperagdo da fluorescéncia da sonda
carboxifluoresceina foi monitorada por fluorimetria. Nestes experimentos, uma aliquota de
suspensao de vesiculas PC ou PC/PG (70:30), contendo em seu interior carboxifluoresceina,
foi adicionada a uma solug¢do de peptideo, Protonectarina-MP (-NH;) ou Protonectarina-MP
(-OH), e a emissao de fluorescéncia em 520 nm (excitagdo em 490 nm) foi coletada durante
20 a 30 minutos.

As curvas de dose-resposta (% vazamento) em fung¢do da concentragdo de
peptideo para as vesiculas de PC e PC/PG (70:30) estdo representadas nas figuras 42 e 43,
respectivamente. A forma sigmoidal destas curvas, obtidas para Protonectarina-MP(-NH,) em
vesiculas PC e para os dois peptideos em vesicula aniénicas PCPG, indicam um processo
cooperativo, caracteristico de peptideos liticos. Neste processo o peptideo acumula na
superficie externa da vesicula até alcangcar um valor limiar, a partir do qual o vazamento
aumenta rapidamente. Em vesiculas zwitteridnicas esta concentragdo limiar ocorre numa
razdo entre concentracdes peptideo por lipideo (P/L) de 0,75/100 para Protonectarina-MP
(-NH;). A curva de dose e resposta para o peptideo na forma acida em PC nio possui forma
similar & observada para o perfil da curva obtida para o peptideo Protonectarina-MP (-OH), o
que torna dificil determinar a concentragdo limiar; entretanto, somente por volta da razdo P/L
de 45/100 é que ha um ligeiro aumento no vazamento, indicando que o peptideo na forma
amidada ¢ cerca de 60 vezes mais eficiente para dar inicio ao processo litico, que o peptideo
na forma &cida. Isso sugere ainda, que Protonectarina-MP (-NH;) tem uma afinidade muito
maior pela membrana que Protonectarina-MP(-OH). O peptideo cujo C-terminal é amidado
apresentou uma razdo P/L semelhante ao descrito para o peptideo mastoparano Polybia-MPI

em presenca dessa mesma vesicula (dos SANTOS CABRERA et al., 2008).
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Figura 42: Curvas de dose-resposta em vesiculas zwitterionicas de PC. O
percentual de vazamento do peptideo Protonectarina-MP (-NH,) esta
apresentado para os tempos de contato de (m) 5 e (o) 10 minutos. O
percentual de vazamento do peptideo Protonectarina-MP (-OH) esta
apresentado para os tempos de contato de (m) 5 e (o) 10 minutos. As curvas
em vermelho representam o perfil obtido pela equagdo de Hill, com o
coeficiente de correlagdo > 94% para peptideo Protonectarina-MP (-OH) e >
99% para peptideo Protonectarina-MP (-NH,).

As curvas de dose-resposta para vesiculas anidnicas, mostradas na figura 43, sdo
sigmoidais, mesmo para o peptideo na forma acida. As concentracdes limiares para dar inicio
ao processo cooperativo foram observadas em razdes P/L 2,7/100 e 3,6/100 para
Protonectarina-MP (-NH») e Protonectarina-MP (-OH), respectivamente. As curvas de dose-
resposta encontradas para os peptideos MP-X e Polybia-MPI em vesiculas de PC/PG (70:30)
apresentam razdo P/L igual 1/100 (MATSUZAKI et al., 1996a) e 2,5/100 (Dos SANTOS-
CABRERA et al., 2008).

Uma analise geral do peptideo Protonectarina-MP (-OH) mostra que na razdo P/L
de 6,5/100 em vesiculas de PC/PG ocorre praticamente 100% de vazamento; porém, em
vesicula de PC, essa mesma concentracdo provoca somente 4% de vazamento. Assim, a
eficiéncia de permeabilizagdo de vesiculas por Protonectarina-MP (-OH) apresentou-se
diretamente dependente do carater ionico da bicamada lipidica, da mesma forma como
encontrado em relagdo ao teor helicoidal. J& o peptideo Protonectarina-MP (-NH;) nao
apresentou dependéncia do carater i6nico da bicamada lipidica, apesar da diferenca
encontrada no teor helicoidal entre as vesiculas, ou seja, causou extravasamento de

carxifluoresceina em ambos os tipos de vesiculas.
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Figura 43: Curvas de dose-resposta em vesiculas anidnicas de PC/PG
(70:30). O percentual de vazamento do peptideo Protonectarina-MP (-
NH,) estd apresentado para os tempos de contato de (m) 5 ¢ (o) 10
minutos. O percentual de vazamento do peptideo Protonectarina-MP (-
OH) esta apresentado para os tempos de contato de (m) 5 e (o) 10
minutos. As curvas em vermelho representam o perfil obtido pela
equagdo de Hill, com o coeficiente de correlagdo > 99% para peptideo
Protonectarina-MP (-OH) e > 98% para peptideo Protonectarina-MP
(-NH>).

Ambos os peptideos apresentaram uma dependéncia da relagdo P/L e também se
observou uma dependéncia sigmoidal da curva de dose-resposta (% vazamento) em funcdo da
concentracdo de peptideo (figura 42 e 43). Isso fica evidente ao se analisar os valores de
coeficiente de Hill (n) encontrados para cada peptideo, nos diferentes tempos € composi¢des
de vesiculas (tabela 6).

A forma sigmoidal ¢ caracteristica de processo cooperativo positivo € mostra a
existéncia de uma concentragdo critica de peptideo, necessaria a inducdo de vazamento das
vesiculas. Comportamento semelhante foi observado para peptideos que formam poro toroidal
em vesiculas de PC/PG (70:30), como mastoparano MP-X (MATSUZAKI et al., 1996a) ¢ em
vesiculas zwitterionicas para a melitina (YANG et al., 2001). Além disso, os mecanismos de
formagdo de poros do tipo “carpete” (OREN; SHAI, 1998) e poro toroidal (HUANG, 2000)
que explicam mecanismos de acdo da maioria dos peptideos antimicrobianos, supdem o
acumulo de moléculas do peptideo na superficie da membrana para que ocorra o inicio do

processo litico.
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Em uma tentativa de entender melhor o processo cooperativo de vazamento,
utilizou-se a equagdo proposta por Hill em 1910 (NELSON; COX, 2004) para descrever este
tipo de processo. A equacgdo de Hill pode ser escrita da seguinte maneira:

on
B
Reorganizando a equagdo, e aplicando log em ambos os lados, a equagdo pode ser

escrita da seguinte maneira:

W
log <—> =nlog 5 — nlog &5,
1-7

onde V representa o vazamento da vesicula na concentragdo S de peptideo; Sso,
representa a concentracdo de peptideo para se alcancar a metade de Vimax; N € o coeficiente de
Hill, que ¢ uma medida do grau de cooperatividade (ou sigmoidicidade): quando n =1 a
equacdo acima fica simplificada e se torna igual a equag¢do de Michaelis-Menten (auséncia de
cooperatividade), caracterizada por uma cinética hipérbolica; quando n > 1, a cooperatividade
¢ positiva e descreve uma sigmdide, sendo que o n aumenta conforme aumenta o grau de
cooperatividade; n < 1, a cooperatividade ¢ negativa. Como ainda ndo existe um modelo de
mecanismo comprovado para o caso da interagdo peptideo/vesicula, tal como existe para
muitas enzimas, s6 se pode dizer que quando o n > 1 o sistema é cooperativo. As curvas
continuas nas fig. 42 e 43 sdo ajustes utilizando a equagdo de Hill. Os valores de n obtidos
nestes ajustes estdo mostrados na tabela 6.

Esta tabela mostra um dado muito interessante a respeito do fendmeno
cooperativo: os coeficientes de Hill (n) determinados para o extravasamento de vesiculas de
PC/PG sdo significativamente maiores que aqueles determinados para extravasamento de
vesiculas de PC. Além disso, também se deve salientar que a despeito de o peptideo
Protonectarina-MP (-OH) apresentar menor afinidade pelas membranas que seu analogo com
o residuo C-terminal amidado, uma vez alcangada a concentracdo critica em vesiculas de
PC/PG, o processo se torna altamente cooperativo, com valores de coeficientes de Hill

préximos a 10,0.
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Tabela 6: Os valores de n encontrados no ajuste segundo a equag@o de Hill para os
peptideos Protonectarina-MP (-NH,) e Protonectarina-MP (-OH) nas vesiculas de PC e
PC/PG (70:30) nos tempos de 5 e 10 minutos. Observa-se que todos os valores sdo maiores
que um, evidenciando uma cooperatividade positiva.

Tempo Valores de n
(minuto) Protonectarina-MP (-OH) Protonectarina-MP (-NH,)
PC 5 2,0+0,4 3,6£0,2
10 2,6 0,5 32+0,2
PC/PG 5 99+1,6 55+09
10 10,7+ 1,5 54+0,9

5.4 Ensaios de Atividade Bioldgica

Foram realizados ensaios de atividade bioldgica com os peptideos Protonectarina-
MP (-NH;) e Protonectarina-MP (-OH). As atividades testadas foram: hemolise;
desgranulacdo de mastocitos; medida da liberacdo da enzima lactato desidrogenase do

citoplasma de mastdcitos e antibiose.

5.4.1 Atividade hemolitica

Para o ensaio de atividade hemolitica foi testado os peptideos Protonectarina-MP
(-NH,) e Protonectarina-MP (-OH), variando a concentra¢io de 6,1 x 107 a 3,1 x 10™* M.
Como padrdo, utilizou-se a Melitina, principal componente toxico no veneno de ApIS
mellifera, potente causador de hemolise em eritrécitos. A melitina é um peptideo catidnico
composto por 26 residuos de aminodcidos cuja regido amino-terminal ¢ predominantemente
hidrofébica e a regido carboxil-terminal € hidrofilica devido a presenca de aminoéacidos com
cargas positivas. Essa propriedade amfipatica da melitina resultou na sua utilizagdo em
estudos de interacdo peptideo-membrana, sendo um dos peptideos mais estudados
(RAGHURAMAN; CHATTOPADHYAY, 2007).

Os resultados do ensaio foram expressos em porcentagem, sendo os valores
obtidos a partir da comparagdo com o controle de 100% de hemolise. A figura 44 mostra a
atividade hemolitica em funcdo da concentracdo dos peptideos estudados.

A Melitina mostrou ser altamente hemolitica, com aproximadamente 50% de
hemolise na concentracio mais baixa (6,1 x 10”7 M), com 100% de hemolise na concentracio
de 1,9 x 10° M. Porém, nessas mesmas concentracdes os outros dois peptideos ndo

apresentaram atividade hemolitica.
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Observa-se que o peptideo Protonectarina-MP na forma amidada comeca a
apresentar alguma atividade hemolitica a partir da concentracdo de 3,9 x 10° M, com
hemolise de 18,68% dos eritrocitos, atingindo 67,93% de hemdlise na concentragdo de 3,1 x
10* M. Entretanto, o0 mesmo peptideo na forma 4cida ndo apresentou atividade hemolitica,
atingindo 1,63% de hemolise na concentracdo mais elevada. Assim, quando o residuo C-

terminal esta na forma 4cida, o peptideo fica com a atividade hemolitica muito reduzida.

Atividade Hemolitica
100

—&— Protonectarina-MP (-OH)

—— Protonectarina-MP (-NH2)

80

—a&—— Melitina

20 -

Hemodlise Relativa (%)

0 —= — T T

-62 -59 56 -53 50 47 -44 -41 -3,8 -35
Log [M]

Figura 44: Atividade hemolitica dos peptideos Protonectarina-MP (-OH) (azul),
Protonectarina-MP(-NH,) (vermelho) e Melitina (verde) em dez diferentes
concentragdes, variando de 6,1 x 107 a 3,1 x 104 M.

Dessa forma, este resultado sugere que a amidagdo do terminal-C ¢ importante
para a atividade hemolitica do peptideo Protonectarina-MP (-NH>), e que o peptideo na forma

acida ndo apresenta esta atividade.
5.4.2 Ensaio de desgranulacio de mastocitos

Para o ensaio de desgranulag@o de mastocitos utilizou-se mastdcitos peritoniais de
ratos Wistar. Os peptideos foram testados em doze diferentes concentragdes, variando de
1,5x 107a 3,1 x 10 M. Os resultados foram expressos em porcentagem de desgranulagdo. O
tetradecapeptideo HR-II, um mastoparano isolado do veneno de vespa Vespa orientalis foi
usado como padrdo, pois esse peptideo tem sido mencionado na literatura como referéncia em

termos de desgranulacdo de mastocitos e liberagdo de histamina (TUICHIBAEYV et al., 1988).
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Desgranulagao de Mastoécitos
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Figura 45: Atividade desgranuladora de mastocitos peritoniais de ratos Wistar dos
peptideos Protonectarina-MP (-OH) (azul), Protonectarina-MP (-NH,) (vermelho) e HR-II
(verde) em doze diferentes concentragdes, variando de 1,5 x 107a 3,1 x 10 M.

A figura 45 mostra a porcentagem de desgranulagdo de mastocitos peritoniais em
funcdo das concentra¢des dos peptideos. Na concentragio de 3.9 x 10° M, o peptideo
Protonectarina-MP(-NH,) e o padrdo (HR-II) apresentaram atividade de 23,05% e 13,88% de
desgranulagdo, respectivamente; estes peptideos alcancaram 72,23% e 66,54%,
respectivamente, na concentragio de 3,1 x 10 M. Assim, o peptideo Protonectarina-MP
(-NH;) apresentou uma atividade de desgranula¢do mais intensa que o préprio peptideo
padrdo. Enquanto isso, Protonectarina-MP (-OH) apresentou uma baixa atividade, com
somente 19,02% de desgranulagdo na maior concentracao.

Portanto, o peptideo HR-II e o Protonectarina-MP (-NH;) apresentaram atividade
degranuladora de mastocitos peritoniais, enquanto que essa atividade diminuiu

consideravelmente no peptideo Protonectarina-MP (-OH).
5.4.3 Medida da liberacio da enzima lactato desidrogenase do citoplasma de mastocitos

Os mastoparanos podem interagir com mastocitos e causar atividade
degranuladora através de duas formas distintas: 1) interagindo com receptores acoplados as
proteinas-G (GPCRs) localizados na membrana celular dos mastocitos e, conseqiientemente,
ativando o processo de exocitose dessas células (FERRY et al, 2001); i1) esses peptideos

podem simplesmente interagir diretamente com a membrana celular, causando uma
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desestabilizacdo estrutural e, conseqlientemente, a lise destas células, com o extravasamento
de todo o conteudo citoplasmatico (RAGHURAMAN; CHATTOPADHYAY, 2007).

Com o extravasamento do conteudo citoplasmatico, moléculas bioldgicas, até
entdo, encontradas somente no citoplasma dos mastocitos, passam a ser encontradas na
solucdo extracelular. Uma das moléculas biologicas é a enzima lactato desidrogenase (LDH),
exclusiva do citoplasma, responsavel por catalisar a reducdo do piruvato por NADH, obtendo
como produto o NAD". A presenca extracelular de LDH é um indicador de lise dos
mastocitos, ocasionada por peptideos liticos. A cinética desta enzima pode ser determinada a
partir da velocidade de consumo de NADH, medido em espectrofotdmetro com o
comprimento de onda a 340nm.

Assim, a atividade de lactato desidrogenase foi medida a partir do meio
extracelular, utilizado para a suspensdo de mastdcitos, apds a incubacdo com os mastoparanos
para medida da atividade de desgranulagdo. A medida da atividade de LDH foi realizada com
o Kit UV LDH (BIOBRAS DIAGNOSTICOS).

Os peptideos Protonectarina-MP (-OH), Protonectarina-MP (-NH; ) e o peptideo
padrao HR-II tiveram suas atividades medidas em cinco diferentes concentracdes, variando de
1,2x10%a 3,1 x 10" M. A liberagdo de LDH do citoplasma dos mastécitos, em funcdo da

concentragdo de cada um dos peptideos sdo mostradas na figura 46.

Medida da liberacdo da enzima desidrogenase lactica
100 7 —e—Protonectarina-MP (-OH)
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Figura 46: Atividade de LDH dos peptideos Protonectarina-MP(-OH) (azul),
Protonectarina-MP (-NH;) (vermelho) e HR-II (verde) em cinco concentragdes diferentes,
variando de 1,2 x 10%a 3,1 x 10™ M.
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O peptideo Protonectarina-MP (-NH,) e o padrdo HR-II apresentaram 100% de
atividade de liberagdo de LDH na concentracdo 3,1 x 10 M; esta atividade é superior aos
72,23% e 66,54% de desgranulacdo de mastdcitos, respectivamente, encontrados para estes
peptideos na mesma concentragdo. J& o peptideo Protonectarina-MP (-OH), na mesma
concentragdo, ndo apresentou atividade de liberacdo de LDH, enquanto que na atividade de
desgranulacdo, apresentou 19,02% de atividade.

A partir da analise dos dados, pode-se concluir que o peptideo padrao HR-II e
Protonectarina-MP (-NH,) atuam nas células de mastocitos através de interagdes com a
membrana plasmatica, desestabilizando-a ao ponto de causar a lise das células, promovendo,
entdo, a liberagdo de LDH citoplasmatica. Entretanto, o fato de Protonectarina-MP (-OH) nao
ser litico, ou seja, ndo causar liberagdo de LDH, porém causar uma pequena desgranulagdo de
mastdcitos, indica que provavelmente este peptideo interage fracamente com GPCRs na
membrana plasmatica de mastocitos, induzindo uma pequena atividade de exocitose dos

granulos.

5.4.4 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos peptideos Protonectarina-MP (-NH,) e
Protonectarina-MP (-OH) foram testadas, determinando-se os valores de concentracdo
minima inibitéria (MIC) de cada um deles. Os peptideos foram testados na concentracdo de
0,24 a 500 pg/mL (1,5 x 107a3,1x 10 M). Os resultados obtidos nos ensaios de antibiose

foram expressos em pg/mL e sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de concentragdo inibitéria minima (MIC) expressos em pg/mL, para os
peptideos e para o padrdo do experimento (Oxitetraciclina), frente a bactérias Gram+ ¢ Gram-.

Concentracio Inibitéoria Minima (ug/mL)

Gram- negativa Gram- positiva
Peptideos E.coli  P.aeruginosa S. aureus B. cereus
Protonectarina-MP (-OH) 62,5 > 500,0 250,0 62,5
Protonectarina-MP (-NH,) 7,8 62,5 15,6 7,8
Oxitetraciclina 10 .39 ..<02 10
Anoplin' 50,0 20,0 5,0 20,0
Crabrolina® 150,0 > 500,0 > 500,0 75,0
EMP-AF? 50,0 20,0 5,0 > 500,0
Mastoparano-M* 12,5 12,5 6,2 > 500,0

'Konno et al. (2001); *Krishnakumari; Nagaraj (1997); *Konno et al. (2000); *Li et al. (2000).
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Os valores de MIC observados indicam que o peptideo Protonectarina-MP (-NH;)
apresentou alguma atividade antibiotica, tanto para bactérias Gram+ como Gram-. Entretanto,
apresentou todos os valores de MIC superiores ao padrido (Oxitetraciclina). J& o peptideo
Protonectarina-MP (-OH) apresentou os maiores valores de MIC, além disso, em nenhuma
concentragdo testada conseguiu inibir a bacteria P. aeruginosa. Portanto, a amidagdo do
residuo C-terminal parece ser importante para a atividade antibidtica de Protonectarina-MP.

Ao fazer-se uma comparagdo entre os peptideos citados da literatura e os aqui
testados, observa-se que de maneira geral, o peptideo Protonectarina-MP (-NH;) pode ser
considerado um promissor modelo estrutural para o desenvolvimento de antibidtico, pois
apresentam valores de MIC inferiores a maioria daqueles observados para seus equivalentes
da literatura. O mesmo nao pode ser dito do peptideo Protonectarina-MP (-OH), que no geral
apresentou valores de MIC superiores aos demais peptideos da literatura.

Considerando-se que as membranas bacterianas sdo anidnicas de uma maneira
geral, parece que a amidagao do residuo C-terminal ¢ importante para promover a interagdo de
Protonectarina-MP (-NH;) com tais membranas. Os resultados acima indicam que
Protonectarina-MP (-NH;) deve interagir mais intensamente com as membranas de bactérias

Gram-positivas que com as Gram-negativas.

98




Conclusdes

6. CONCLUSOES

Foram realizados experimentos para analisar caracteristicas estruturais dos
peptideos Protonectarina-MP (-NH;) e Protonectarina-MP (-OH) em solugdo e em interacio
com sistemas membrano-miméticos. As técnicas utilizadas foram dicroismo circular,
modelagem molecular e troca isotépica H/D em solugcdo e em presenca de suspensdes de
vesiculas de PC, PC/PG, PC/CL ¢ PC/Chol.

Os resultados mostram que o peptideo Protonectarina-MP (-NH;) apresentou, em
todos os meios estudados, uma maior organizagdo da estrutura secundaria em relagcdo ao
peptideo Protonectarina-MP (-OH). Os maiores valores de porcentagens de estruturas em
hélice-ao foram observados em meios contendo TFE ou SDS. Além disso, em
proteolipossomos com vesiculas anidnicas (PC/PG e PC/CL) os peptideos apresentaram uma
porcentagem de hélice-a superior aquele observado na forma de proteolipossomos com
vesiculas zwitterionicas (PC e PC/Chol). A presenga de fosfolipidios anidnicos nas vesiculas
aumenta a interacdo eletrostatica de peptideos positivamente carregados com as membranas
destas vesiculas, além de permitir uma penetragcdo mais profunda do peptideo na membrana.

A simulagdo do modelo tridimensional dos peptideos foi feito através da
modelagem molecular por homologia. Ambos os modelos foram considerados
estereoquimicamente possiveis, € como os resultados observados nas analises de dicroismo
circular; os peptideos apresentaram uma estruturagdo em hélice-a anfipatica, que ¢ conhecida
por facilitar a intera¢do de peptideos com membranas. Porém, ndo foram observadas grandes
diferencas entre as estruturas modeladas para o peptideo apresentando o residuo C-terminal na
forma acida, em relagdo ao seu andlogo com tal residuo na forma amidada; o ideal seria a
realiza¢do de estudos de dindmica molecular para uma maior compreensdo da estabilidade
conformacional desses peptideos, o que ndo foi realizado no presente estudo.

A interagdo dos peptideos Protonectarina-MP (-NH;) e Proteonectarina-MP (-OH)
em concentragdes liticas, baseado nas concentra¢des encontradas nos ensaios de atividade
hemolitica, na forma de proteolipossomos com sistemas membrano-miméticos foi estudado
através da troca isotopica H/D, monitorada por ESI-MS. Pode-se observar que ambos os
peptideos apresentam movimenta¢do em paralelo a superficie das membranas, ndo chegando a
se internalizar completamente na camada lipidica. A técnica de ESI-MS da forma como foi
utilizada, ndo permitiu observar a formagdo de poros, porque aparentemente este processo €

muito rapido em relacdo a velocidade de analise de massas. Portanto, os peptideos interagem
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com a membrana através da intensa movimentagdo de entrada e de saida dos residuos de
aminoacidos na regido hidrofébica das membranas, ao longo do tempo; e essa alternancia de
penetracdo e saida da membrana, provavelmente deve ocasionar uma perturbagdo estrutural
suficientemente forte para desestabilizar e despermeabilizar parcialmente a membrana. Isso
fica evidente ao corroborar as informag¢des da troca H/D e do dicroismo circular com os
resultados observados na atividade biologica e atividade litica em vesiculas.

Foram analisadas a despermeabilizacdo dos peptideos em vesiculas de PC e
PC/PG contendo o corante carboxifluoresceina, através de medidas de espectrofluorimetria.
Ambas as formas do peptideo apresentaram dependéncia da relagdo L/P e uma curva dose-
resposta sigmoide, caracteristica de processos de cooperatividade positiva. Isso sugere que
esses peptideos se acumulam na superficie da vesicula, onde se movimentam intensamente
(como se estivessem rolando nesta superficie, em torno de um eixo longitudinal horizontal);
esta movimentacdo, provavelmente permite que as moléculas do peptideo interajam entre si,
até atingir uma concentragdo critica, quando tal interacdo se torna cooperativa, ¢ leva a
formagdo de poros e o conseqiiente extravasamento da vesicula. O acumulo de peptideos na
superficie da vesicula é uma caracteristica importante do modelo proposto por Matsuzaki,
Shai e Huang (MATSUZAKI, 1999; OREN; SHAI, 1998; HUANG, 2000) para explicar o
mecanismo de acdo de peptideos que formam poros.

Espectros de fluorescéncia de Trp obtidos para o Protonectarina-MP (-NH;) em
auséncia e presenca de vesiculas de PC e PC/PG indicam uma penetracdo do residuo de Trp
na membrana, devido ao aumento da intensidade e o deslocamento de banda para a regido do
azul, especialmente em vesiculas de PC/PG. O mesmo ndo foi observado para o peptideo
Protonectarina-MP (-OH), o que condiz com a sua falta de atividade biologica, especialmente
a atividade hemolitica. O peptideo MP-B que ¢ hemolitico, penetra no nucleo hidrofébico de
vesicula DPPC, deslocando a fluorescéncia do residuo de Trp para menor comprimento de
onda (PARK et al., 1995). Essa diferenca de interagdo do residuo de Trp com a membrana,
encontrada entre as duas formas do peptideo, pode ser atribuida a diferenca de cargas, ja que o
peptideo com o residuo C-terminal amidado apresenta uma carga positiva a mais que seu
analogo. Segundo Dathe et al. (2001) existe uma relagdo direta entre o aumento do numero de
cargas positivas (dentro de certos limites) e o aparecimento de atividade hemolitica.

Nos ensaios de atividades biologicas foi observado que o peptideo Protonectarina-
MP (-NH;) atua em eritrocitos e mastocitos de ratos, causando a liberagao parcial do contetido
citoplasmatico destas células. Portanto, provavelmente, o modo de ag¢do do peptideo

Protonectarina-MP (-NH;) ¢ ocasionado pela movimenta¢do de entrada e saida de seus
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residuos na membrana, que de certa maneira deve favorecer o acimulo de moléculas do
peptideo no meio hidrofobico, levando a formag¢do de poros e, conseqiientemente, o
extravasamento do conteido citoplasmatico. O peptideo Protonectarina-MP (-OH)
aparentemente tem atividade biologica mais reduzida em relagdo ao seu analogo amidado,
porque interage menos intensamente com as membranas e/ou sistema membrano-miméticos.
Provavelmente, isto decorre de uma menor organizagdo estrutural deste peptideo, em fungédo
da perturbagdo causada pela carga negativa da carboxila C-terminal ionizado, conforme ja
relatado por Sforza et al., (2004) para outro mastoparano.

Em relacdo a atividade antibidtica, ambos os peptideos apresentaram os valores de
MIC superior ao padrao (Oxitetraciclina). Porém, o peptideo Protonectarina-MP (-NH,)
apresentou atividade antibidtica contra todas as bactérias testadas, com valores de MIC mais
reduzidos que aqueles observados para Protonectarina-MP (-OH). Corroborando tais
resultados com o observado nos experimentos de troca H/D e CD em vesiculas anidnicas, fica
claro que a maior interagdo de Protonectarina-MP (-NH,) com a regido hidrofébica das
membranas, em relagdo ao Protonectarina-MP (-OH), deve ser um dos fatores responsaveis
pela maior atividade antimicrobiana do primeiro.

Os dados obtidos indicam que ambos os peptideos tém afinidade tanto por
membranas neutras, como anidnicas, e, portanto, podem interagir com membranas de células
eucariontes e bacterianas. Os modelos de interacdo peptideos-membrana conhecidos
atualmente, trabalham com hipdteses de formacao de poros relativamente grandes, ¢ apesar de
transitorios, s@o de longa duragdo (da ordem de segundos) (MATSUZAKI, 1999; SHAY,
1999; HUANG, 2000); por exemplo: o peptideo alamethicina que forma poros do tipo barril e
que sdo compostos por oito mondmeros e apresentam o raio (R,) de cerca de 20A (HUANG,
2006). J4 a melitina que se orienta em perpendicular a membrana para a formagdo de poros,
apresenta diversos estudos sobre a estrutura e funcdo de seus poros e os resultados mostram
que a melitina forma poros com ampla distribuigdo de tamanhos, por exemplo, 13-24 A
(MATSUZAKI et al., 1997) e 25-30 A (LADOKHIN et al., 1997). O didmetro desses poros
aumenta conforme aumenta a concentracdo de peptideo. Por outro lado, foi mostrado que o
didmetro de poros induzido pela melitina é de 44 A, e curiosamente foi independente da
concentragdo (YANG et al., 2001). Em resumo, estima-se que os peptideos melitina,
magainina e protegrina apresentam normalmente dimensdo R, em torno de 35-42 A,
estimando 4-7 mondmeros de peptideos para formagio do poro.

O peptideo policationico antimicrobiano Eumenitin, isolado do veneno da vespa

solitaria Eumenes rubronotatus, apresenta a forma¢do de poros menores e de curta duracéo,
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com didmetro aproximado de 4.3 A em membrana zwitteridnica de DPhPC e entre 8.5 ¢ 9.8 A
em membrana anidnica de azolectina (ARCISIO-MIRANDA et al., 2008). O decapeptideo
antimicrobiano Anoplin, isolado do veneno da vespa Anoplius samariensis, também apresenta
a formacdo de poros pequenos, com didmetro estimado de 0.5 - 0.6 nm, de duracdo 0.045 +
0.006 a 0.039 £+ 0.016 segundos (Dos SANTOS-CABRERA et al., 2007). Esses trabalhos
apresentaram uma série de evidéncias de que mastoparanos podem formar poros transitérios,
que permitem a liberag@o de parte do contetdo de células e/ou vesiculas. Tais poros podem se
formar e se desfazer em fragdes de segundos, de maneira que os mesmos ndao podem ser
detectados por técnicas analiticas baseadas em espectrometria de massas, que exigem que 0s
fendmenos ocorram em escalas de tempo de meia vida da ordem de pelo menos 90 segundos.
Além disso, através de técnicas como o extravasamento ndo ¢ possivel medir tamanho e o
tempo de formagdo de poros e nem inferir se sdo formados muitos poros de curta duragcdo ou
poucos poros de duragdo maior.

Contudo, a movimentacdo dos peptideos observada nas superficies das vesiculas
durante os experimentos de troca H/D, aparentemente indicam que esses peptideos podem
apresentar um mecanismo de agdo semelhante ao do carpete, com a formagdo de poros,
porém, com sutis diferencas em relacdo a este modelo, j4 que foi observado uma intensa
dinamica conformacional dos peptideos que deslizam na superficie da membrana,
parcialmente mergulhados na bicamada lipidica. Tal movimentagdo deve provocar uma série
de perturbagdes, que podem levar a um desarranjo estrutural das cabecas dos fosfolipidios,
formando poros transitorios de curta duragdo, que conseqiientemente, causam o0
extravasamento do conteido das vesiculas. Se estes poros t€ém as mesmas caracteristicas
estruturais daqueles poros originalmente descritos nos modelos cldssicos de interacdo entre
peptideos antimicrobianos € membranas anidnicas, ainda nido sabemos. As evidéncias
produzidas no presente trabalho, somadas aos resultados recentemente descritos em literatura
para os mastoparanos, indicam que esta familia de peptideos segue o modelo geral de
formagdo de poros, baseados no modelo do carpete, porém com algumas caracteristicas
proprias, diferentes daquelas ja conhecidas para o modelo classico, tais como: tamanho muito
reduzido, de curtissima durag¢do, de arquitetura molecular ainda desconhecida. O presente
estudo contribuiu com a geragdo de conhecimentos sobre a forma de interagdo de pequenos
peptideos policationicos, de natureza anfipatica, com diferentes tipos de membranas naturais e
sintéticas (membrano-miméticas), com foco principalmente na orientacdo que a molécula do

peptideo assume, em relagdo a superficie da membrana, durante um periodo de tempo de
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incubagdo. Provavelmente, o mecanismo de agdo deste tipo de peptideos devera ser um sub-
tipo do modelo do carpete.

Portanto, apesar da intera¢do de ambos os peptideos em membranas zwitterionicas
e anidnicas, o peptideo com o C-terminal amidado apresenta uma maior interacdo peptideo-
membrana, que provavelmente se deve a sua maior estabilidade estrutural e que,
conseqiientemente, potencializa sua atividade bioldgica, especialmente antimicrobiana. Isso
demonstra a importancia dessa modificagao pds-traducional para a atividade de peptideos com
essas caracteristicas, que podem, futuramente, tornarem-se modelos racionais para o
desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas.

Além disso, a principal contribui¢do desse estudo foi a de melhorar o
entendimento do mecanismo de agdo de peptideos antimicrobianos até entdo descrito na
literatura, através do acréscimo de uma visdo dindmica na interacdo dos peptideos com a
superficie das membranas. Aparentemente, os peptideos estudados interagem com as
membranas, através do mecanismo de a¢do no modelo do “carpete”; isso justifica o fato de os
peptideos se alinharem paralelamente a superficie das membranas, entretanto, os resultados do
presente trabalho acrescentam a este mecanismo a observagdo de que isto ocorre com intensa
movimentag¢do, provocando um desarranjo estrutural dos fosfolipidios, que leva a um aumento
da permeabilidade da membrana e eventualmente a ruptura da mesma. Além disso, se for
considerada a observa¢do de que os peptideos se associam de forma cooperativa ao
alcancarem uma concentracdo critica, levando a ocorréncia de vazamento das vesiculas, pode-
se especular que a intensa movimentac¢ao dos peptideos na superficie das membranas, propicia
condicdes de os mesmos se agregarem transitoriamente, formando pequenos poros
transientes, de curta duragao.

Dessa forma, o presente trabalho aumentou a compreensao sobre as interagdes de
peptideos mastoparano-membrana, o que certamente contribuird para o desenvolvimento de
“compostos-modelos” para novas drogas antimicrobianas, contra patdgenos resistentes aos
antibidticos convencionais, que possam ser racionalmente inspirados a partir de

mastoparanos.
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