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1 RESUMO

Os venenos de vespas tém importantes a¢des farmacoldgicas e imunologicas
durante os envenenamentos (HABERMANN, 1972). A liberagao de histamina a partir
da desgranulagdo dos mastocitos pode causar ativagdo de varios processos
inflamatorios. As toxinas peptidicas destes venenos podem ainda causar lise de
diferentes tipos celulares, quimiotaxia de macréfagos e leucocitos.

Dentre os peptideos mais comuns aos venenos de vespas sociais estao os
mastoparanos, conhecidos por interagirem com membranas celulares, causando
diferentes ag¢des farmacoldgicas como, por exemplo, o Polybia-MPIl isolado do
veneno de Polybia paulista (DE SOUZA, 2005). Desta forma, a proposta deste
trabalho foi de identificar possiveis locais de atuagao deste peptideo no interior dos
mastoécitos, através de fluorescéncia. A preparagao do peptideo para acoplamento
de um grupo fluoréforo exigiu a cisteinilagdo do mesmo, e a caracterizagdo do
peptideo modificado.

Para obtencao dos peptideos foi utilizada a técnica de sintese automatica de
peptideos em fase sdlida, com posterior purificacdo em cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC), e andlise em espectrometria de massas para verificagado da
pureza, para assim serem realizados os ensaios de antibiose e desgranulacdo de
mastocito. Além disso, foram realizadas analises de dicroismo circular para verificar
as alteragdes estruturais causados pela modificagao na estrutura do Polybia-MPII, e
experimento de microscopia de fluorescéncia, utilizando-se o peptideo marcado com
fluoréforo, em mastécitos do peritdnio de camundongos Wistar fémea.

As formas sintéticas dos peptideos Polybia-MPIl e cisteinil-Polybia-MPI|
(C-Polybia-MPIl) foram purificados sob condi¢gdes isocraticas, utilizando-se
acetonitrila 45% (viv) e 42 % (vlv), respectivamente, como fase movel.
Posteriormente, as massas moleculares de ambos os peptideos e o grau de pureza
foram avaliados por espectrometria de massas.

O ensaio de desgranulagao de mastécitos mostrou que o peptideo modificado
apresenta uma atividade desgranuladora e antibidtica inferior em relagdo ao
peptideo nao cisteinilado. Essa reducdo de atividade biolégica do peptideo
modificado n&o impossibilitou o monitoramento da interagdo do mesmo, com os
mastoécitos. Os resultados do presente trabalho mostraram que o mastoparano
Polybia-MPII poderia causar a formagédo de poros ha membrana plasmatica, devido

a mudancga de posicoes das fosfatidilserinas do folheto interno para o externo da



membrana plasmatica, por uma movimentacgao do tipo flip-flop. Além disso, também
se demonstrou que o peptideo parece estar modificando a permeabilidade do

envoltorio nuclear.

Palavras-chave: Alexa Fluor 488, antibiose, desgranulagcdo de mastdcitos,

dicroismo circular, sintese quimica de peptideo, Polybia paulista, HPLC.
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2 INTRODUGAO
2.1 Classificagao da espécie Polybia paulista

A ordem Hymenoptera contém os insetos de maior interesse para o ser
humano com individuos parasitos, predadores de pragas de insetos e polinizadores,
apresentando uma grande variedade de habitos e comportamentos que culminam na
organizagéo social. Os membros alados possuem dois pares de asas dos quais o
par posterior € menor que o anterior, apresentando uma fileira de ganchos (hamulos)
na margem anterior que sao utilizadas na sua fixagado na dobra da borda posterior da
asa anterior, havendo poucas veias em ambas. As pecas bucais sdo mandibuladas
e, muitas vezes, o labio e a maxila formam uma espécie de lingua que captura o
alimento liquido. As antenas sédo geralmente longas com dez articulos, ja os tarsos
apresentam somente cinco articulos. O ovipositor € bem desenvolvido, porém se
modifica, em alguns casos, a um ferrdo que é exclusivo das fémeas. A larva se
assemelha a um coré ou lagarta, que sofre o processo de metamorfose completa
para chegar ao individuo adulto; as pupas sao exaradas, sendo formadas em
casulos, ou no interior de hospedeiros no caso de parasitos, ou em camaras
especiais. O sexo é definido pela fertilizagdo ou ndo dos ovos, ou seja, ovos néo
fertilizadas dardo origem a machos e os fertilizados originardo fémeas
(TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011).

Dentro da ordem Hymenoptera, a familia Vespidae € um grupo relativamente
grande com cerca de 325 espécies norte-americanas em que os insetos apresentam
0 corpo negro com manchas amarelas, esbranquicadas ou acastanhadas. Algumas
espécies sao eussociais, distribuindo-se em trés castas: os machos, a rainha e as
operarias, estando o ferrao presente somente nas operarias e rainha. Os individuos
sociais constroem seus ninhos com um material semelhante ao papel derivado da
mastigacdo de madeira ou folhagem. As colbnias das regides temperadas
sobrevivem apenas por uma temporada, em que somente a rainha sobrevive ao
inverno, construindo uma nova colénia na primavera (TRIPLEHORN; JOHNSON,
2011).

Os insetos da subfamilia Polistinae, que pertencem a familia Vespidae, sao
alongados e delgados com o metassomo fusiforme avermelhados ou castanho com
marcacdes amarelas. Sdo eussociais em que a coldénia pode ser iniciada por
individuos ou um pequeno grupo de fémeas. O ninho consiste em apenas um favo

horizontal, mais ou menos circular suspenso por um pedunculo delgado. As células
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sao abertas na superficie interior enquanto as larvas estdo em fase de crescimento,
sendo fechadas quando empupadas (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011).

A espécie Polybia paulista (Figura 1) apresenta um tamanho meédio, dois
pares de asas transparentes com venacgao reduzida, abdémen entre os segmentos 1
e 2, formando uma fusdo com o metatérax (GILLOTT, 1995), sendo uma vespa
social neotropical ocorrendo principalmente na regido sudeste do Brasil. H4 uma
grande importancia médica dessa espécie devido ao elevado numero de acidentes
por ferroada, uma vez que se trata de uma vespa que constréi seus ninhos em
habitacdes urbanas (JENNINGS et al., 2010).

Figura 1: Representante da espécie
Polybia paulista.

Fonte: BRAIMA, 2015.

O veneno desta vespa tem sido amplamente estudado pela sua grande gama
de acdes farmacoldgicas, alérgicas e sistémicas, tais como: urticaria, prurido,
angiodema, choque anafilatico, e até perda de consciéncia. O peptideo Polybia-MPII
€ um mastoparano presente em seu veneno. Este peptideo afeta a musculatura
estriada esquelética, agindo nos reticulos sarcoplasmaticos e nas mitocondrias das
fibras além de agir na membrana plasmatica podendo levar a divisdo das fibras
(ROCHA, 2008).

2.2 Venenos de Hymenoptera

O éxito da dominancia dos insetos no ambiente terrestre pode ser associado
a sua ampla diversidade de mecanismo de defesas quimicas, sendo o aparecimento
dos venenos e do ferrdo atributos evolucionarios que ajudaram os insetos a se
adaptarem a diversos ambientes terrestres (WHITMAN et al., 1990). As espécies

solitarias da ordem Hymenoptera apresentam um veneno que paralisa suas presas,
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permitindo o desenvolvimento de suas larvas dentro do corpo do animal predado.
Porém também pode haver uma acido na prevencido da contaminag¢ao do alimento
ou da infecgdo da progénie futura. Ja as espécies sociais possuem 0 veneno
relacionado principalmente ao comportamento de defesa da colbnia contra os
ataques de predadores, exibindo o efeito inflamatério ou deficiéncia respiratéria
(CASTRO, 2001).

Em geral, os acidentes com estes insetos podem causam uma vermelhidao
como também reacdo sistémica. Na populagcdo mundial, cerca de 0,8 a 5%
apresentam reacao sistémica, havendo de 20 a 50 mortes todos os anos nos
Estados Unidos (HOFFMAN et al.,, 1983). Os venenos de Hymenoptera tém sido
amplamente estudados pela sua grande gama de acgdes farmacoldgicas, alérgicas e
sistémicas, tais como: “urticaria, prurido, angiodema, dispneia, nauseas, vOmitos,
sudorese, salivacdo, estridor, disfagia, hipotensdo, broncospasmo, incontinéncia
urinaria e fecal, confusdo mental, sensagdo de morte eminente, choque anafilatico, e
até perda de consciéncia” (ESHER, 2001). Algumas das atividades biolégicas mais
estudadas dos venenos sao atividade hemolitica, degranulagdo de mastocitos,
antibiose e quimiotaxia.

Os venenos de Hymenoptera sdo constituidos normalmente de aminas
biogénicas, peptideos, proteinas e hidrolases como fosfolipases, proteases,
hialunidases, fosfatases e nucleotidases (NAKAJIMA et al., 1986). Entre os
peptideos presentes no veneno encontram-se as cininas, que sao analogas as
bradicininas responsaveis por dores, contragdes da musculatura lisa e reducédo da
pressdo sanguinea (PISANO, 1968); os mastoparanos que séo tetradecapeptideos
hidrofébicos desgranuladores de mastocitos (HIRAI et al.,, 1978); e peptideos
quimiotacticos que sao tridecapeptideos hidrofébicos com atividade quimiotactica
(TOKI et al., 1988).

2.3 Mastoparano

Os mastoparanos sdo os peptideos mais abundantes no veneno de vespas
(NAKAJIMA et al.,, 1986). Sua principal atividade biolégica € a desgranulgcéo de
mastocitos. Esses peptideos sdo anfifilicos, com conformagdao em a-hélice,
compostos por 10 a 14 residuos de aminoacidos sem a presencga de cisteina. Ricos
em aminoacidos hidrofébicos como leucina, isoleucina, alanina e algumas lisinas que

ocupam normalmente as posi¢coes onze e doze, além de aminoacidos basicos,



9

apresentando, geralmente, o residuo C-terminal amidado (NAKAJIMA et al., 1986). A
sequéncia primaria se assemelha a Bombinina que é um peptideo hemolitico
presente na pele do sapo Bombina variegata (CSORDAS; MICHL, 1970). Em agua,
0s mastoparanos apresentam formas randémicas. Ja em metanol ou presencga de
vesiculas, tomam a forma de hélice a, o que gera a sua anfipaticidade, e ajuda
esses peptideos a causarem efeitos em membranas plasmaticas (DE SOUZA, 2006)
(Figura 2).

Figura 2: Modelo estrutural do mastoparano Polybia-MPIl em que se observa o
esqueleto principal de 14 residuos de aminoacidos em fita (A) e superficie de
preenchimento (C). Os residuos negativos sdo representados em vermelho; em
azul para os positivos; verde para as regides hidrofilicas e branco para as
hidrofébicas.

(A)

Leu 14

- Ala 13
Asp 12
tle 11 X val 10
Lys8 Met 9
ye cily 7

Leud ( Lou 6

Lys5 %

—Trp3—

Asn 2
lie 1

Fonte: DE SOUZA, 2009.

Além da atividade desgranuladora de mastdcitos, os mastoparanos, ainda que
em baixas concentracdes, também podem levar a exocitose de diversas células de
mamiferos (PARK et al., 1995), secrec¢ao de serotonina de plaquetas (HIGASHIJIMA
et al., 1988), de prolactina proveniente da pituitaria anterior (KURODA et al., 1980),
podem facilitar a formagdo de poros nas membranas (PFEIFFER et al., 1995),
podem apresentar atividade hemolitica (HIRAI et al., 1979), e sao potentes ativadora
de fosfatases Az e C, o que leva a um aumento na formacao de acido araquidénico
(ARGIOLAS; PISANO, 1984).

Ha dois grupos de mastoparanos segundo seu modo de agdo: 0s que causam
lise celular pela formacao de poros na membrana (NAKAJIMA, 1986); ou aqueles
que interagem com os receptores de proteinas G que ativam os mecanismos de
desgranulagédo levando a diferentes tipos de secre¢cao dependendo do tipo celular

(MENDES et al., 2005). Essa interagao com a proteina G parece ser causada pela
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ligacao cargas positivas presentes na superficie da molécula do peptideo com sitios
negativos presentes na membrana plasmatica, esta que propicia uma posterior
ativacdo da protina G pelo peptideo (MOUSLI et al.,, 1992) através de uma
fosforilagdo mediada pela conversdo de GTP em GDP (ROSS; HIGASHIJIMA,
1994).

Os receptores associados as proteinas G sao a maior familia de receptores
de superficie de membrana das células eucaridticas, mediando uma vasta
diversidade de moléculas sinalizadoras como hormoénios, neurotransimissores,
mediadores locais, proteinas, peptideos e aminoacidos. Os receptores sofrem uma
mudanga conformacional ao se ligarem as moléculas sinalizadoras, ativando as
proteinas de ligagao a GTP: proteinas G.

Os mastoparanos podem interagir com membranas lipidicas artificiais
compostas por lecitina e colesterol em que aumenta sua permeabilidade i6nica,
aumentando a condutividade desta (OKUMURA et al., 1981). Esse aumento de
permeabilidade pode ter efeito na liberacdo de mediadores pela ativacédo celular ja
que estes requerem um aumento no influxo de ions Ca?* para realizar a exocitose
(NAKAJIMA, 1986). A mudanca conformacional dos mastoparanos para a-hélice ao
se ligarem as membranas plasmaticas causa perturbagdes na bicamada lipidica, o
que leva a um aumento de permeabilidade (DANILENKO et al., 1993) e/ou
formacgdes de canais ibnicos (MELLOR; SANSOM, 1990).

2.4 Polybia-MPII

Dois mastoparanos foram isolados do veneno da vespa Polybia paulista por
De Souza et al. (2004) que apresentam as seguintes sequéncias primarias:
INWLKLGKMVIDAL-NHz e IDWLKLGKMVMDVL-NH2. A primeira sequéncia recebeu
o nome de Polybia-MPII e apresentou uma forte atividade hemolitica em que houve
100% de hemdlise com apenas 6,2 x 10-° M; atividade desgranuladora de 57% dos
mastdcitos de periténio de rato em uma concentragdo de somente 6,2 x 10° M; e
atividade quimiotactica relativa de 90% de leucdcitos polimorfo nucleados de rato
com apenas 1 x 105 M. Normalmente, os mastoparanos apresentam baixa atividade
quimiotactica, porém, o peptideo Polybia-MPIl apresenta uma alta atividade citolitica
e quimiotatica, sendo considerado um peptideo pertencente a um novo subgrupo de

mastoparanos envolvidos em processos inflamatorios.



11

Segundo o estudo realizado no tecido muscular de rato por Rocha et al.
(2008), o mastoparano Polybia-MPIl causou o rompimento do sarcolema e colapso
na organizagao das miofibrilas; em que o sarcolema, o reticulo sarcoplasmatico e a
mitocondria sao os alvos principais desse peptideo.

A partir dessas caracteristicas notaveis do Polybia-MPIl, esse trabalho se
propds a identificar os possiveis locais de atuacdo dessa molécula no interior dos
mastécitos, monitorando suas posigdes intracelulares, através da fluorescéncia

emitida pela incorporagao de um grupo fluoréforo em sua estrutura molecular.

3 OBJETIVO

O principal objetivo deste trabalho foi a observagdo da acdo do peptideo
Polybia-MPIl em mastocitos. Para tal, um dos objetivos é avaliar a integridade
estrutural e biologica do peptideo Polybia-MPIl alterado por uma cisteinilagdo no
residuo C-terminal (C-Polybia-MPII). Sintetizar e purificar o peptideo Polybia-MPIl e
sua sequéncia cisteilinada, verificar as modificacbes em sua estrutura através de
analises de Espectrometria de Massas e Espectroscopia de Dicroismo Circular.
Além disso, foram avaliadas possiveis alteracdo em sua acdo nas atividades
bioldgicas, tais como: degranulagao de Mastdcito e antibiose. Para entdo ser feito o
acoplamento do fluoréforo Alexa 488 no peptideo modificado e posterior observacao

de sua acdo em Mastécito com a microscopia de fluorescéncia.

4 MATERIAIS E METODO
4.1 Sintese automatica de peptideos em fase soélida

A sintese dos peptideos lineares foi realizada através do método automatico
no sintetizador Prelude (Protein Technologies, Inc.) em fase sodlida, utilizando-se
quimica N-9-fluorenilmetoxicarbonil (estratégia Fmoc). Foram sintetizados os

seqguintes peptideos:

Tabela 1: Sequéncia primaria dos peptideos em estudo.

PEPTIDEOS  Seqiiéncias primarias

Polybia-MPII Il NWL KL GK
C-Polybia-MPII C1 N WL KL G
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Em cada ciclo da sintese foi adicionado Fmoc-aminoacido-OH
(NOVABIOCHEM), contendo HCTU (NOVABIOCHEM) como agente acoplante. Para
as lavagens da resina e desprotegcdo foram utilizados N-N-Dimetilformamida
(SYNTH) e Piperidina (FLUKA), respectivamente.

Todas as reagdes foram realizadas sob agitagdo por nitrogénio em capela.
Apos a acoplagem do ultimo resido de aminoacido, a resina foi lavada com
diclorometano (MALLINCKRODT) e seca com gas nitrogénio.

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 agua
ultrapurificada 5% (v/v).

Esta solugao de TFA-Anisol-Etanoditiol-Fenol-peptideo foi centrifugada em
uma centrifuga (Thermo Electron Corporation, modelo IEC Centra CL2Centrifuge)
por 15 minutos a 3000 rpm na presencga de éter etilico (SYNTH) para promover a
precipitacdo do peptideo. O peptideo foi ressuspendido em agua bidestilada
(destilador MARCONI, modelo MA 078) e ultrapurificada (purificador Mili-Q, modelo
Advantage A10). O controle de qualidade foi feito em espectrémetro de massas ESI-
MS.

4.2 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Para a purificagao dos peptideos, foi utilizado um sistema de HPLC Shimadzu
modelo LC-8A, equipado com detector de luz ultravioleta do tipo arranjo de diodos
modelo SPD-20A prominence, constituido por duas bombas LC-8A (bombas A e B),
com injetor Rheodyne modelo 7725i com “loop” de 2,0 mL, um sistema controlador
Shimadzu (modelo SLC-10Avp) e coluna preparativa SHIM PACK C-18 Prep-
ODS(K) 30x250mm (SHIMADZU). Para a fase movel, foram utilizados dois
solventes, A (acetonitrila 100% (MALLINCKRODT) contendo 0,1% TFA (v/v)) e B
(agua, contendo 0,1% TFA (v/v)). O fluxo do solvente para todos os peptideos foi de
20 mL/min.

Para cada peptideo foi utilizada uma condi¢do cromatografica especifica

conforme tabela abaixo:
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Tabela 2: Concentragao de Solvente
B (Acetonitrila em presenca de 0,1%
de TFA) utilizado na purificacdo dos
peptideos sintéticos, por RF-HPLC
em condigdes isocraticas.

PEPTIDEOS % Solvente B

Polybia-MPII 45
C-Polybia-MPII 42

A eluicdo dos componentes presentes foi monitorada em dois comprimentos
de onda: 214 nm e 280 nm e as fragdes coletadas manualmente. Apds a coleta, as
amostras foram analisadas por Espectrometria de Massas e aquelas contendo os
peptideos de interesse foram liofilizadas no Heto drywinner 3 (DW3) e mantidas em

freezer -20°C até o uso.

4.3 Acoplamento do peptideo C-Polybia-MPIl ao fluoréforo Alexa flior 488.

O acoplamento do peptideo cisteinilado com o fuoréforo Alexa 488 seguiu o
protocolo sugerido pelo fabricante (Invitrogen, 2006) com modificagdes, em que
250 ug de peptideo foram solubilizados em 500 uL de tampao fosfato (0,3174 g de
NaH2PO4 e 2,0636 g de Na2HPO4.7H20 em 100 mL de agua Mili-Q com pH 7,25)
que foram depositados no recipiente de 1 mg de fluoréforo previamente protegido
com papel aluminio. Esta mistura foi mantida sob agitagdo por 4 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, a reacao foi submetida a uma cromatografia de exclusao
molecular utilizando-se a resina G-25 (GE Healthcare Life Science) e o mesmo
tampao fosfato em que foi coletada a primeira fracdo que foi seca por speed-vac

(Heto Drywinner 3, modelo DW3) over night.

4.4 Espectrometria de massas ESI

A obtencéo dos espectros de massas foi realizada em um Espectrémetro de
Massas ESI, do tipo ion trap seguido de TOF modelo LC-IT-TOF (SHIMADZU). O
espectrometro de massas ESI foi equipado com probe padrao, do tipo electrospray
(ESI), auxiliado por um sistema de injegdo LC diretamente acoplado ao
espectrometro de massas. O software LCMS solutions (SHIMADZU) foi utilizado

para controle de aquisi¢cao de dados.
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Durante todos os experimentos a temperatura do CDL e da interface foi
mantida a 200 °C, a voltagem na agulha a 4,5 kV e a voltagem no cone a 3,5 V. O
fluxo de gas secante (nitrogénio) foi de 100 L/h e o fluxo de gas nebulizador
(nitrogénio) de 1,5 L/h. A detecgédo no espectrometro de massas foi realizada com
varreduras feitas no intervalo de m/z 50 a 3000, com uma resolugdo de

aproximadamente 15000.

4.5 Dicroismo circular

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados em um
espectropolarimetro Jasco (modelo 815), junto ao Departamento de Fisica, IBILCE-
UNESP, Sao José do Rio Preto/SP, sob coordenacdo da Dra. Marcia Perez dos
Santos Cabrera como descrito por DE SOUZA (2006, 143f.). O espectro de
dicroismo circular do mastoparano foi coletado na regiao de UV distante, no intervalo
de comprimento de onda de 190 a 250 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 miligraus, tempo de resposta de 1 s € 0,1 nm de resolugdo. O espectro final foi
obtido a partir da média de seis acumulacdes e foram usadas cubetas de quartzo de
caminho 6ptico de 0,5 cm.

O mastoparano foi solubilizado em agua Mili-Q (modelo A10), TFE (merck) ou
SDS (SIGMA), 5mM, pH 8,0. A partir dessas solugbes foram feitas preparagoes
contendo diferentes concentragdes de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) (MERCK) e dodecil
sulfato de sodio (SDS) (AMERSHAM BIOSCIENCES).

Fazendo-se a correcdo da linha de base, a elipticidade observada, ©
(miligraus), foi convertida em elipticidade molar média, [©] (graus cm2/dmol), usando
a relacao: [©]=10006/Lcn; onde “I” € o caminho oOptico da cubeta em centimetros, ¢ é
a concentracao do peptideo em milimolar e “n” € o numero de residuos do peptideo.
A elipticidade residual observada a 222nm (em graus cm2/dmol residuo) foi
convertida em fragdo de hélice (fH) e porteriormente em porcentagem de hélice a
segundo Rohl e Baldwin (1998).

4.6 Atividade antibiética
Os microrganismos utilizados para a realizacdo dos antibiogramas foram
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Enterobacter aerogenes, Escherichia coli

(ATCC 25922) e Streptococcus pneumoniae, obtidos no Laboratério de Microbiologia
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do Centro de Estudos de Insetos Sociais do IBRC/UNESP. Foram utilizados: meio
de cultivo Mdller-Hinton (DIFCO), meio de cultivo Muller-Hinton Broth (DIFCO) para
manutencdo e cultivo desses microrganismos. Toda a manipulagdo dos
microrganismos foi feita em camara de fluxo laminar vertical (PACHANE) e todo
material utilizado no cultivo foi esterilizado em autoclave vertical AV30 (PHOENIX)
por 20 minutos a 121°C e 1 atm.

O inéculo foi preparado utilizando-se 2 mL de salina e uma “algada” de
células, previamente cultivadas, em Mauller-Hinton Agar (DIFCO). Foi ajustada a
concentracdo de células através da comparacdo com 0,5 da escala de McFarland.
Foram adicionados 200 pL do inéculo em 20 mL de meio Muller-Hinton liquido, esta
suspensdo foi utilizada nos testes com o peptideo. A determinagcdo do MIC foi
realizada em microplacas (COSTAR), em triplicata, onde cada um dos orificios foi
preenchido com 90uL da suspenséao de células, 10uL de solugao de peptideo. Para
o valor de referéncia zero, foram montados pocinhos contendo 90uL de meio de
cultivo Mualer-Hinton e 10 pL de agua Milli-Q. Para o valor de referéncia 100%, foram
acrescentados ao orificio 90uL de suspensao de células, 10uL de agua. Foi montada
uma placa para cada espécie de microrganismo mencionado acima. As placas foram
incubadas em estufa de cultura a 34 °C por 18 horas. Apds esse periodo, a cada
orificio foram adicionados 10 uL de cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) 5% (m/v) em
agua. As leituras foram realizadas ap6s 3 horas de re-incubagédo das placas em
estufa a 34 °C.

4.7 Atividade Desgranuladora de Mastécitos

A desgranulacdo de mastocitos foi determinada através de medidas da
liberagdo de B-D-glucosaminidase, que se co-localiza com a histamina nos granulos
dos mastocitos, segundo metodologia descrita por Hide et al. (1993). As células
retiradas do lavado peritoneal de rato foram incubadas em uma solugao 150mM
NaCl (MERCK), 4mM KCI (MERCK), 4mM NaH2PO4 (SYNTH), 3mM KH2PO4
(SYNTH), 5 mM glicose (SYNTH), 15mM BSA (SIGMA) e 1mM CaCl2 (VETEC),
contendo varias concentragdes do peptideo sintético, por 15 minutos a 37 °C. Em
seguida foram centrifugadas e aos sobrenadante, foram acrescentados p-nitrofenil-
B-D-glucosamina (SIGMA) em solugéao 0,2M de citrato (MERCK), com pH 4,5. Apds

6h de incubacdo a 37°C, foi feita leitura de absorbancia a 405 nm em leitora de
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placas (Molecular Devices, modelo Versa Max Tunable microplate reader) edindo-se

a taxa de p-nitrofenol formado.

4.8 Microscopia de fluorescéncia.

Para visualizagao da fluorescéncia retirou-se os mastécitos a partir do lavado
peritoneal de rato em que as células foram mantidas em uma solu¢gao 150mM NaCl
(MERCK), 4mM KCI (MERCK), 4mM NaH2PO4 (SYNTH), 3mM KH2PO4 (SYNTH),
5 mM glicose (SYNTH), 15mM BSA (SIGMA) e 1mM CaCl2 (VETEC) para a
centrifugacéo e lavagens com posterior incubagédo com o peptideo Polybia-MPIl ou
C-Polybia-MPIl a uma concentragéo de 250 ug/mL durante 5 minutos. Adicionou-se
25 pL de annexin V e 2 uL de PI solugao de trabalho (5 pL iodeto de propidio (Pl) e
45 uL 1X annexin-binding buffer) para cada 100 uL de suspensdo celular como
descrito pelo fabricante (Thermo, 2010) e se incubou por 30 minutos antes da
visualizagdo em microscopio de fluorescéncia com o filtro DAPI de excitagéo a 330 —
385 nm e emissédo a 445 — 450 nm e o filtro FITC de excitacdo a 450 — 490 nm e
emissao a 515 — 565 nm.

As imagens foram capturadas através de uma cémera (Olympus, modelo
DP71) acoplada ao microscépio (Olympus, modelo BX51) e tratadas com o software
Image J e Fiji em que realizamos a sobreposi¢cdo da imagem da fluorescéncia do

A488 e da imagem de annexin V e PI.

5 RESULTADOS
5.1 Purificagao e analise

Os peptideos obtidos a partir da sintese foram purificados em HPLC. A Figura
3 mostra o cromatograma de purificagcdo do Polybia-MPII utilizando-se Acetonitrila
45% (v/v) (contendo TFA 0,1% (v/v)) em condi¢cdo isocratica. Como pode ser
observado, o pico referente ao Popybia-MPIl eluiu aos 28,675 minutos. Essas
condicbes de purificacdo foram repetidas inumeras vezes para o peptideo em
questao, até obtencdo de uma quantidade de amostra suficiente para a realizacéo

das analises propostas neste projeto.
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Figura 3: Cromatograma de purificacédo do Polybia-MPII utilizando
condigao isocratica de Acetonitrila 45% (v/v) [contendo TFA 0,1%
(V/V)] em coluna C18 (30x250), fluxo de 20 mL/min e detecgao a
214 nm (linha preta) e 280 nm (linha rosa).
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28,675 min \ i

Para a purificagdo do peptideo C-Polybia-MPII, foi desenvolvido um
cromatograma em condi¢cdes isocraticas de Acetonitrila 42% (contendo TFA
0,1%(v/v)) por 60 minutos. O pico eluido aos 50,38 minutos refere-se ao peptideo

em questao como pode-se ver na figura 4.

Figura 4: Cromatograma de purificagdo do C-Polybia-MPII
utiizando condigéo isocratica de Acetonitrila 42% (v/v)
[contendo TFA 0,1% (V/V)] em coluna C18 (30x250), fluxo de
20 mL/min e detecgao a 214 nm (linha preta) e 280 nm (linha
rosa).
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Ap0s a purificagdo de todos os peptideos, foram feitas as analises de massas.
Esses experimentos foram realizados tanto para a confirmacdo das massas
correspondentes aos peptideos como para verificagao da pureza de cada amostra.

A Figura 5 mostra o espectro de massas obtido para a amostra
cromatografada referente ao peptideo Polybia-MPII. Utilizando-se o software LC-
solution para calculo da massa molecular tedrica, obtive-se um valor de 1611,943
Da, sendo que com o espectro de massas foi detectado um valor de 1611,933 Da
como pode-se ver pelos picos de m/z 806,966 [M+2H*] e 538,312 [M+3H"],

confirmando o valor previsto.

Figura 5. Espectro de massas ESI-MS no modo positivo do peptideo
Polybia-MPII.

Para o C-Polybia-MPII, foi obtido um valor de m/z 573,2534, sendo este valor
correspondente ao ion quase-molecular na forma [M+3H*] (Figura 6). Desta forma,
podemos concluir que a massa molecular obtida experimentalmente do composto

sintético € 1716,7602 Da, confirmando a modificacdo quimica no mesmo.

Figura 6: Espectro de massas ESI-MS no modo positivo do peptideo
C-Polybia-MPII.
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5.2 Ensaio de dicroismo circular

Com a finalidade de verificar as alteragbes estruturais do peptideo Polybia-
MPII com a adi¢cao da cisteina na extremidade C-terminal, foi realizada a técnica de
dicroismo circular em que foram utilizadas trés condi¢gdes: em solugdao aquosa
(Figura 7), solugdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) (Figura 8) e em solugdo de
2,2, 2-trifluoroetanol (TFE) 40% (Figura 9). Dessa forma, pode-se entender as
mudancgas estruturais da molécula que estariam nos diferentes meios em que pode
atuar.

Os espectros de dicroismo circular permitem detectar as estruturas
secundarias nessas distintas condi¢cdes; em que as hélices a apresentam bandas
negativas a 222 nm e 208 nm, além de uma banda positiva a 190 nm. A
conformacao de folha-p pode ser observada pela regido negativa em 216 nm e
positiva em 195 nm. E as estruturas radémicas sdo evidenciadas com um forte sinal
negativo um pouco abaixo de 200 nm, uma banda positiva em 218 nm e outra
negativa em 235 nm (ROGER; NORDEN, 1997).

Em agua, observa-se uma banda positiva a 190 nm, principalmente no
peptideo C-Polybia-MPIl; uma regido negativa bem acentuada que engloba os
comprimentos de 200 nm e 208 nm para ambos peptideos; voltando a ocupar a
porcao positiva na regiao dos 218 nm para o peptideo Polybia-MPIl e 235 nm para o
C-Polybia-MPII (Figura 7).

Figura 7: Espectros de dicroismo circular dos
peptideos Polybia-MPIl e C-Polybia-MPIl obtidos em
solu¢do aquosa.
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No espectro adquirido em presenca de SDS, verifica-se uma porcéo
notavelmente positiva na regido dos comprimentos de onda 190 nm e 195 nm para
ambos peptideos; a por¢gao negativa engloba os comprimentos 208 nm, 216 nm, 218

nm e 235 nm também para os dois peptideos (Figura 8).

Figura 8: Espectros de dicroismo circular dos
peptideos Polybia-MPIl e C-Polybia-MPII
obtidos em solugéo de SDS.
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Na condigdo com TFE 40%, ha uma grande similaridade com o espectro visto
na condigdo com SDS em que se observa uma regido acentuadamente positiva na
porcdo dos comprimentos de onda 190 nm e 195 nm para ambos peptideos; e a
porcdo negativa engloba os comprimentos 208 nm, 216 nm, 218 nm e 235 nm

também para os dois peptideos (Figura 9).

Figura 9: Espectros de dicroismo circular
dos peptideos Polybia-MPII e C-Polybia-MPII
obtidos em solucado de TFE 40%.
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A partir dos espectros de dicroismo circular nessas diferentes condi¢des, foi
possivel determinar a porcentagem de cada estrutura secundaria das moléculas dos
peptideos Plolybia-MPIl e C-Polybia-MPII, ou seja, a porcentagem de hélices q,

folhas-f voltas e estruturas aleatorias (Tabela 3).

Tabela 3: Resumo de porcentagens de estrutura secundaria calculos a partir
do CD-Pro para os peptideos P-MPIl e C-P-MPII.

ESTRUTURA H20 TFE SDS
SECUNDARIA P-MPIl CP-MPIl  P-MPII CP-MPIl P-MPIl CP-MPII
(%)
HELICE-a 5 12 50 67 59 66
FOLHAS-B 39 31 7 1 6 4
VOLTAS 21 23 16 5 13 13
RANDOM 35 34 27 27 22 17

5.3 Ensaio de antibiose

Realizou-se a atividade de antibiose para averiguar uma possivel alteragao na
acgao biolégica do peptideo Polybia-MPIlI com sua cisteinilagdo. Como pode-se ver
na tabela 4, houve uma grande perda da atividade antibiética do peptideo
cisteinilado, principalmente nos micro-organismos Gram-negativos Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa e no micro-organismo Staphylococcus aureus nos quais
nao houve inibicdo de crescimento dos micro-organismos. Com a bactéria
Streptococcus pneumoniae houve certa inibicdo, porém em uma concentragao
minima inibitéria (MIC) de peptideo modificado muito mais elevada (15,7 uyg/mL) em
relagéo ao peptideo ndo modificado que necessita apenas 0,5 pg/mL para inibir seu
crescimento, ou seja, um aumento de 38,4 vezes em relagdo a sequéncia nao

modificada.

Tabela 4: Valores de concentragdo minima inibitéria (MIC) expressos em pg/mL
para o Polybia-MPIl e C-Polybia-MPII, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas; NI: ndo houve inibigdo do crescimento bacteriano.

Valores de MIC (ug/mL)

Gram negativas Gram positivas
Peptideo E. coli E. aerogenes S. aureus S. pneumoniae
P-MPII 15,7 125 62,5 0,5

C-P-MPII NI NI NI 15,7
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5.4 Ensaio de desgranulagao de Mastécito

Como houve uma diminuicdo brusca da atividade biologica de antibiose,
executou-se o experimento de desgranulacdo de mastocitos que € a principal agao
do peptideo Polybia-MPII que Ihe confere 0 nome de mastoparano. Contudo, este
teste também confirmou a perda de sua atividade, como pode ser observado no
(Figura 10) no qual o peptideo sem a modificagdo atinge 100% de desgranulagao
com a concentragao de 250 ug/mL enquanto que o peptideo cisteinilado apresentou
apenas 23,25% de desgranulagdo nesta mesma concentragéo de peptideo.

Embora a atividade de desgranulagdo do peptideo C-Polybia-MPIl seja mais
elevada em relagcdo ao controle positivo utilizado no teste, HR1, houve uma redugao
drastica na principal atividade deste peptideo causa pela cisteinilagdo, quando

comparado ao peptideo sem qualquer modificacdo de sua estrutura.

Figura 10: Porcentagem de desgranulacdo nas diferentes
concentragbes apresentadas em pg/mL dos peptideos
Polybia-MPII e C-Polybia-MPIl. HR1: controle positivo padrao.
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5.5 Monitoramento da interagao mastécito-peptideo com o uso de microscopia
de fluorescéncia

Com o ensaio de fluorescéncia, observou-se um padrdao de inicio de
desorganizagcao membranar na figura 11 em que o mastocito foi incubado por 5
minutos com o peptideo Polybia-MPII, e corado com annexin V e iodeto de propidio
(Pl) para sua visualizagdo em microscopia. Nessa figura observa-se uma

externalizacdo da fosfatidilserina, que se acopla a Anexina V, formando um
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complexo fluorescente de cor verde, indicando uma mudanga da estrutura da

membrana plasmatica desta célula.

Figura 11: Foto de microscopia de fluorescéncia feita com os filtros DAPI de
excitacao a 330-385 nm e emissao a 445-450 nm e o filtro FITC de excitagao a
450-490 nm e emissdo a 515-565 nm em que o mastdcito foi marcado com
annexin V (verde), Pl e incubado durante 5 min com o peptideo Polybia-MPII a
250 pyg/mL.

Uma desorganizagdo mais avangada é possivel de ser vista na figura 12, na
qual pode-se observar a internalizacdo do Pl (que atravessou a membrana
plasmatica com auxilio da desorganizagao causada pelo Polybia-MPIl), através dos
poros formados pelo peptideo no envoltério nuclear, possibilitando a entrada do PI,
que por sua vez forma complexo com o DNA, visualizado pela fluorescéncia do cor

vermelha.
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Figura 12: Foto de microscopia de fluorescéncia feita com os filtros DAPI de
excitacdo a 330-385 nm e emissao a 445-450 nm e o filtro FITC de excitacéo a
450-490 nm e emissdo a 515-565 nm em que o mastdcito foi marcado com
annexin V (verde) e Pl (vermelho) e incubado durante 5 min com o peptideo
Polybia-MPIl a 250 ug/mL.

Na incubagédo com o peptideo C-Polybia-MPIl conjugado ao fluoréforo Alexa
488 (Figura 13), pode-se observar que houve uma desorganizagdo da membrana
plasmatica do mastdécito, evidenciada pela marcacéo verde do corante annexin V
(Figuras 13A e 13C). E possivel verificar também a internalizacdo do peptideo
C-Polybia-MPIIl conjugado com o fluoréforo Alexa 488 na célula pela pigmentagéo

azul na regido membranar e interna a célula (Figuras 13B e 13C).
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Figura 13: Fotos de microscopia de fluorescéncia feitas com os filtros DAPI de
excitagcdo a 330-385 nm e emissdo a 445-450 nm em que o mastdcito foi marcado
com annexin V (verde) e Pl (vermelho) (A); e o filtro FITC de excitagado a 450-490
nm e emissédo a 515-565 nm para o fluoréforo Alexa 488 (azul) (B); em que as
células foram incubadas durante 5 min com 250 ug/mL do peptideo C-Polybia-MPII
conjugado com o fluoréforo Alexa 488; para que se pudesse sobrepor as imagens e
verificar a localizagdo do peptideo na célula (C).
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6 DISCUSSAO
6.1 Purificagao e analise
A cromatografia liquida de alta performance de fase reversa (RP-HPLC) é
uma técnica que se baseia na interagao hidrofébica/hidrofilica da amostra com a
resina da coluna, fase estacionaria, e com o solvente que passa através da mesma,
fase moével. Normalmente, as colunas deste tipo de técnica apresentam a fase
estacionaria de silica de n-alquila, ou seja, um hidrocarboneto que apresenta uma
determinada hidrofobicidade (JOSIC e KOVAC, 2010, v. 251, p. 9-22) (Figura 14).
Ao injetar a amostra, esta deve ficar retida na coluna pela interagdo com a fase
estacionaria ser mais forte que com a fase moével que apresenta uma proporcao de

agua maior no inicio.

Figura 14: Esquema da fase estacionaria de Pepti
o . i1 eptide
silica n-alquilada de uma coluna utilizada
para a técnica de RP-HPLC interagindo com n-Alkyl
um peptideo (A) e uma proteina (B). g ligands
B (
F i  Protein
F3823553 3. n-Alkyl
l | j %25 ﬁ ggngands
EEade 0 R dl

Fonte: JOSIC e KOVAC, 2010.

Posteriormente, a quantidade de solvente organico, que apresenta maior
hidrofobicidade, vai aumentando aos poucos na mistura da fase moével em um
gradiente, de modo que a interacédo entre a fase mdovel e a amostra comega a ser
maior que a interacido entre a amostra e a fase estacionaria. Esse procedimento faz
com que os compostos mais hidrofilicos eluam em um tempo menor que o0s
hidrofébicos (GRELL e BUTARBUTAR, 2013) (Figura 15).
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Fonte: GRELL; BUTARBUTAR, 2013.

Depois de estabelecido o tempo de retencdo do composto de interesse, neste
estudo os peptideos Polybia-MPIl e C-Polybia-MPII, é feito um isocratico, em que
nao ha mudancga de concentragdo dos solventes polares e apolares na mistura da
fase movel (JOSIC e KOVAC, 2010, v. 251, p. 9-22).

A partir dos cromatogramas apresentados pelas figuras 3 e 4, pode-se
verificar que houve uma modificagdo na hidrofobicidade do peptideo com sua
cisteinilicdo que passou de ser eluido em uma concentracdo de 45% para 42% de
acetonicrila em agua Mili-Q com 0,1% (v/v). Ainda que apresente um valor mais
elevado e um maior cuidado de desgaseificagao da fase médvel, a acetonitrila foi
utilizada como solvente organico em vez de metanol, pois ela apresenta uma melhor
resolucdo em detecgdes com ondas de comprimento curtos, evitando a aparicao de
ruidos e picos fantasmas; realiza menor pressdo na coluna; apresenta um maior
poder de eluicao; e € mais recomendada para polimeros de colunas de fase reversa
pela afinidade por solventes organicos (SHIMADZU, 2017). Estas condi¢gbes foram
propicias para a pufiricagdo das amostras como se verifica nas figuras 5 e 6 que

mostram uma prevaléncia dos sinais m/z nestes espectros de massas.

6.2 Ensaio de dicroismo circular

Como pode-se observar na tabela 3, ha uma formacgao de 5% de hélice a em
agua para o peptideo Plybia-MPIl que aumenta essa proporcao para 50% em TFE e
59% em SDS; ja o peptideo C-Polybia-MPII apresentou 12% de a-hélice em agua,

67% em TFE e 66% em SDS, sempre havendo uma maior proporgéo de hélice no
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peptideo modificado quando comparado com sua sequéncia natural em que se
verifica um aumento de 58,34% em agua, 25,37% em TFE e 10,6% em SDS.

A conformacéo de folha- apresenta 39% da estrutura em agua, 7% em TFE
e 6% em SDS para o peptideo Polybia-MPII; sendo 31% em agua, 1% em TFE e 4%
em SDS para o C-Polybia-MPIl. Neste caso, averigua-se uma predominancia de
porcentagens estruturais do peptideo Polybia-MPIl em relagdo ao seu cisteiniliado,
pois apresenta uma porcentagem de estrutura de 20,51% maior em agua, 81,71%
em TFE e 33,33% em SDS.

Para as voltas, o peptideo Polybia-MPIl apresentou 21% de sua estrutura em
agua, 16% em TFE e 13%em SDS; o peptideo cisteinilado apresentou 23% em
agua, 5% em TFE e 13% em SDS. Nessa condi¢cao, a maior disparidade esta no
experimento feito com TFE, em que o peptideo Polybia-MPIl apresenta uma
porcentagem de estrutura 68,75% maior que a porcentagem apresentada pelo
peptideo C-Polybia-MPII; porém, também ha uma menor diferenga na condigdo de
agua em que o peptideo modificado apresentou uma porcentagem de estrutura
8,69% maior que a sequéncia natural, e a mesma porcentagem em SDS.

E as formas randémicas obtiveram uma porcentagem de estrutura de 35% em
agua, 27% em TFE e 22% em SDS para o peptideo Polybia-MPII; para o C-Polybia-
MPII, houve uma porcentagem de 34% em agua, 27% em TFE e 17% em SDS.
Observa-se uma predominancia dessa estrutura de 2,86% em Polybia-MPIl em agua

e 22,73% em SDS, sendo a mesma porcentagem em TFE.

6.3 Ensaios de antibiose e desgranulacao de mastécitos
Um peptideo é formado pela unido de varios aminoacidos através de ligagdes

amida substituida, ligacdes peptidicas. A sequéncia dos residuos de aminoacidos,
estrutura primaria, ditara a conformacdo que o peptideo adotara, estrutura
secundaria. Em outras palavras, os residuos de aminoacidos devem seguir alguns
requisitos para que possam formar hélices a, folhas B e voltas (NELSON e COX,
2014, p. 115-156).

A formacgéo de hélices a exige a presenga de residuos de aminoacidos que
apresentem os atomos de conexao da cadeia principal capazes de aceitar angulos @
e y; os radicais dos residuos adjacentes ndo devem ser de mesma carga para evitar
repulsdo; bem como radicais muito volumosos ou com formas incompativeis como

os dos aminoacidos asparagina (Asn), serina (Ser), treonina (Thr) e cisteina (Cys) os
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quais ndo devem estar em sequéncia para evitar deformagdes na hélice; os
aminoacidos prolina (Pro) e glicina (Gly) devem ser evitados por apresentar rigidez
na rotagdo da ligacdo N - Ca e demasiada flexibilidade respectivamente; e os
residuos carregados negativamente, normalmente, encontram-se na extremidade
amino terminal para estabilizar a carga positiva do dipolo da hélice, assim como
ocorre com os residuos carregados positivamente que se encontram na extremidade
carboxiterminal. Desse modo, a estabilidade da hélice € garantida pela interagao dos
radicais dos aminoacidos que estao trés ou quatro residuos adiante de forma que os
residuos carregados positivamente estejam trés ou quatro residuos dos carregados
negativamente, possibilitando a formacao de pares idnicos; residuos aromaticos sao
espacados de maneira semelhante para a formacao de interagbes hidrofébicas
(NELSON e COX, 2014, p. 115-156).

A cisteina € um aminoacido de radical polar ndo carregado, o que lhe confere
maior solubilidade em agua quando comparado com radicais hidrofobicos. A
polaridade do radical deste aminoacido é formada pela presencga do grupo sulfidrila,
podendo fazer ligagdes de hidrogénio com o oxigénio ou nitrogénio, além de ser
considerado um acido fraco (NELSON e COX, 2014, p. 115-156). Essas
caracteristicas podem explicar a possivel alteracdo de conformacdo do peptideo
Polybia-MPIl com a adicdo da cisteina, de modo que seu sitio ativo tenha sido
alterado e anulado sua atividade de antibiose em E. coli, E. aerogenes e S. aureus,
além de aumentar cerca de 38,4 vezes a MIC para a inibigdo do crescimento de S.
pneumoniae (Tabela 4) e diminuir 4,3 vezes o poder desgranulador a 250 pg/mL do

mastoparano sem a cisteina (Grafico 1).

6.4 Acoplamento e purificagao

O fluoréforo utilizado, Alexa Fluor® 488 C5 Maleimide (Figura 16), apresenta
cargas na periferia de sua molécula, o que Ihe confere certa solubilidade em agua.
Este composto reage com o grupo tiol presente na cadeia lateral da cisteina
adicionada ao Polybia-MPII e forma uma ligagao tio éter (THERMO, 2017). Na figura
17, esta representado um esquema mostrando uma sequéncia peptidica e esse

acoplamento entre o grupo tiol e uma molécula de fluoréforo.
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Figura 16: Estrutura molecular do
Alexa fluor® 488 C5 Maleimide.

Na*t

Fonte: THERMO, 2017.

Figura 17: Esquema adaptado de um peptideo ligado ao Alexa Fluor®
488 C5 Maleimide a partir da ligagao tio éter.

EINWLKLGKMVIDAL-N H,
|

Alexa Fluor A488 acoplado Cadeia peptidica

Fonte: DE SOUZA, 2009; BEST et al., 2015.

O acoplamento do fluoréforo ao peptideo C-Polybia-MPII gera uma molécula
de massa mais elevada que esses compostos separados. Essa propriedade foi
utilizada para a purificagao do peptideo acoplado com o uso da resina Sephadex G-
25 (Figura 18), em que a molécula com menor massa permeia a maioria dos poros

da resina, como € o caso do fluor6foro ndo acoplado; e o composto com maior
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massa hao entra em todos os poros da resina, passando mais rapidamente pela

coluna.

Figura 18: Esquema adaptado de uma

unidade aproximada da resina Sephadex ﬂ
G-25 Medium.
p S
w
B
.'-fﬁ\;!

Fonte: GE HEALTHCARE LIFE SCIENCES,
2006.

6.5 Microscopia de fluorescéncia

As células sanguineas normais apresentam uma certa assimetria fosfolipidica,
de modo que o folheto exterior de suas membranas plasmaticas apresenta,
predominantemente, fosfatidilcolinas e esfingomielinas; e o folheto interno
fosfatidiletanolaminas e fosfatidilserinas. O composto annexin V, utilizado para corar
a membrana celular dos mastoécitos deste trabalho, liga-se preferencialmente em
cargas negativas como as da fosfatidilserinas que, como dito anteriormente, estao
principalmente no folheto interno da membrana plasmatica. Quando ha uma
desorganizagao da membrana, a fosfatidilserina é externalizada como parte do
mecanismo de troca de fiosfolipideos, conhecido como flip-flop, o que permite a
membrana plasmatica ser corada pela annexin V (KOOPMAN, 1994, v. 84, n. 5, p.
1415-1420).

O iodeto de propidio é um intercalante molecular de DNA, deixando este com
uma coloracdo vermelha. Este composto somente consegue entrar na célula e
realizar sua marcagdo quando a membrana plasmatica apresentar certa
permeabilidade, pois se trata de um marcador de DNA com elevado peso molecular
gue nao consegue permear a bicamada lipidica por causa do seu tamanho (STUNM
et al., 2010). Além disso, esse intercalante também necessita que o peptideo de
interesse permeabilize de alguma maneira o envoltorio nuclear. Desse modo,

consegue-se diferenciar células viaveis daquelas que apresentam inicio de
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desorganizagdo membranar, que apresentam apenas uma marcagao verde da
annexin V devido a externalizagdo da fosfatidilserina, assim como as células em que
0 processo de desorganizagao esta mais avangado que permite a entrada do iodeto
de propidio (Pl) onde se observa a marcagcdo verde da membrana plasmatica e

vermelha do material genético (Figura 19).

Figura 19: Microscopia de fluorescéncia de earty apopiotic ool T ——
hepatdcitos em diferentes estagios de apoptose e
necrose marcados com annexin V e PIl. Na célula
de inicio de apoptose se observa o comego da
desorganizagao membranar em que a
fosfaditilserina comega a ser externalizada,
permitindo a ligagdo com a annexin V resultando
na coloracdo verde de toda a célula. Os estagios
mais avancados de apoptose e necrose Rl
apresentam uma coloragdo verde mais intensa,
demonstrando uma maior desorganizacdo na
membrana plasmatica que ¢é evidenciada pela
entrada do Pl que marca o material genético de
vermelho.

apopiotic mizropartches

N

Fonte: STUNM et al., 2010.

E possivel observar na figura 20 que as fosfatidilserinas também estéo
presentes, ainda que em menor propor¢cdo, no folheto externo da membrana
plasmatica de mastdcito pela formacédo de um anel ao redor da célula que, depois do
primeiro contato com mastoparanos, comeg¢a a desorganizagdo membranar
evidenciada pela coloragao mais uniforme de toda a superficie celular e, apés um

maior tempo de incubacao ocorre a lise celular.
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Figura 20: Foto de microscopia de fluorescéncia de mastécitos intactos (esquerda),
incubados por 5 min com um mastoparano (meio) e depois de 10 min de incubagao
com o mastoparano (direita), sendo corados com annexin V.

Fonte: NAKAYAMA, 1994.

A desorganizacdo membranar evidenciada pelas figuras 11 a 13 corroboram
com a hipétese de Rocha et al. (2008, v. 71, n. 3, p. 220-229), de que o
mastoparano Polybia-MPIl poderia causar a formagdo de poros como uma
consequéncia de uma perturbagao fisico-quimica da membrana plasmatica, que
pode ser vista na figura 11 pela coloragao verde do mastdcito devido a mudancga de
posicdes das fosfatidilserinas do folheto interno para o externo, por uma
movimentacao do tipo flip-flop, possibilitando a ligagcdo do corante annexin V com
essa molécula. Na figura 12 pode-se verificar a entrada do intercalante molecular
iodeto de propidio pelos poros formados, ja que apresenta massa molecular muito
elevada para permear a membrana plasmatica intacta e corar o material genético de
vermelho como visto nesta figura (STUNM et al., 2010).

O disturbio fisico-quimico pode estar relacionado com uma mudanca
conformacional do peptideo para hélice a mesmo em meios aquosos, o que |he
confere uma natureza anfifilica que possibilita a interacdo de sitios alifaticos da
molécula com o interior hidrofébico da membrana. Essa interacdo causaria um
aumento consideravel da permeabilidade as substancias hidrofilicas e da atividade
da fosfolipase A2 citosdlica (ROCHA et al., 2008, v. 71, n. 3, p. 220-229), o que
explica a entrada do peptideo Polybia-MPII na célula vista nas imagens obtidas por

microscopia de fluorescéncia (figura 13C).

7 CONCLUSOES

Foi utilizada a técnica de sintese manual de peptideo em fase sdlida por
estratégia Fmoc com resultados esperados. Apds os experimentos de purificagéo
utilizando um sistema HPLC e analises para controle de qualidade das preparacgdes,
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como espectrometria de massas, concluimos que as amostras obtidas estavam
dentro de padrdo esperado para serem submetidas as analises subsequentes
propostas neste projeto.

Assim como a reducdo nas atividades biologicas de antibiose e
desgranulagdo de mastécito do peptideo modificado (C-Polybia-MPIl) em relagéo a
sequéncia natural, a ndo execugao dos testes bioldégicos com o peptideo conjugado
ao fluoréforo devido ao seu alto custo ndo foi um empecilho para a continuagao do
projeto, uma vez que conseguimos detectar a interagdo do mastoparano com a
célula, corroborando com a teoria de formacédo de poro proposto por Rocha et al.
(2008), que possibilitaria a entrada do peptideo no interior da célula, atingindo a

regiao citoplasmatica.
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