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RESUMO

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

a formagao de poros.

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

Unica.



ABSTRACT

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

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

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



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Secdo transversal da membrana com proteinas inseridas na bicamada fosfolipidica
proposto por Singer e Nicholson. Ampliado a estrutura de um fosfolipidio genérico que compde
a membrana. Imagem modificada de https://openstax.org/details/books/biology..................... 20

Figura 2 - Esquema representativo de membranas de bactérias Gram-positivas e Gram-
Negativas. Modificado de http://www.sigmaaldrich.Com............ccceevcuvieriieiniieeciie e 21

Figura 3 - Exemplos de mudangas nos aspectos fisicos das membranas devido as variedades de
lipidios. Modificada de (HOLTHUIS; MENON, 2014).....cccuviiiiiiiriieeiie e 22

Figura 4 - Diagrama esquematico do principio de uma medida usando uma suspensao de LU Vs.
Modificado de (YAMAZAKI, 2008)........ueiiiiieeiiiieeiie ettt et evee e 23

Figura 5 - Diagrama esquematico do principio do método de GUV unica. Modificado de
(YAMAZAKI 2008)......eeuieuiieiieiinienteiistentet ettt ettt ettt ettt sttt 24

Figura 6 - Representagcdo dos mecanismos de agdo dos peptideos antimicrobianos. Adaptado de
(PASUPULETIL, SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012)..c.ccitiiiiiieieieieieieieeie e 26

Figura 7 - Estruturas dos fosfolipidios utilizados. Figura adaptada de http://avantilipids.com.29
Figura 8: Imagem de um extrusor. Figura adaptada de www.avantilipids.com........................ 30

Figura 9 - Experimento de DLS. (A) Representacdo de producdo de perfis de interferéncia
decorrente do espalhamento de luz coerente por particulas em suspensdo. (B) Intensidade
detectada em funcdo do tempo devido ao deslocamento das particulas. (C) Grafico da curva de
auto correlacdo de intensidade espalhada em fung¢do do tempo. Figura adaptada de (
DIALETACHI, 2017) ettt st ettt ettt s 31

Figura 10 - Configuragdo do feixe duplo. Modificado de (ELGHRAOUI; LO; DIEGO, 2010).33

Figura 11 - Luz polarizada circularmente sentido horério. (A) Os vetores campo elétricos de
feixes polarizados ortogonalmente 90 © fora de fase. (B) Os componentes x e y sao mostrados
nos pontos ao longo do eixo z rotulados 1 a 4, com seus respectivos vetores resultantes. (C) As
somas vetoriais em (B) foram projetadas em um plano normal ao sentido z, demonstrando que
a ponta do vetor elétrico segue um caminho circular quando visto ao longo da diregdo de
propagacdo. (D) A luz polarizada circularmente representada, mostrando o vetor elétrico como
uma fungdo da posi¢ao ao longo da direcdo de propagagdo. Note que a ponta do vetor elétrico
forma uma hélice destra. Figura adaptada de (FASMAN, 1996).......ccccooveviieiiiniienieniieeene 34

Figura 12 - (A) Componentes circularmente polarizadas Ex (no sentido horario em vermelho)
e Ea (no sentido anti-horario em azul) com magnitudes diferentes que resultam em uma luz



elipticamente polarizada (elipse em verde). (B) Elipticidade, tangente obtida pela razdo entre o
menor e do maior eixo da elipse. Adaptado de (VERLY, 2010)......cccceeviiniieniienienieeiiee 35

Figura 13 - Espectros de dicroismo circular caracteristicos para peptideos estruturados.
Adaptado de (ALVES, 2012)..c..ciiiiiiieieeie ettt ettt ettt sae e s te e e snveesaeenaeens 36

Figura 14 - Diagrama de Jablonski representando os processos de excitacdo € emissao
eletronica. No lado esquerdo do diagrama estdo os estados de singleto (esses estados mantém
os estados de rotagdo combinados + Y2 e -2 dos elétrons). So € o estado fundamental. Sy e S
sdo estados singulares excitados. A direita do diagrama estéio os estados de tripleto em que um
elétron, impulsionado para um novo orbital também sofreu uma reversdo subsequente na
rotagdo, de modo que um par de elétrons esteja paralelo. Figura adaptada de (LICHTMAN;

CONCHELLO, 2005).....utetteteettenteeiesitesie ettt sttt ettt sttt et s bt et s seeenbeeaeenbeenees 39
Figura 15 - Esquema de vazamento de vesiculas com um marcador que apresenta
autossupressao. Adaptado de (NASCIMENTO; DO, 2014)......ccciiieeiiieeiee e eiee e 41
Figura 16 - Esquema do método para induzir interagdo de substancias com uma Unica vesicula
gigante. Modificada de (TAMBA; YAMAZAKI, 2005).......cceeiiieeiiieeieeeieeeie e 43
Figura 17 - Microscopio invertido Olympus IX71.......cccoviiiiieiiiiiiieeieeeeeeeeeeee e 44

Figura 18 - A luz do condensador passa pela fenda e ilumina amostra. Subsequentemente, a luz
¢ desviada para as partes opacas ou transparentes do modulador, produzindo uma impressao de
imagem tridimensional, semelhante a um relevo. Modificado de
https://WWW.1e1CamICTOSYSTEMS.COML...eitiriiiriieieerieeiie sttt ettt ettt ettt seeesbe e saeenees 44

Figura 19 - Esquema e componentes de um microscopio invertido de fluorescéncia. Adaptado
de https://Www.olympuslifeSCIENCE.COML...c.uuiiiiiieeiiieeciie ettt ettt eree e s 46

Figura 20 - Espectros de dicroismo circular, elipticidade molar em fun¢ao do comprimento de
onda, (A) dos peptideos H-MP1 (simbolos preenchidos) e MP1 (simbolos abertos) a 10uM, em
tampao pH 7,4 (preto), 6,4 (azul) e 5,5 (cinza); (B) H-MP1 na presenca de vesiculas de
POPC:POPG e (C) MPI na presenca de vesiculas de POPC:POPG. As concentragdes de
vesiculas apresentadas sdo 50uM (vermelha), 100 uM(verde) e 300 uM (rosa) em pH 5,5.....52

Figura 21 - Espectros de dicroismo circular dos peptideos na presenca 300uM de
LUVsde7POPC: 3POPG em tampao pH 7,4 (azul), 6,5 (verde) e 5,5 (vermelha) (A) 10 uM H-
MP1 € (B) 10 UM MP L.ttt ettt sttt e s e saesneeneeneas 54

Figura 22 - Isotermas de adsor¢do: elipticidade molar normalizada em 222 nm em fungdo da
concentracao de lipidios; a linha sélida ¢ obtida pelo ajuste da equagao nao linear Equagao 12),
para o peptideo (A) 10 uM de H-MP1 e (B) 10 uM de MP1 nos pHs 5,5 (tridngulo), 6,5
(circulos) € 7,4 (QUAATAAOS)......eeiuieeiieiieeieeiie ettt ettt et et e et e et e et e sabeebeeenseenneas 54



Figura 23 - (A) Constante de paricio kp (10> M!) em funcdo do pH da solugdo, obtidas por
titulagdes com vesiculas de 7POPC:3POPG. (B) Fragao de hélicei nduzida nos peptideos pela
interacdo com as LUVs de POPC:POPG na razado [P]/[L]= 0,02 ¢ fragdo maxima de hélice
obtida a partir dos valores do ajuste dos dados eXperimentais.............ccceereeereieerieeneeecreennnennn. 55

Figura 24 - Potencial zeta (mV) em funcao do pH. Valores obtidos por medidas de potencial
zeta de 50 uM de LUV formada por POPC:POPG e das vesiculas na presenca e 5 uM de H-
IMPT € IMP ...ttt ettt ettt e a e et e et et e e s e e st e be e st e sseensesneenseennens 56

Figura 25- Graficos de Stern-Volmer dos peptideos MP1(5uM) e H-MP1(5uM). Supressao da
fluorescéncia do triptofano por acrilamida em tampao e na presenca de 500 uM de LUVs
compostas por POPC:POPG. As linhas continuas s3o os melhores ajustes obtidos com a
equacdo de Stern-Volmer para supressao estatica. (A) pH 7,4 e (B) pH 5,5...ocevieeciieninennne 57

Figura 26 - Cinética de vazamento de calceina de 50 uM de LUVs compostas por POPC:POPG
com adi¢cdo do de 2,5 uM de MP1 e H-MP1 em pH 7,4 € 5,5....cccoviieiiieiieeeieeeeeeeeeeen 59

Figura 27 - (A) Curvas de dose-resposta da atividade litica de H-MP1 (simbolos preenchidos)
e MPI1(simbolos abertos) em pH 5,5, 6,5 ¢ 7,4 na presenca de 100 uM de vesiculas a 25 °C
depois de 10 min de interagdo com os peptideos; (B) Valores de concentracdo de peptideo
necessaria para que ocorra o vazamento de 50% do conteudo da LUV (ECs0)....cccevevevennnnee. 60

Figura 28 - Efluxo de calceina de uma tnica vesicula gigante de 7POPC: 3POPG induzido por
10 uM de H-MP1 em pH 7.4., 6,5 ¢ 5,5. (A) Imagem de contraste de fase antes de iniciar a
adi¢do do peptideo, (B) Imagem de fluorescéncia do marcador rodamina-PE antes da adi¢do do
peptideo, (C) Imagens de fluorescéncia da GUV obtidas ao longo do tempo, ap6s o inicio da
injecdo de H-MPI1, (D) Membrana marcada por rodamina-PE depois da perda total de
fluorescéncia no interior da GUV e (E) Imagem de contraste de fase apos perda total de
fluorescéncia no interior da GUV. A barra de escala de 20 pm.........ccecvveeevieeeieeecieeeieeenen. 61

Figura 29 - Efluxo de calceina de uma unica vesicula gigante de 7POPC: 3POPG induzido por
10 uM de MP1 em pH 7,4 ¢ 5,5. (A) Imagem de contraste de fase antes de iniciar a adi¢do do
peptideo, (B) Imagem de fluorescéncia do marcador rodamina-PE antes da adi¢ao do peptideo,
(C) Imagens de fluorescéncia da GUV obtidas ao longo do tempo apos o inicio da injecdo do
peptideo MP1, (D) Membrana marcada por rodamina-PE depois da perda total de fluorescéncia
no interior da GUV e (E) Imagem de contraste de fase apos perda total de fluorescéncia no
interior da GUV. A barra de escala de 20 [M.........cccoeeviiieiiiieiiieecee e 62

Figura 30 - Curso temporal da altera¢dao da concentracao de calceina encapsulada obtido pelas
medidas de intensidade de fluorescéncia do GUVs de POPC:POPG (estrela) e da GUV ao
interagir com 10uM de H-MP1 nos pHs 5,5 (triangulo), 6,5 (circulos) e 7,4(quadrados)........ 63

Figura 31 - (A) Sequéncia temporal das imagens de contraste de fase de uma GUV tnica
composta por 7POPC: 3POPG durante a inje¢ao de 4uMde H-MP1 no pH 5,5. A barra azul na
primeira imagem corresponde a 20pum. (B) Nivel de cinza em funcdo da distancia calculado
através do equador das imagens correspondentes em (A) pelo software IMAGEI................... 64



Figura 32 - Tempo de retardo em fungdo da concentragdo de peptideo injetado proximo a
vesicula (A) H-MP1 e (B) MP1 nos pHs 5,5 (tridngulos), 6,5 (circulos) e 7,4 (quadrados). Os
valores de tempos sdo valores médios calculados em um conjunto de pelo menos 15GUVs...65

Figura 33 - Histogramas de vazamento de GUV. Histogramas de vazamentos fracionarios para
20 GUVs independentes de POPC:POPG apos 50s do inicio da inje¢do de 10uM(A) de MP1 e
(B) de H-MP1 em pH 7,4 (barras prestas) e pH 5,5 (barras cinzas). As GUVs individuais estao
ordenadas da esquerda para a direita do menor para a maior % de vazamento........................ 66

Figura 34 - Dependéncia log-linear da concentragdo de calceina no interior da GUV em fungao
do tempo contabilizado apés o tempo de retardo: -R/3In(c) (10°°) vs t (s), induzido por10 pM
de MP1 (simbolos abertos) e 10 uM de H-MP1 (simbolos fechados) em GUVs de 7POPC:
3POPG nos pHs 7,4 (quadrados), 6,5 (circulos) € 5,5 (tridngulos)........ccccecveeerreeenieeenieeennenn. 66

Figura 35- Permeabilidade média induzida em fun¢do da concentragdo de MP1 calculada a
partir da analise das imagens de GUVs independentes de POPC:POPG em pH 7,4 gravadas por
microscopia de fluorescéncia (no minimo 15 GUVs) e microscopia de contraste de fase (no
MINIMO BGUVS)..iiiiiiiiiiiecee e et e ettt e et e e e tae e s ta e e s aaeesaseeesaaeeesaseeensseeesseeanns 67

Figura 36 - Permeabilidade media induzida em fun¢do da concentragdo de peptideo nos pHs7,4,
6,5 ¢ 5,5 obtida das imagens de microscopia das GUV de POPC:POPG sob fluxo constante de
(A) H-MP1 e (B) MP1. Valores médios calculados para um conjunto de no minimo 15 GUVs.68

Figura 37 - Imagens em sequéncia temporal da interacdo do MP1 com GUVs compostas de
7POPC: 3POPG em pH 7,4. A primeira sequéncia de cada figura ¢ obtida pela visualizacdo da
vesicula por microscopia de fluorescéncia. Nesse caso, a primeira e a Ultima imagem dessa
sequéncia sdo obtidas antes e apds a interagdo do peptideo, respectivamente. A segunda
sequéncia ¢ obtida pela visualizagio por microscopia de contraste de fase. (A) E possivel
observar o aparecimento de um macro poro na membrana, seguido de diminui¢do do raio da
GUYV concomitante com o vazamento do corante encapsulado. (B) Além da perda do corante
encapsulado, a vesicula apresenta regidoes mais densas na sua membrana e (C) explosao da
vesicula acompanhada da formacdo de massa amorfa provavelmente de fosfolipidios e
J075] 018 16 [T 1SR 68

Figura 38 - Porcentagem de modificagcdes observadas nas GUVs durante a interacdo entre os
peptideos 10 uM de H-MP1 e 10 uM de MP1 com vesiculas de POPC:POPG em pH 7,4 ¢
5,5.Porcentagem de GUVs que sofreram a ruptura na bicamada lipidica est4 representada na
cor branca, GUVs tiveram o conteudo interno vazado sem modifica¢des visiveis na bicamada
lipidicas representadas de cinza claras, GUVs que durante o vazamento apresentaram regides
mais escuras na bicamada (dominios) em cinza escura e vesiculas que tiveram redu¢ao do raio
durante o vazamento €m azul Claro.............oooiiiiiiiiiiiiii e 70

Figura 39 - Porcentagem de modificagdes observadas nas GUVs durante a interagao entre os
peptideos 6 uM de H-MP1 e 6 uM de MP1 com vesiculas de POPC:POPG em pH 7,4 ¢ 5,5.
Porcentagem de GUVs que sofreram a ruptura na bicamada lipidica esta representada na cor



branca, GUVs tiveram o conteudo interno vazado sem modificagdes visiveis na bicamada
lipidicas representadas de cinza claras, GUVs que durante o vazamento apresentaram regides
mais escuras na bicamada (dominios) em cinza escura, GUVs que tiveram reducdo do raio
durante o vazamento em azul claro e GUVs onde nenhuma modificagdo foi observada durante
o periodo do experimento representadas na cor amarelo...........c.eeeveeeciieeiiieeniie e 71

Figura 40 - Espectro de dicroismo circular, elipticidade molar versus comprimento de onda para
os peptideos H-MP1 (simbolos preenchidos) e MP1 (simbolos abertos) a 10uM,em tampao
(preto) e apds o equilibrio, com LUVs de POPC:POPS a 50 uM (vermelha), 100 uM (azul) e
300 UM (Verde) @M PH 5,5...cceiiiiieeie ettt ettt sttt e eneeas 72

Figura 41 - Espectro de dicroismo circular de 10 uMH-MP1 (simbolos preenchidas) e 10 uM
MP1(simbolos vazios) apds 3 min da interagdo com 300uM de LUVs composta por (A)
POPC:POPS; (B) POPC:POPS:POPE e (C) POPC:POPE em tampao pH 7,4 (preto), 6,5 (azul)
L T I (611 V4 ) USRS 73

Figura 42 - (A) Isotermas de adsor¢ao: elipticidade molar normalizada em 222 nm em fungao
da concentragao de lipidios. A linha continua foi obtida pelo ajuste da equagdo nao linear. (A),
(B) e (C) 10uM H-MPI; (D), (E) e (F) 10uM MP1. As LUVs sao compostas por POPC:POPS,
POPC:POPS:POPE e POPC:POPE nos pHs 7,4 (quadrado), 6,5 (circulo) e 5,5 (tridngulo)....74

Figura 43 - Constante de particio (10> M) em funcio do pH, obtidas pelo ajuste dos dados de
CD das titulagdes dos peptideos (A) H-MP1 e (B) MP1 com vesiculas de POPC:POPS (cinza),
POPC:POPS:POPE (cinza claro) € POPC:POPE (branco)...........cccccveevvieecieeeeieeeiee e 74

Figura 44 - Fracgao helicoidal dos peptideos (A), (B) e (C) H-MP1 e (D), (E) e (F) MP1 em
funcdo do pH, na presenga de LUVs compostas por POPC:POPS, POPC:POPS:POPE e
POPC:POPE. As fragdes helicoidais calculadas a partir dos dados experimentais de dicroismo
circular no maximo (saturagdo) em 500uM de lipidios ([P]/[L]=0,02) e fracdo de hélice
maxima, calculada pelos parametros obtidos das isotermas de Langmuir..............ccccoeeeneennee. 75

Figura 45 - Potencial zeta (&) de vesiculas lipidicas na presenca de SuM de MP1(barras
listradas) e SuM de H-MPl1(barras cinzas escuro) em fun¢do do pH do meio. Vesiculas
compostas por (A) 9POPC:1POPE, (B) 8POPC:2POPS ¢ (C) 7POPC:2POPS:1POPE............ 76

Figura 46 - Graficos de Stern-Volmer dos peptideos H-MP1 (A e B) e MP1 (C e D). Supressao
da fluorescéncia do triptofano por acrilamida em tampao e na presenca de LUV's compostas por
POPC:POPS (triangulos), POPC:POPE (triangulo invertido) ¢ POPC:POPS:POPE (circulo).
As linhas continuas sao os melhores ajustes obtidos com as equacdes de Stern-Volmer para
supressao estaticanos pHs (Ae C)pH 7,4 e (Be D) pH 5,5.ccc i 78

Figura 47 - (A)Curvas de dose-resposta da atividade litica de H-MP1 (simbolos preenchidos) e
MP1(simbolos abertos) em pH 5,5 ¢ 7,4 na presencga de 100 uM de LUVs de POPC:POPS a
25 °C, depois de 10 min; (B) Valores de concentragdo de peptideo necessaria para que ocorra o
vazamento de 50% do conteudo encapsulado na LUV (EC50).....cccverieeiienienieeiienieeieeien 80



Figura 48 - Efluxo de calceina de uma tnica vesicula gigante de 8POPC: 2POPS induzido por
10 uM de H-MP1 em pH 5,5. (A) Imagem de contraste de fase antes de iniciar a adi¢do do
peptideo, (B) Imagem de fluorescéncia do marcador rodamina-PE antes da adi¢ao do peptideo,
(C) Imagens de fluorescéncia da GUV obtidas ao longo do tempo apds o inicio da injecdo de
H-MP1, (D) Membrana marcada por rodamina-PE depois da total perda de fluorescéncia no
interior da GUV, (E) Imagem de contraste de fase apos total perda de fluorescéncia no interior
da GUV e (F) Imagens de contraste de fase de outra GUV independente da primeira, obtidas ao
longo do tempo apds o inicio da injecdo de H-MP1. A barra de escala de 20 pm.................... 81

Figura 49 - Tempo de retardo médio em funcdo da concentragdo de peptideo. Experimentos
realizado com a injecdo de H-MP1(simbolos preenchidos) e MP1 (simbolos abertos) nas GUVs
compostas por (A) POPC:POPS, (B)POPC:POPS:POPE e (C)POPC:POPE, nos pHs 7.4
(quadrado) € 5,5 (LIANGULO).....eeevieiiieiieeie ettt ettt ettt esabe e b e enseenseas 82

Figura 50 - Interacao de GUV's de POPC:POPS (8:2) nos pHs 7,4 (quadrados), 6,5 (circulos) e
5,5 (triangulos). Concentracdo de H-MP1 10 uM. (A) Concentragdo de calceina no interior da
GUV em fungdo do tempo, calculada pela Eq. (Equagdo 17), durante a inje¢cao de H-MP1. (B)

Dependéncia log-linear da concentracao de calceina no interior da GUV em fungdo do tempo:
-R/3In(c) (10°%) vs t (s) induzido por MP1 (simbolos abertos) e H-MP1 (simbolos fechados).83

Figura 51 - Histogramas de vazamento de GUV. Histogramas de vazamentos de GUVs
individuais apds 50 segundos do inicio da inje¢do de 10 uM de MP1 (A) e 10 uM de H-MP1
(B) nos pHs 5,5 (barras cinzas) e 7,4 (barras pretas). GUVs individuais estdo ordenadas da
esquerda para a direita do menor para a maior % de vazamento. As composicdes lipidicas sdo
(Al) e (B1) POPC:POPS, (A2) e (B2) POPC:POPS:POPE e (A3) POPC:POPE..................... 84

Figura 52 - Permeabilidade media induzida por H-MP1(A), (B) e (C) e MP1 (D), (E) e (F) nos
pHs 7,4 (quadrado preto) e 5,5 (tridngulo cinza) obtida a partir dos dados de GUV compostas
por POPC:POPS, POPC:POPS:POPE € POPC:POPE..........ccccooiiiiiiiiniieeeeeeeeeee 85

Figura 53 - Porcentagem de modificagcdes observadas nas GUVs durante a interacdo entre os
peptideos 10 uM de H-MP1 e 10 uM de MP1 com vesiculas de POPC:POPS em pH 7,4 ¢
5,5.Porcentagem de GUVs que sofreram a ruptura na bicamada lipidica esta representada na
cor branca, GUVs tiveram o conteudo interno vazado sem modifica¢des visiveis na bicamada
lipidicas representadas de cinza claras, GUVs que durante o vazamento apresentaram regides
mais escuras na bicamada (dominios) em cinza escura, GUVs que aumentaram o raio durante
a observacdo e GUVs que tiveram reducao do raio durante o vazamento em azul-claro ........ 86

Figura 54 - Porcentagem de modificagcdes observadas nas GUVs durante a interacdo entre os
peptideos 10 uM de H-MP1 e 10 uM de MP1 com vesiculas de POPC:POPS:POPE em pH 7.4
e 5,5.Porcentagem de GUVs que sofreram a ruptura na bicamada lipidica esta representada na
cor branca, GUVs tiveram o contetudo interno vazado sem modificagdes visiveis na bicamadas
lipidicas representadas de cinza claras e GUVs que durante o vazamento apresentaram regides
mais escuras na bicamada (dominios) €m CINZA ESCUTA.........c..eeeveeerreeerreeerireeeieeeereeenree e 87



Figura 55 - Porcentagem de modificagcdes observadas nas GUVs durante a interagdo entre os
peptideos 10 uM de H-MP1 e 10 uM de MP1 com vesiculas de POPC:POPE em pH 7,4 ¢
5,5.Porcentagem de GUVs que sofreram a ruptura na bicamada lipidica est4 representada na
cor branca, GUVs tiveram o contetudo interno vazado sem modificagdes visiveis na bicamadas
lipidicas representadas de cinza claras e GUVs onde nenhuma modificacdo foi observada
durante o periodo do experimento representadas na cor amarelo..........ccceeeeveeeeeiieeeieeeeeeennnen. 88

Figura 56 - Fracao de GUVs de 8POPC:2POPS intactas obtidas dos histogramas para 10uM
MP1 (simbolo aberto) e10uM HMP1 (simbolo fechado) em pH 5,5. A linha continua representa
UM QJUSTE TIUIMETICO. .. vveentieeitieriieeteeetteesteestteeteessteesseesseesaseeseeanseenseessseenseesnseenseesnseenseesnseenseesnns 94

Figura 57 - Intensidade da fluorescéncia no interior da GUV normalizada em escala logaritmica
€M FUNGAO O tRIMPO...cueiieiiieiiieiii ettt ettt ettt e et e ebe et e e beesaaeenbeessaeenseannnas 96



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Raios hidrodindmicos (nm) medidos por DLS de 50uM de LUVs nas composi¢des
7POPC:3POPG, 8POPC:2POPS, 9POPC:1POPE e 7POPC:2POPS:1POPE nos pHs 5,5 ¢

Tabela 2- Potencial zeta (§) e Potencial de superficie (Wo) das LUVs, calculados a partir dos
resultados experimentais de potencial zeta usando camada de cisalhamento de 2A da superficie.
Os desvios padrao foram obtidos a partir de, pelo menos, trés medigoes.........eevvvveercreeerereennee. 50

Tabela 3- Fragdes de protonacdo do acido aspartico, histidina e N terminal, calculados pela
Equacdo 22 com os respectivos potenciais de superficies. Carga efetiva dos peptideos (zer) H-
MPT € MPT @M.ttt sttt sttt 51

Tabela 4- Raio hidrodindmico medido por DLS de 50 uM de LUV's compostas por POPC:POPG
e 50 uM de LUVs apo6s 3 min na presenga de 5 uM de MP1 e H-MP1.........ccoccvvviininannnen. 57

Tabela 5- Constantes de supressdo de Stern-Volmer para SuM de MP1 e H-MP1 em solugdo
150mM de NaCl e relacao entre as constantes de Stern-Volmer na presencga de 500uM de LUV
compostas por POPC:POPG e em s0lugao Ksvi/KSvs.....ueeveuiieriiiiniiieniieeieeeeee e 58

Tabela 6- Raio hidrodindmico (nm) medidos de 50uM LUVs compostas por 9POPC:1POPE,
8POPC:2POPS e 7POPC:2POPS:1POPE na presenga de 5 uM de MP1 e de H-MP1 em solugdo
150MM NaF 10S PHS 5,5 € 7,4 ..o eeeeeeeee ettt ettt ettt e saaeeeas 77

Tabela 7- Relacdo entre as constantes de supressdo de Stern-Volmer de S5uM dos peptideos
MP1 e H-MP1 em solugdo 150mM de NaCl, pH 5,5 e 7,4 (Ksvs) e na presenga de 500uM de
LUVs em diferentes cOmposicOEs (KSVL)...veeoveerieeriiiiieiiieiieeie ettt 79

Tabela 8- Constante cinética de formacdo de poro k, (s!) induzidas pelos peptideos MP1 e
HMP1 em GUVs em pH 7,4 ¢ 5,5. Valores médios calculados em conjunto de no minimo 15

Tabela 9 - Constantes de vazamento iniciais e finais obtidas pelos ajustes dos graficos de In
(I/To) em fun¢do para as diversas composi¢des de bicamada lipidica com 10 uM de peptideo
NOS PHS 5,5 € 7,4 ettt ettt ettt e ettt e st e e 97



CDh
GUVs

Kleak

Kp
Ksv
LUVs
MLVs
Pm
POPC
POPE
POPG
POPS

Rhod-PE

SUV

Trp

LISTA DE ABREVIATURAS

Dicroismo Circular

Vesiculas unilamelares gigantes

Constante de vazamento

Constante de parti¢ao

Constante de formacao de poros

Constante de Stern-Volmer

Vesiculas unilamelares grandes

Vesiculas multilamelares

Permeabilidade média
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-fosfatidilcolina
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-fosfatidilglicerol
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina

1,2-dioleoil-sn-glycero-3-fosfoetanolamina-N-(  lissamina
sulfonil)

Vesiculas unilamelares pequenas

Triptofano

rodamina



Sumario

1. INTRODUGAOQ ..cuueeeecrererenenenenenenesesesesesesesesesesesssesesesssesesssesssssesssssssessssssssssssssssssssssssssses 17
1.2 Desenvolvimento tEOTICO ...c.uiiiirtieiiriieiieie ettt ettt e 19
1.2.1 Membranas biolOZICAS .......ccuieuieriiiiieeiieeiee ettt et ettt seae et e saeeenaee e 19
| o< o1 16 (<o PSPPSR 24

2. OBJETIVOS uoiiiceinennuinsnnsessanssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 28
3. MATERIAIS E METODOS ......cuoueeereeersissessessessessessessesssssessssssssessessessessessessesssssssessesses 29
3T IMALETIALS .ottt ettt ettt et sb ettt s b et e bbbt et eb e bt et eae e bt et et e b enees 29
3.2 IMIELOAOS ...ttt ettt ettt e b e a e et e e naee e b e eaee 30
3.2.1 Preparacao de vesiculas grandes (LUVS) .....cocvuiieciiieiiieciiecceeeee e 30
3.2.2 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)........cccoviiiiiiiiiiiicieeeeeeeeee e 30
3.2.3 POENCIAL ZETA ...ttt 32
3.2.4 Dicroismo Circular (CD) ......oocviiiiiieeeiie ettt e e 34
3.2.5 Espectroscopia de flUOTESCENCIA. ........eevuiieiiiriiieiieeie et 38
3.2.5.1 Supressao do triptofano por acrilamida...........cccceeeeciieiiiieeriiieeciee e 40
3.2.5.2 Vazamento de vesiculas por fluorimetria..........ccceeeeveeeeiieenieeesiie e 41
3.2.6 Preparacdo e observacgdo de vesiculas gigantes (GUVS)......cccocievieriiieniienieeneenne 42
3.2.7 Atividade litica dos peptideos em vesiculas tnicas (GUVS)......ccccceevveevciveenneeenee. 42
3.2.8 MICTOSCOPIA OPLICA ..veeeuerieeiiieeiieeeiieeeteeesteeesteeeseteeeaseesssaeesssaeessseeessseeensseesnsseennnns 43
3.2.8.1 Microscopia de contraste de fase........cceeceeriieiieiiienieeieee e 44
3.2.8.2 Microscopia de fIUOTESCENCIA .......eeeeuriieiiiieeiiie e e et ee e aee e e 45
3.2.9 Anadlises das imagens das GUVS .......cccvieriiiiiiiiieiie e e 46

4. RESULTADOS ...uuiitiiintinsnininsissssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 49
4.1 Caracterizagao dOS SISEEIMAS ........ccceeiuiieeeeiiiieeeeittieeeeeireeeeeeteeeeeeitaeeeeeeraeeeeeaaseeeeeasseaaeas 49
4.2 Interacdo entre os peptideos e membranas formadas por POPC:POPG (7:3)................ 52
4.2.1 Espectroscopia de Dicroismo circular (CD).......cceevviieiiieeiiieeiieeciee e 52
4.2.2 Medidas de tamanho e potencial Zeta...........c.ceeecveieriiiieniiieeciie e 55
4.2.3 Supressao da emissao de fluorescéncia do triptofano por acrilamida...................... 57
4.2.4 AtIvIdade LItICA ....eoviriiiiieiiiieieeies et 58
4.2.4.1 Vazamento de LUVs seguido por flTuorimetria .........ccceeeeveeevieeeceeesciieeeie e 59
4.2.4.2 Vazamento observado por microSCOPia OPtiCa.........eecueeruieerurenveeiieerieeineenereenens 61

4.3 Interacdo entre os peptideos e membranas de diferente composicoes...........cccveervvenenn. 72
4.3.1 Espectroscopia de Dicroismo circular (CD)......ccceeevviieiiieeiiieeiieeieeeeee e 72
4.3.2 POENCIAL ZEA.....cuveiiieiieiieieeiteteee ettt et 76

4.3.3 Supressao da emissao de fluorescéncia do triptofano por acrilamida...................... 77



434 ALIVIAAAE LIEICA et e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeeeannnan 79

4.3.4.1 Vazamento de LUVs seguida por Fluorimetria...........cccceeevveeviiveenciienciee e, 79
4.3.4.2Vazamento de GUV observado por microscopia Optica ........eccueeeveerureerveeneveenenne 81
5. DISCUSSAO 89
6. CONCLUSOES........cuiminniuncnscisssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 101

REFERENCIAS ...cooueetenteresssessessesssssssssessesssssssssssessesssssssssessesssssssssassassssssssessessasssessassessens 103



17

CAPITULO 1

1. Introducao

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

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

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

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

relativamente baixa, assim como apresentam risco de recorréncia (HARRIS et al., 2011).



18

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.2 Desenvolvimento teorico

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

os lipidios e as proteinas (WATSON, 1971).

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

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

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

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

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

(ZWAAL; COMFURIUS; BEVERS, 2005).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

varios tipos de estadgios dessas mudancas (Figura 4).

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

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

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

da técnica de microscopia Optica.

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

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

diferentes experimentos para obter essas informacoes.

1.2.2 Peptideos

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

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

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

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

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

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

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

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

de Fase III (REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004; KANG et al., 2014).
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CAPITULO 2

2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal investigar a interagdo do peptideo MP1 e seu

analogo sintético H-MP1 com membranas modelo em sistemas de interesse biologico.

Objetivos especificos:

- Implementar o método de vesicula gigante tnica;

- Avaliar a afinidade e a atividade litica dos peptideos com membranas modelos formadas
por POPC:POPG (7:3) e POPC:POPS (8:2), POPC:POPS:POPE (7:2:1) e POPC:POPE (9:1)
nos pHs 5,5 6,5 ¢ 7.,4;

- Comparar os parametros de afinidade e de atividade litica obtidos para cada peptideo
em cada ambiente;

- Entender como as cargas liquidas dos peptideos modulam a especificidade entre

peptideo e bicamada.
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CAPITULO 3

3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Os peptideos MP1(IDWKKLLDAAKQIL-NHz) e H-MPI(IDWHHLLDAAHQIL-NH>)
utilizados foram sintetizados pelo grupo Prof. Mario S. Palma, Centro de estudos de insetos
sociais, UNESP em Rio Claro. As solugdes estoques de peptideos foram preparadas com agua
bi-destilada e mantidas refrigeradas; a concentracdo final foi determinada espectrocopicamente
em 280nm usando absorvidade molar do triptofano como 5580 M'em™.

Os lipidios 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC) e 1-hexadecanoyl-
2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphoethanolamine(POPE), 1,2-dioleoylsn-glycero-3
phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) (Rhod-PE) de natureza
zwitteridnica, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol(POPG) e 1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (POPS) de natureza acida, foram adquiridos da Avanti
Polar Lipidis, Alabaster, AL. USA, (Figura 7). As solucdes estoques de lipidios em diferentes

razoes molares foram preparadas em cloroféormio/metanol (2:1).

Figura 7- Estruturas dos fosfolipidios utilizados. Figura adaptada de
http://avantilipids.com.
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Cloroférmio e metanol com grau HPLC foram obtidos da Merck (Darmstadt, Germany).
Cloreto de sodio, citrato de sédio, fosfato de sodio, borato de sodio, hidroxido de sédio e
sacarose foram obtidos de Sigma Aldrich. Brometo de s6dio da Anedra, fluoreto de sédio e
acido cloridrico da Merck.

Tampao utilizado nos experimentos de CD ¢ composto por ImM citrato de sdédio, ImM
de borato de sddio, ImM fosfato de sddio e 150mM fluoreto de sddio em pHs acertados com
HCl e NaOH para 5,5, 6,5 e 7,4. Nos experimentos de vesicula nica foi utilizada uma solugao

salina de 150mM de NaCl nos trés pHs de estudo.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacao de vesiculas grandes (LUVs)

Para a formacdo de um filme lipidico, um determinado volume de fosfolipidios em
solucao de cloroformio/metanol (2:1) ¢ adicionado a um tubo de vidro de fundo arredondado.
Entdo o solvente ¢ evaporado sob fluxo de nitrogénio e para garantir total evaporagdo do
solvente organico o tubo de ensaio ¢ levado a vacuo por 3 horas. Em seguida, esse filme ¢
hidratado pela adi¢dao de tampao ou solucdo salina e agitado em um vortex para que ocorra o
deslocamento das camadas de lipidios presas a parede do tubo e assim formar uma suspensao
de MLVs.

Para obter as LUVs, a suspensdo de MLVs ¢ submetida a 6 extrusdes através de
membranas de policarbonato de 400nm e 11 extrusdes com a de 100nm em um mini extrusor

Avanti (Figura 8).

Figura § - Imagem de um extrusor. Figura adaptada de www.avantilipids.com.

OlRvanti Polar Lipids, Inc.

3.2.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)
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O espalhamento de luz dinamico ¢ uma técnica ndo invasiva e bem estabelecida para
medir o tamanho e a distribui¢do do tamanho de particulas em solug@o. Nessa técnica um feixe
de laser ao iluminar a amostra ¢ espalhado em um angulo 6 em relacao ao feixe inicial. Como
as particulas em solugdo estdo em movimento Browniano, ou seja, estdo em movimento
constante devido as colisdes com particulas vizinhas, a intensidade da luz espalhada flutua no
decorrer do tempo. Um receptor, localizado na regido do espalhamento (fazendo angulo 6 em
relacdo ao feixe inicial), capta a luz espalhada pela amostra, obtendo padrdes com regides

brilhantes e regides escuras, oriundos da interferéncia construtiva e destrutiva da luz espalhada

(Figura 9).

Figura 9 - Experimento de DLS. (A) Representagdo de produgao de perfis de interferéncia
decorrente do espalhamento de luz coerente por particulas em suspensdo. (B) Intensidade
detectada em fun¢ao do tempo devido ao deslocamento das particulas. (C) Grafico da curva de
auto correlacdo de intensidade espalhada em fun¢do do tempo. Figura adaptada de (

DIALETACH]I, 2017).
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Considerando que particulas pequenas possuem maiores velocidades que particulas
grandes por ter maior facilidade em se difundir pelo meio viscoso, as flutuagdes das
intensidades obtidas do espalhamento de luz proveniente de particulas pequenas, associa-se a
perfis com tempos de correlacdo mais curtos, pois o transito para dentro e para fora do volume
de espalhamento ¢ mais rapido. Em contrapartida, particulas grandes, cuja movimentagao tende
a ser mais lenta, apresentam perfis de intensidade com tempos de correlagcdo mais longos. A

analise da fun¢do de correlagdo obtida permite o calculo do coeficiente de difusdo das
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particulas que estdo em solucdo. Portanto, pela equacdo de Stokes-Einstein, € possivel calcular
o didmetro hidrodinamico da particula (Dn), em equilibrio térmico com o solvente, Dy=
KgT/3mmD, onde n ¢ a viscosidade do meio, Kg a constante de Boltzmann, T a temperatura e
D o coeficiente de difusdo.

Neste trabalho, esta técnica foi utilizada para monitorar as mudangas no tamanho das
vesiculas devido a interacdo dos peptideos e verificar a possibilidade de formacdo de
agregados. O diametro hidrodinamico foi determinado para LUVs a 50uM em solucao 150mM
NaF nos pHs 5,5, 6,5 ¢ 7,4 a 25°C pelo equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90, Malvern

Instruments, Malvern, Worcestershire, U.K.
3.2.3 Potencial Zeta

Vesiculas lipidicas em solugdo possuem cargas em sua superficie devido aos grupos
ionizéaveis das cabecgas polares dos fosfolipidios e adsor¢do de contra-ions da solucdo. A carga
liquida na superficie da vesicula afeta a distribuicao de ions na sua vizinhanga, aumentando a
concentracdo de contra-ions junto a superficie, formando uma dupla camada elétrica na
interface da particula com o liquido. O potencial zeta ¢ o potencial obtido no plano de
cisalhamento da vesicula posicionado entre a camada ionica formada na superficie das
vesiculas lipidicas e o meio.

Um método para determinar o potencial zeta ¢ a partir da medida de mobilidade
eletroforética com o uso da velocimetria Doppler. Nessa técnica a aplicagdo de um campo

elétrico E, resulta de uma velocidade v da particula que é proporcional ao campo aplicado

13| = ug|E]| (Equagdo 1)

A constante de proporcionalidade ug, € a mobilidade eletroforética. Além da forca elétrica
a particula esta sujeita também a uma forca que depende da viscosidade do meio, do raio da
particula e da temperatura, dada pela relacao de Stokes.

As medidas de mobilidade eletroforética foram realizadas no equipamento Malvern
Zetasizer Nano ZS90, utilizando celas capilares em forma de U com eletrodo de ouro com
volume de 1,0 ml. Nesse equipamento, um raio laser de He-Ne, ¢ dividido em dois feixes que
sao refletidos para a amostra por espelhos. Um desses espelhos ¢ mével e capaz de modular a
frequéncia do feixe. Entdo, quando a luz passa pela amostra, as particulas que estdo em

movimento espalham a luz variando a frequéncia inicial de vopara vs, assim Av =vs-vo,
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dependente da velocidade da particula, do comprimento da luz incidente (Ao) € do angulo de

espalhamento (0).

Figura 10 - Configuragdo do feixe duplo. Modificado de (ELGHRAOQOUI; LO, 2010).
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Considerando o vetor k,, como o vetor de onda incidente e kg o vetor onda espalhada,

entdo o vetor espalhamento deve ser K= k_s) — k_o) ( Figura 10). Com isso pode-se escrever a

relacdo entre o deslocamento de frequéncia devido ao efeito Doppler e a velocidade como

2mAv = |K|. 19| (Equago 2)

Sendo n o indice de refragdo do meio € 0o Ao comprimento de onda incidente, o vetor
espalhamento pode ser reescrito como

. 4mn 0 E a
|K| _ sinl (Equacao 3)
Ao 2

E o deslocamento de frequéncia Doppler pode ser reescrito

2n|v| 6 6 nlv| 0 (Equagio 4)
P sin cos > = pn sin

Entdo, substituindo a velocidade obtida na equagdo 4, obteve-se

_ Qv i (Equagao 5)
E™ nsind | E"|

No equipamento utilizado Zetasizer Nano ZS90, o angulo de deteccdo ¢ 90°, o

comprimento de onda da luz incidente 633nm e foi considerado o indice de refracdo igual a
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1,4. Com os valores de mobilidade eletroforética obtidos € possivel calcular o potencial zeta
pela equacao de Smoluchowski,

_ &r&off(ka) (Equagdo 6)

u
E n

{ ¢ o potencial zeta, & e & sao as constantes dielétrica do meio e do vacuo
respectivamente, 1 ¢ a viscosidade da solu¢do e f(ka) ¢ a fun¢ao de Henry, dependente de «,
inverso dom comprimento de Debye-Huckel, que fornece o valor da espessura da camada de
ions ao redor de um macro ion. Essa funcdo ¢ igual a 1 se kR >>1, ou seja, o raio da particula
¢ muito maior que a distancia de Debye, e 1,5 se kR << 1.

Com o valor obtido experimentalmente do potencial zeta, considerando a distancia x =
0,2nm, como a espessura da camada de cisalhamento, pode-se calcular o potencial na superficie
da vesicula pela equacdo (HUNTER, 1981):

e.( e. Y, ) o (Equagao 7)

t h(—)zt h(
AV A A VI

Kg ¢ a constante de Boltzmann, T a temperatura, e a carga do proton e k o inverso do

comprimento de Debye.
3.2.4 Dicroismo Circular (CD)

Luz circularmente polarizada ¢ obtida pela composi¢do de duas componentes
linearmente polarizadas de direcdes fixas e magnitudes varidveis defasadas por 90°. A luz
resultante tem magnitude fixa e a dire¢do do vetor campo elétrico gira sobre a direcdo de
propagacao, executando uma volta completa em um periodo, formando uma hélice que pode
ser direita(girando no sentido horario) Ex ou esquerda (sentido anti-horario) Ea, como ilustrado
na Figura 11, O dicroismo circular (CD) ¢ definido a partir da diferenca que ocorre entre essas

duas componentes ao serem absorvidas por amostras opticamente ativas (FASMAN, 1996).

Figura 11 - Luz polarizada circularmente sentido horario. (A) Os vetores campo
elétricos de feixes polarizados ortogonalmente 90 ° fora de fase. (B) Os componentes xey sdao
mostrados nos pontos ao longo do eixo z rotulados 1 a 4, com seus respectivos vetores
resultantes. (C) As somas vetoriais em (B) foram projetadas em um plano normal ao sentido z,
demonstrando que a ponta do vetor elétrico segue um caminho circular quando visto ao longo

da direcao de propagacao. (D) A luz polarizada circularmente representada, mostrando o vetor



35

elétrico como uma fung¢do da posi¢cdo ao longo da direcdo de propagagdo. Note que a ponta do

vetor elétrico forma uma hélice destra. Figura adaptada de (FASMAN, 1996).

(A)

(© b,

(D) x

Se apds atravessar a amostra as magnitudes de alguma dessas componentes Ea ou En €
mais absorvida, a somatdria dessas componentes apos a absor¢do passa a apresentar uma

diferenca de fase que resulta em uma polarizagdo eliptica, sendo essa radiacdo denominada

elipticamente polarizada (Figura 12).

Figura 12 - (A) Componentes circularmente polarizadas En (no sentido horario em
vermelho) e Ea (no sentido anti-horario em azul) com magnitudes diferentes que resultam em
uma luz elipticamente polarizada (elipse em verde). (B) Elipticidade, tangente obtida pela razao

entre o menor € do maior eixo da elipse. Adaptado de (VERLY, 2010).
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O espectro mede a diferenga na absor¢do dessas duas componentes circulares da luz
polarizada em fun¢ao do comprimento de onda (A). Descrevendo essa diferenca em termos de
elipticidade (0), a qual ¢ dada pela tangente entre 0 menor e maior eixo da elipse formada apds
a luz ter sido absorvida (Figura 12C), temos

EH - EA (Equa(;ﬁo 8)

tanf =
Ey +Ey4

Os valores de elipiticidade obtidos na regido do ultravioleta do espectro
eletromagnético podem assumir valores positivos ou negativos em funcao de qual componente
da luz ¢ preferencialmente absorvida. Porém essas variacdes de sinal de CD ou 6, surgem
somente quando ocorre absor¢do de radiacdo por parte de grupos cromo6foros, como o grupo
amido que forma a ligacdo peptidica (KRITTANAI; JOHNSON, 1997). Dessa forma os
espectros de CD possuem padrdes para cada estrutura, como mostrado na Figura 13. Quando
o peptideo estd desenovelado o espectro apresenta uma banda dicroica negativa em 200nm, em
a-hélice duas bandas caracteristicas em 222nm e 208nm, e folhas B um abanda caracteristica
em torno de 216nm.

Portanto, essa técnica ¢ frequentemente usada para estudos biofisicos como uma
ferramenta capaz de dar informagdes sobre a estrutura secundaria de um peptideo ou proteina

e suas mudancgas conformacionais em diferentes meios.

Figura 13 - Espectros de dicroismo circular caracteristicos para peptideos estruturados.

Adaptado de (ALVES, 2012).
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Nesse trabalho os espectros de CD foram coletados no intervalo de comprimento de
onda de aproximadamente 190 a 260 nm, usando um espectro polarimetro Jasco-815 (Tokyo,
Japan) a 25°C, com velocidade de 50nm/mim com no minimo 10 acumulagdes. A elipticidade
observada, 0 (mdeg), ¢ corrigida pela fungdo da dilui¢do, descontada a linha de base e
convertida em elipticidade molar média por residuo [1 em deg.cm?/dmol, usando a relagio

1006 (Equagdo 9)

len

onde [ ¢ o caminho Optico em centimetro, ¢ ¢ a concentragdo de peptideoem mM e n ¢
o numero residuos.

Com os valores de elipticidade molar observada em 222nm (®qbs), pode-se encontrara
fracdo helicoidal, fy, usando a seguinte equacdo, proposta por Luo e Baldwin (LUO;
BALDWIN, 1997):

_ Opps — O, (Equagdo 10)
ST

onde Oc ¢ a elipticidade molar para o peptideo desenovelado (-1500 deg cm?*/dmol) e
®u¢ a elipticidade molar do peptideo completamente helicoidal, obtida por (LUO; BALDWIN,
1997):

X o
0y = (—44000 + 250T) (1 _ ;) (Equaciio 11)

sendo T ¢ a temperatura em graus Celsius e x o nimero de grupos carbonila da cadeia
peptidica que nao estao envolvidos na formagao de pontes de hidrogénio, no nosso caso x = 3.

Nesse trabalho, todas as medidas de CD foram feitas em tampao critrato, borato e
fosfato, ImM nos pHs 5,5, 6,5 e 7,4. Solugdo de 10 uM de MP1 ou de H-MP1 foi titulada por
adigdo de aliquotas de LUVs até atingir 1,8mM, utilizando cubetas de quartzo de 0,2 cm de
caminho optico e tomando-se de 10 a 20 acumulagdes. Os dados de elipticidade molar, em 222
nm, normalizados pela elipticidade molar do peptideo em tampao (®o), em funcao da

concentragdo de lipidio podem ser analisados por pela equagao de Lagmuir:

Qobs
0o

— 14 (@oo 1)( Kpy[L] ) (Equacgdo 12)

0y T/ \1+Kyy[L]
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Ky, ¢ a constante de parti¢do, @« a elipticidade molar maxima, [L] ¢ a concentragdo de
lipidios e y= 0,75 dm?/mol é o volume molar lipidico (MARSH, 2013; SANTOS, NUNO C;
PRIETO; CASTANHO, 2003).

3.2.5 Espectroscopia de fluorescéncia

O processo de fluorescéncia ocorre devido a incidéncia de radiagdo eletromagnética na
matéria. Com isso, pode acontecer de parte dessa radiagdo ser espalhada e parte absorvida pela
matéria. A probabilidade relativa da ocorréncia de cada processo ¢ uma propriedade particular
da molécula encontrada. Se a energia absorvida for suficiente, os elétrons sofrerdo uma
transicao de um estado de energia mais baixo, chamado nivel fundamental (S,) para um estado
de energia mais alto, nivel excitado (S1), (Figura 14), nesse caso a molécula ¢ dita estar excitada
ou em um estado excitado. A energia absorvida ¢ igual a diferenga de energia entre os estados
excitado e fundamental, relacionada com o comprimento de onda da radiacao incidente (1) da

forma

c .
AE = E(exc) — E(fund) = hz (Equagdo 13)

onde h é a constante de Planck com valor de 6,626.103*].s e ¢ ¢ a velocidade da luz no
vacuo. Segundo o principio de Franck-Codon, a transicao dos elétrons para diferentes niveis
eletronicos ocorre mais rapido do que os ntcleos conseguem responder por conta de possuir
muito mais massa que os elétrons. Desse modo as transi¢des eletronicas mais provaveis sao
aquelas em que a separagdo com o nucleo seja a de equilibrio, verticalmente acima do nivel
fundamental. E devido a acdo do novo campo de forgas, os ntcleos correspondem entrando
em vibragao e oscilacao (ITO, BERNARD, PAZIN, 2016).

Apo6s amolécula ser excitada, ela pode ceder energia de forma nao radioativa ou de forma
radioativa. O processo de decaimento nao-radioativo ¢ o mais comum, onde a perda de energia
se da devido a colisdes com moléculas do meio, para vibragdes e rotagdes das moléculas
vizinhas, ou seja, a energia ¢ transformada no movimento térmico do ambiente, na forma de
calor. Os processos ndo-radioativos que competem com frequéncia incluem conversio interna,
cruzamento inter-sistema e outros tipos de supressdes.

O decaimento de forma radioativa ocorre devido a emissao de um féton pela molécula
para perder energia adquirida. A radia¢ao espontanea emitida pode ocorrer tanto pelo processo

de fluorescéncia (na ordem de nano segundos), como também pelo processo de fosforescéncia,
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que ocorre apds o cruzamento inter-sistemas, onde a emissdo espontanea persiste durante
intervalos de tempos longos apds a excitagdo (na ordem de microssegundos). A Figura 14
ilustra o diagrama de Jablonski com principais tipos de processos radioativos e nao radiativos

apos a absorcao de luz.

Figura 14 - Diagrama de Jablonski representando os processos de excitagcdo e emissao
eletronica. No lado esquerdo do diagrama estao os estados de singleto (esses estados mantém
os estados de rotacdo combinados + 'z e -2 dos elétrons). So € o estado fundamental. S; e S
sdo estados singulares excitados. A direita do diagrama estdo os estados de tripleto em que um
elétron, impulsionado para um novo orbital também sofreu uma reversdo subsequente na

rotacdo, de modo que um par de elétrons esteja paralelo. Figura adaptada de (LICHTMAN;

CONCHELLO, 2005).
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Devido a perda de energia de excitagdo por processos nao radioativos, a fluorescéncia
ocorre com a emissao de fotons com comprimentos de ondas maiores do que os da radiagdo de
excitacdo. A diferenga entre esses comprimentos de onda de emissdo e excitagcdo ¢ chamada de
deslocamento de Stokes e sua magnitude varia consideravelmente de um fluoréforo para outro
(LICHTMAN; CONCHELLO, 2005). Existem muitos fatores que alteram o espectro de
fluorescéncia, como por exemplo, 0 meio em que a amostra esta inserida. Deste modo, as
medidas de fluorescéncia de macromoléculas podem nos dar informagdes sobre: conformacao,
sitios de ligacdo, interagdes com solventes, grau de flexibilidade, distancias intermoleculares e
coeficiente de difusao rotacional de macromoléculas (ITO, BERNARD, PAZIN, 2016). Neste
trabalho essa técnica foi empregada em experimentos de supressao de fluorescéncia por

acrilamida e no vazamento de corante das LUVs.
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3.2.5.1 Supressao do triptofano por acrilamida

Por esses experimentos € possivel obter informagdes sobre a acessibilidade do supressor
ao residuo de triptofano presente na cadeia peptidica. Portanto, ¢ possivel acompanhar as
mudangas no ambiente em que o peptideo esta inserido.

A supressao do residuo de triptofano pode ocorrer de modo estatico ou colisional, e nos
dois casos € necessario que ocorra contato ente o fluor6éforo e o supressor. No caso da supressao
colisional, o supressor se liga ao fluor6foro durante o seu estado excitado, e o retorno ao estado
fundamental ocorre sem a emissdo de foton. Na supressdo estdtica ocorre um complexo ainda
no estado fundamental, obtendo um complexo ndo fluorescente.

Nestes experimentos aliquotas de uma soluc¢ao de acrilamida em agua a 2,77 M foram
adicionadas a uma solugdo de peptideo a SuM em 150mM de NaCl em diferentes pHs, na
auséncia e na presenca de vesiculas sendo que a concentragao total de fosfolipidios foi de 500
uM. Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram registrados entre 308 e 450 nm, com
excitacdo em 285 nm. O espalhamento de luz foi minimizado usando filtros de polarizagao nas
vias de excitacdo e emissdao em 90° e 0°, respectivamente (LADOKHIN, ALEXEY;
JAYASINGHE; WHITE, 2000). Os espectros obtidos foram corrigidos pelo fator de dilui¢ao
e foi descontada a contribuicao do espalhamento de luz a partir de uma titulagdo da suspensdo
de vesiculas com acrilamida na auséncia de peptideo (LAKOWICZ, 1999).

Os dados foram analisados de acordo com a equagdo de Stern-Volmer para supressao
colisional:

F, Equacao 14
FO=1+KSV[Q] (Equag )

onde Fy e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenga do supressor,
a acrilamida (Q), respectivamente, e Ksv ¢ a constante de supressao de Stern-Volmer, que ¢
uma medida da acessibilidade do triptofano a acrilamida. No caso de supressdo estatica a

equacdo usada para o ajuste numérico foi:

F Equag¢dol5
70: 1+ Ky [Q]. eV1QD (Equagdols)

cujo V € uma constante de supressao estatica (EFTINK; GHIRON, 1976).
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3.2.5.2 Vazamento de vesiculas por fluorimetria

Neste trabalho a espectroscopia de fluorescéncia também foi utilizada para acompanhar
a cinética de vazamentos da calceina encapsulada em vesiculas lipidicas. A calceina ¢ um
marcador fluorescente, hidrofilico. Quando encapsulada em alta concentragdo no interior de
lipossomas a fluorescéncia dos fluoréforos ¢ suprimida por processo colisional. Essas
caracteristicas auxiliam no estudo a permeagdo de vesiculas lipidicas, pois quando essas
vesiculas sdo preparadas com uma alta concentracdo de calceina no seu interior, esta nao
apresenta fluorescéncia, porém através de mudanca na bicamada lipidica induzida por algum
agente litico a calceina ¢ liberada para o meio extra-vesicular a favor do gradiente de
concentracao e, assim, diluindo o marcador minimizando a colisdao entre moléculas de calceina,

provocando um aumento da fluorescéncia, Figura 15.

Figura 15 - Esquema de vazamento de vesiculas com um marcador que apresenta auto

supressao. Adaptado de (NASCIMENTO; DO, 2014).
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Nesse trabalho foi analisada a atividade litica dos peptideos MP1 e H-MP1, seguindo o
extravasamento de marcador fluorescente calceina, encapsulado em LUVs. O extravasamento
foi monitorado por espectros de emissdo (520nm) de fluorescéncia usando o
espectrofluorimetro ISS modelo PC1 (Urbana, Champaign, IL, USA) e comprimentos de
excitacdo de 490nm. Nestes experimentos, aliquotas do estoque de peptideo em estudo foram
adicionadas sob agitacdo a cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6tico, contendo a solugdo de
vesicula (100uM), em tampao. O percentual do marcador liberado ¢ dado pela equacdo

seguinte:
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F—F, ) (Equacao 16)

0 to = 100 (—
Yovazamento Froo — F,

F ¢ aintensidade de fluorescéncia medida, Fy corresponde a intensidade de fluorescéncia
de LUVs intactos e Fgo a intensidade de fluorescéncia apds liberagao total do contetido das
vesiculas, obtido por adi¢gao de 20 [1L de solucao de Triton X-100 a 10%. Estes dados foram

analisados por meio de curvas de dose resposta, % vazamento por concentraciao de peptideos.

3.2.6 Preparacao e observacao de vesiculas gigantes (GUVs)

As GUVs foram preparadas pelo método de eletroformagao (DIMOVA et al., 2006).
Desse modo, um filme lipidico ¢ formado na superficie condutora de duas placas de vidro
revestidas com oxido de indio e titdnio (ITO). Este filme ¢ formado a partir de 20 pl de uma
solucdo de 1 mM de fosfolipidios em cloroférmio com 0,4% de rodamina-PE e o solvente
removido por evaporacao sob o fluxo de nitrogénio. As duas placas sdo sobrepostas com as
faces condutoras contendo o filme lipidico voltadas para o interior de uma camara formada
pelas placas e um espagador de teflon de 2mm de espessura. O interior dessa camara ¢
preenchido com a solu¢@o de sacarose a 0,27mM e 0,5mM de calceina. As extremidades das
placas sdo ligadas um gerador de tensdo Minipa que estimula a formagdo das GUVs durante

lhora a uma voltagem de 2,7V e 10 Hz de frequéncia.

3.2.7 Atividade litica dos peptideos em vesiculas tinicas (GUVs)

Para visualizagdo das GUVs foi utilizada uma camara de observagdo, construida com
uma lamina comum de microscopio, revestida com uma solucdo de 0,1% de albumina soro
bovino (BSA) e um espagador de Teflon de 2 mm de espessura. Nessa camara foi diluida uma
aliquota de 2l da solugdo contendo as GUVs em 200 pl de uma solugao de 150 mM de NaCl
nos pHs 5,5 6,5 e 7,4. Para evitar efeitos da diferenca de pressdo osmdtica, a osmolaridade da
solucdo interna e externa a GUV foi medida e ajustada usando um osmdémetro (Osmette A
5002, Precision Systems, Inc., USA).

Ap6s a sele¢@o de uma vesicula estavel e com pouca ondulagdo, inicia-se a filmagem do
processo litico. A solu¢do de peptideos, preparada na mesma solugdo em que as GUVs foram

diluidas, foi adicionada continuamente a uma tnica GUV por uma micropipeta de vidro de 40
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um de didmetro acoplada a um micro-manipulador (Narishige) que permite inje¢do do peptideo
a distancia de cerca de 100 um da GUV(Figura 16). Para controlar a velocidade de injecdo da
solucdo com peptideos proximos a GUV um motor de precisdo foi acoplado ao parafuso
micrométrico do micro-manipulador. As vesiculas foram observadas por uma objetiva de

aumento 40x por contraste de fase e fluorescéncia.

Figura 16 - Esquema do método para induzir interacdo de substancias com uma unica

vesicula gigante. Modificada de (TAMBA; YAMAZAKI, 2005).
Substancia em solugao
Micropipeta \ O e

3.2.8 Microscopia dOptica

Em geral a microscopia ¢ usada para observar amostras que estdo acima do limite de
resolucdo do olho humano. A microscopia Optica é caracterizada pelo uso de luz, transmitida
ou refletida pela amostra, que ao passar através de um conjunto de lentes permite uma
visualizagao da amostra. Existem diferentes técnicas de microscopia Optica que podem ser
utilizadas de acordo com a aplicacao de interesse.

Nesse trabalho as GUVs foram observadas usando um microscépio invertido (Olympus
IX71, Toquio, Japao) que usa como fonte de luz uma lampada de tungsténio e uma de mercurio
para microscopia de contraste de fase e microscopia de fluorescéncia, respectivamente, Figura
17. O microscopio possui lentes objetivas planas semi-apocromadticas, usadas nesses
experimentos com poder de aumento de 40x. Para a pratica de microscopia de fluorescéncia
foram utilizados filtros de excitacdo verde (460-490 nm) para observar a calceina e vermelho
para observar o marcador da membrana (515-550nm). As imagens sdo capturadas por uma

camera CCD acoplada ao microscopio e conectada a um computador.
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Figura 17 - Microscopio invertido Olympus IX71.
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3.2.8.1 Microscopia de contraste de fase

A técnica de microscopia de contraste de fase foi descrita pela primeira vez em 1935,
pelo fisico holandés Fritz Zernike, Nobel de Fisica em 1953. Com o uso dessa técnica é possivel
observar células vivas, sem a necessidade de mata-las, fixéa-las e colorir, podendo assim assistir
a dindmica dos processos bioldgicos em curso e registra-la em alto contraste com clareza
acentuada da amostra ( BURCH, 1942.).

Em 1975 Robert Hoffman aprimorou a técnica de contraste de fase obtendo o contraste
por modulacio (HOFFMAN; GROSS, 1975). Esse método possui dois componentes
principais, uma fenda que fica localizada no plano frontal do condensador para permitir uma
iluminacao obliqua da amostra. E e um modulador que fica localizado no plano focal traseiro
da objetiva, conhecido como modulador de Hoffmann, que ¢ constituido por trés areas com
diferentes densidades Opticas: uma 4rea transparente com transmissao de 100%, uma com

transmissdo de 15% e outra com 1% de transmissao da luz (Figura 18).

Figura 18 - A luz do condensador passa pela fenda e ilumina amostra. Subsequentemente,

a luz ¢ desviada para as partes opacas ou transparentes do modulador, produzindo uma
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impressdo de imagem tridimensional, semelhante a um relevo. Modificado de

https://www .leicamicrosystems.com.
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Devido a iluminagdo obliqua usada, a luz sofre um desvio maior ao ser refratada
chegando ao modulador em uma regido diferente da luz nao refratada. Desse modo, a luz que
passa por areas homogéneas dentro da amostra ndo sofrerd nenhuma refragdo e passara pela
regido cinza central do modulador com transmissdo de 15% e aparecerd na imagem na cor
cinza. Quando a luz passa por areas da amostra que causam um desvio maior (por exemplo,
mudancas na inclinagdo de uma membrana celular), a luz passa pelo modulador na area escura
(permissdo de 1%) ou transparente (permissdo de 100%) do modulador. Nés experimentos de
GUYV as diferencas nas densidades e indice de refracdo entre a solugdo interna da vesicula e o

meio externo permitem observacao por microscopia de contraste de fase.

3.2.8.2 Microscopia de fluorescéncia

A imagem de fluorescéncia tornou-se o meio mais usado de microscopia bioldgica e

analitica, devido a sua sensibilidade. Essa técnica utiliza das caracteristicas fluorescentes de
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determinadas moléculas, podendo ser usada para determinar a distribui¢do dessas moléculas
em células, possibilitando o estudo de diferentes mecanismos celulares (LICHTMAN;

CONCHELLO, 2005).

Figura 19 - Esquema e componentes de um microscopio invertido de fluorescéncia.

Adaptado de https://www.olympuslifescience.com.
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Para visualizar os fendmenos de fluorescéncia o microscopio de fluorescéncia invertido
Olympus IX-71 utiliza 1ampadas de mercurio localizadas na parte traseira do microscopio. A
luz proveniente da lampada passa pelo filtro de excitacdo apropriado, no qual separa o
comprimento de onda de interesse. A onda ao passar pelo filtro incide em um espelho dicroico,
esse espelho, por sua vez, reflete a luz que entra na objetiva (que nesse momento atua como
um condensador) e chega até a amostra. A amostra que contém o fluoréforo absorve a luz e
emite em um comprimento de onda diferente, devido ao deslocamento de Stokes. A
fluorescéncia emitida pela amostra retorna através da objetiva e passa pelo filtro de emissao
para remover completamente a luz residual de excitacdo, em seguida chega a ocular ou
detector, que nesse trabalho foi uma camera CCD, como apresentado no diagrama da Figura

19.

3.2.9 Analises das imagens das GUVs
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As intensidades da fluorescéncia no interior e exterior das GUVs, na presenga e auséncia
de peptideo, foram quantificadas pelo software IMAGEJ (Instituto Nacional de Satde,

Bethesda, MD). A concentracao de calceina no interior da GUV foi calculada pela relagao:

c(t) = Uine,t — lext,e (Equagdo 17)

(Iint,o - Iext,O)

Lin, « € Lex,t s30 as intensidades médias dos pixels no interior da GUV e na solucdo externa
a GUV, t segundos apos o inicio da injecdo de peptideo, respectivamente; € Iino € Lex,0 s30 estas
intensidades médias antes do inicio da injecdo de peptideo.

O fluxo volumétrico através da GUV foi determinado por meio da variagdo da

concentragdo de calceina no interior da GUV ao longo do tempo e dado por:

ANint—ext — ANext-ine (Equacdo 18)

c(t+dt) =c(t) — v

ANintsext © ANgxtsine 30 0s numeros de moléculas do corante que atravessam a
membrana da vesicula do interior para o exterior € no sentido oposto, respectivamente, e V € o
volume da vesicula. Considerando a concentragdo c=N/V, e ainda que o nimero de moléculas

que entram na vesicula ¢ desprezivel, esta equacao ¢ reescrita como:

c(t+dt) =c(t) — %t)dv =c(t) — %t)p,th (Equagdo 19)

P ¢ a permeabilidade (fluxo volumétrico) e A ¢ a area da vesicula. Considerando as GUV's
como esferas de raio R, com area A=4nR?, e volume V=41/3R3, a expressdo acima pode ser
reescrita como a equacao diferencial:

dc(t) —3P © (Equagao 20)
it R ©

Essa equagdo tem como solugao:

_R ~
Tln(c(t)) _ pt (Equacao 21)
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A permeabilidade (ou fluxo volumétrico) foi determinada da inclinagdo dos graficos da

dependéncia log-linear da concentra¢do de calceina no interior da GUV com o tempo de

vazamento, ;—R ln(c(t)) vs t, onde R ¢ o raio da vesicula observada (LEITE et al., 2015).
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CAPITULO 4

4. Resultados

Neste capitulo estdo apresentados os resultados obtidos por meio dos experimentos
realizados no estudo da interacdo do MP1 e seu analogo H-MP1, com vesiculas de diferentes
composi¢des, em trés pHs distintos. A apresentacdo destes resultados encontra-se dividida em
trés partes: caracterizacdo dos sistemas utilizados; interacdo dos peptideos com bicamadas
formadas de 7POPC:3POPG:; e interagdo dos peptideos com bicamadas de SPOPC:2POPS,
8POPC:2POPS:1POPE e 9POPC:1POPE.

4.1 Caracterizacio dos sistemas

Os experimentos espectroscopicos foram realizados com LUVs obtidas pelo metodo de
extrusdo. Os raios hidrodindmicos das vesiculas foram determinados por DLS, utilizando o
Zetasizer com uma amostra de 50 uM, em solu¢do de 150mM de NaF com o pH ajustado. Os
resultados apresentados na Tabela 1 mostraram que o diametro das vesiculas foi independente

da composicao lipidica e do pH do meio.

Tabela 1- Raios hidrodinamicos (nm) medidos por DLS de 50uM de LUVs nas
composi¢cdes 7POPC:3POPG, 8POPC:2POPS, 9POPC:1POPE e 7POPC:2POPS:1POPE nos
pHs 5,5¢7.,4.

pH POPC:POPG POPC:POPS POPC:POPE POPC:POPS:POPE
7,4 66,5+0,6 63,6 £0,7 59,8 £0,7 68,5+ 0,2
5,5 66,3+0,8 65,0 £ 0,6 59,3+0,5 70,0 £0,5

Os valores de potencial zeta obtidos através de medigdo na mesma amostra de vesiculas
utilizada para realizar as medidas de tamanho estdo apresentados na Tabela 2. Como esperado,
o potencial zeta aumentou com a fracao de lipidios carregados negativamente.

Devido ao fato de que os lipidios que constituem as vesiculas possuem pKa distantes da
faixa de pH experimentada, os valores de potencial zeta ndo variaram com a mudanca do pH

do meio. Nestes pHs, os lipidios POPC e POPE permaneceram com carater zwtterionicos, uma
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vez que o lipidio POPC possui grupo fosfato carregado com o pKPO4 = 1, com carga negativa
que é compensada pela carga positiva do grupo colina com pKNH3" =11,25. Do mesmo modo,
o pKa do grupo amino do PE medido quando contido em vesiculas de PE:PC, ¢ de 9,6 £ 0,1 ¢
pKPO4 = 1,7, conferindo neutralidade a este lipidio (TSUI; OJCIUS; HUBBELL, 1986).

O lipidio POPG, por sua vez, possui carga negativa na faixa de pH usada para os
experimentos, devido ao grupo fosfato com pKa= 3,5.Do mesmo modo, o pKa do grupo
carboxil do PS, em vesiculas compostas por PC:PS, ¢ 3,6 £ 0, e o pKa do grupo amino ¢ de 9,8
+ 0,1, independente da propor¢ao de PC e PS utilizada na composi¢do da bicamada (TSUI,
OJCIUS; HUBBELL, 1986).

Tabela 2- Potencial zeta (&) e Potencial de superficie (o) das LUVs, calculados a partir
dos resultados experimentais de potencial zeta usando camada de cisalhamento de 2A da

superficie. Os desvios padrao foram obtidos a partir de pelo menos trés medigdes.

pH
7,4 6,5 5,5
Vesicula E(mV) Yo (mV) & (mV) Yo (mV) & (mV) Yo (mV)
POPC:POPG -30,9+0,8 -41 -30,4+ 1,3 -40 312+ 1,3 -41
POPC:POPS 223+ 1,4 -29 -19,5+£0,8 -25 -20,8 + 1,5 -27
POPC:POPS:POPE  -20,0 + 0,4 -26 21+1,9 =27 20+ 0,4 -26
POPC:POPE 1,6 £1,0 2,1 20+1,1 2,62 1,34+£0,3 1,73

O potencial de superficie, calculado pela Equacdo 7 e apresentado na Tabela 2, pode
alterar o pH da solucao proximo da superficie da membrana por atrair protons, como pode
também induzir variagdes na carga do peptideo. O efeito do potencial de superficie nos
aminodcidos que compde o peptideo pode ser calculado assumindo que na interface bicamada-
tampao, a fracdo de grupos protonados no peptideo ¢ dado pela equagdo de Handerson

Hasselbach (SEELIG et al., 1993):

_1 ~
fry = (1 + 10pH+0,43%—pKa) (Equacao 22)
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onde pKa = -log (Ka), e Ka ¢ a constante de dissociacdo da cadeia lateral. Os valores
obtidos da fracdo protonada para os aminoacidos que possuem pKa proximos dos valores de
pH estudados estao apresentados na Tabela 3. Os valores de pKa usados para os calculos foram
3,86 para acido aspartico, 6,54 para histidina e 8,0 para o N terminal (THURLKILL ef al.,
2006).

Tabela 3- Fragdes de protonacdo do acido aspartico, histidina e N terminal, calculados
pela (Equagdo 22) com os respectivos potenciais de superficies. Carga efetiva dos peptideos

(zef) H-MP1 e MP1 em

Fracao de protonagado (fan) Zet
LUV pH Asp His N-term. MP1 H-MP1
POPC:POPG 7,4 0,00 0,41 0,95 1,95 0,18
55 0,10 0,98 1,00 2,20 2,14
POPC:POPS 7,4 0,00 0,30 0,93 1,93 -0,17
5,5 0,06 0,97 1,00 2,12 2,03
POPC:POPS:POPE 7,4 0,00 0,28 0,92 1,92 -0,24
55 0,06 0,97 1,00 2,12 2,03
POPC:POPE 7,4 0,00 0,11 0,79 1,79 -0,88
5,5 0,02 0,91 1,00 2,04 1,77

A partir dos calculos da fragdo de protonagao dos residuos de aminoacidos, foi estimada
a valéncia efetiva (z.r) do peptideo, pela relacao

np ng
Zef = z fani — 2(1 — Fanj)
im1 =1

(Equacao 23)

onde o primeiro termo da equagdo corresponde ao somatodrio da fracdo de cada residuo
basico protonado (fani), com np 0 numero de residuos basicos, € o segundo termo da equacao
corresponde ao somatoério da fragao de cada residuo acido protonado (fanj), com n,0 nimero de
residuos acidos.

Os valores obtidos para a valéncia efetiva calculadas para os peptideos estao apresentadas
na Tabela 3.A fragdo de protonagdo do residuo de acido aspartico e do N terminal sofreram
pouca variagdo com a mudanga do pH do meio, o que garantiu ao peptideo MP1 carga efetiva

positiva préximo de 2.No entanto, os residuos de histidina apresentaram sensibilidade tanto ao
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pH como presenca da membrana carregada. Por isso em pH 7,4 o potencial eletrostatico de -
41mV foi capaz de protonar as histidinas o suficiente para conferir ao H-MP1 carga efetiva
positiva de 0,18. Na presen¢a de uma bicamada com potencial superficial mais positivo, este
mesmo peptideo possui uma carga efetiva negativa, chegando a -0,88 quando o potencial foi
positivo. Em todas as composic¢des estudadas o H-MP1 apresentou valéncias positivas em pH

5,5.

4.2 Interacao entre os peptideos e membranas formadas por POPC:POPG (7:3)

4.2.1 Espectroscopia de Dicroismo circular (CD)

Foi utilizada a técnica de Espectroscopia de CD para obter informagdes sobre as
caracteristicas estruturais dos peptideos em diferentes pHs e ao serem adsorvidos em
membranas modelo anionicas de 7POPC:3POPG, assim como os efeitos causados pelo pH
nestas estruturas. Nestes experimentos, solugdes de peptideo a 10uM foram preparadas em
tampao citrato de sodio, borato de sodio, fosfato de sddio e fluoreto de soédio a 150mM nos pHs
5,5; 6,5 e 7,4. Em seguida, foram tituladas com suspensdo de LUVs, preparadas em tampao de
mesma composi¢cdo, para uma faixa de concentragdo de 0 a 1,5mM, de modo a atingir uma
condicdo em que todos os peptideos estivessem adsorvidos nas membranas modelo. Os
espectros de CD foram coletados apds 3 minutos da adi¢ao de uma aliquota de vesiculas. Os
valores de elipticidade (0) obtidos foram transformados em elipticidade molar (®) por meio da
(Equagdo 9), subtraindo a linha de base e realizando as corre¢des volumétricas necessarias.

Para ambos os peptideos, nos trés pHs utilizados, os espectros de CD apresentaram uma
banda de intensidade negativa posicionada em torno de 200 nm, caracteristico de estrutura
desordenada que ndo apresentou variagdes significativas com a mudanga de pH (Figura 20A).
No entanto abanda do espectro em 222nm foi mais intensa para 0 MP1 (®222 = -10000 + 800
deg.cm?.dmol ™) comparado com a intensidade apresentada pelo H-MP1 (@222 = -3200 + 500

deg.cm?.dmol™).

Figura 20 - Espectros de dicroismo circular, elipticidade molar em fun¢do do comprimento de
onda, (A) dos peptideos H-MP1 (simbolos preenchidos) e MP1 (simbolos abertos) a 10uM, em
tampao pH 7,4 (preto), 6,4 (azul) e 5,5 (cinza); (B) H-MP1 na presenca de vesiculas de
POPC:POPG e (C) MPI na presenca de vesiculas de POPC:POPG. As concentragdes de
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vesiculas apresentadas sdo S0uM (vermelha), 100 uM (verde) e 300 uM (rosa) em pH 5,5.
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Na presenga de vesiculas de POPC:POPG, foi possivel observar o aparecimento de duas
bandas dicroicas negativas, em 222 nm e 208 nm, caracteristicas de conformac¢ao helicoidal.
Com o aumento da concentracdo de vesiculas aniOnicas, as intensidades destas bandas
aumentaram, até¢ que foi atingida uma estruturagdo maxima. Ao mesmo tempo, os espectros
mostraram a existéncia de um ponto isodicrdéico em 204 nm, indicando um processo de dois
estados em equilibrio: um estado com o peptideo desestruturado na solu¢do; e um estado com
o peptideo estruturado em contato com a bicamada(KRITTANAI; JOHNSON, 1997), Figura
20B.

A estruturacao desses peptideos, comparada em fun¢do do pH da solugao (

Figura 21), mostrou que para uma mesma concentra¢do de vesiculas, o andlogo H-
MP1possuiu conteudo helicoidal menor em pH neutro, € com a diminui¢do do pH ocorreu
pequeno aumento na intensidade das bandas dicroicas negativas, resultado do aumento do
conteudo helicoidal, indicando que a formagdo de hélice foi dependente do pH da solucao.
Enquanto que, para o MP1 na presenca de LUVs, a influéncia do pH foi pequena, com espectros
com intensidades aproximadamente iguais.

Em pH 7,4 para o MP1 foram observados espectros com bandas negativas mais intensas
que as obtidas para o H-MPlneste mesmo pH. Em pH 5,5, mesmo com o aumento nas
intensidades das bandas negativas do espectro para o H-MPI1, a elipticidade molar no
comprimento de onda de 222nm deste peptideo (@222 ~ -18550 deg.cm2.dmol!) ainda foi

discretamente menor que a do MP1(®22 ~ -20770 deg.cm2.dmol ™).
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Figura 21 - Espectros de dicroismo circular dos peptideos na presenca 300uM de

LUVsde7POPC: 3POPG em tampao pH 7,4 (azul), 6,5 (verde) e 5,5 (vermelha) (A) 10 uM H-
MP1 e (B) 10 uM MP1.
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Os valores de elipticidade molar em 222nm, obtidos dos espectros de CD, foram usados

para investigar a particdo do peptideo em bicamadas lipidicas. As isotermas de adsor¢do sdo
apresentadas na

Figura 22 e foram construidas com os dados de elipticidade molar normalizada em 222
nm (®22/ Bp) em funcdo da concentracio de lipidio exposto ao peptideo [L], ou seja, 50% da
concentracdo de vesiculas usadas. Os valores experimentais foram ajustados pela equacao de

Langmuir Equagio 12), com um coeficiente de correlagdo maior que 0,97. As constantes de

parti¢do obtidas dos ajustes das isotermas sdo mostradas na Figura 23.

Figura 22 - Isotermas de adsor¢do: elipticidade molar normalizada em 222 nm em
funcdo da concentragao de lipidios; a linha solida ¢ obtida pelo ajuste da equacao nao linear

Equagdo 12), para o peptideo (A) 10 uM de H-MP1 e (B) 10 uM de MP1 nos pHs 5,5
(tridngulo), 6,5 (circulos) e 7,4 (quadrados).
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A Figura 23A mostra que os valores das constantes de particdo obtidos para o MP1 em
vesiculas 7POPC:3POPG foram praticamente independentes do pH e proximos de 80.10°M™,
Por outro lado, as constantes de particao obtidas para o peptideo H-MP1 foram dependentes do
pH da solugao, mostrando decréscimo de seu valor com o aumento do pH da solucao, sendo
que em meio acido a afinidade (119.10°M™) foi cerca de 3 vezes maior do que em pH 7,4
(37.10> M1, Estes resultados mostraram que, em relagdo a afinidade, o peptideo anélogo foi
mais sensivel ao pH do meio.

Os valores das fragdes de hélices calculados na razao 10 uM de peptideo e 500 uM de
LUV, ([P)/[L] = 0,02),foram préoximos das fragdes maximas de hélice calculadas com os
valores obtidos pelos ajustes das isotermas, indicando que nesta razdo os peptideos ja haviam
atingido um maximo de estruturagdo (Figura 23B). Em todos os pHs, o teor de hélice obtido
foi maior para o MP1 do que para o analogo, onde também foi observado uma tendéncia em
aumentar a estruturacdo com a diminui¢do do pH para ambos os peptideos. No entanto, esta
tendéncia foi mais evidente para o H-MP1, com 19% de hélice a mais em pH 5,5 do que em

pH 7.4.

Figura 23 - (A) Constante de particio K, (10* M™') em fung¢io do pH da solugio, obtidas
por titulagdes com vesiculas de 7POPC:3POPG. (B) Fragao de hélice induzida nos peptideos
pela interacdo com as LUVs de POPC:POPG na razio [P]/[L]= 0,02 e fracdo méxima de hélice

obtida a partir dos valores do ajuste dos dados experimentais.

(A) (B)

180 10
077 MP1 ’ MP1- [P]]L] 0,02
H-MP1 1 MP1- maximo
] 08- [_] H-MP1-[P}]L] 0,02
’ [_] H-MP1-méximo

Kp (103 M"

~120- T% T%
<< 06-
041
60 - _
| 0.2

0 00 .

55 6,0 70

55 60 65 70 75
pH

4.2.2 Medidas de tamanho e potencial zeta
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A adsor¢do do peptideo na bicamada lipidica foi investigada através da medi¢do de
potencial zeta ap6s 3 minutos da adi¢do de 50uMde LUVs em solucdo de 150mM de NaF
contendo 5 uM de peptideo. Os valores obtidos de potencial zeta das vesiculas e na presenca
dos peptideos estao apresentados na Figura 24.

A adsor¢ao de peptideos carregados na membrana provocou uma variagdo na magnitude
da carga superficial da vesicula, alterando os valores de potencial zeta da LUV como resultado
da interacao dos peptideos com as bicamadas lipidicas. O MP1 provocou um aumento de 14
mV no potencial zeta em pH 7,4, sofrendo uma variagdo de apenas 2mV a mais em pH 5,5,
indicando que o peptideo com carga positiva adsorve-se na superficie da vesicula, sofrendo
pouca dependéncia com o pH da solugdo, em bom acordo com a previsdo de carga e as
constantes de parti¢do obtidas nos experimentos de CD.

O H-MP1 provocou variagdo do potencial zeta da vesicula de aproximadamente 4 mV
positivos em pH 7,4, indicando que mesmo em pH neutro o peptideo possui carga efetiva
positiva, em acordo com a valéncia efetiva calculada para este caso. Em pH 5,5, apesar do
potencial zeta da vesicula na presenca do H-MP1 ter aumentado em relagdao ao obtido em pH

7,4 o potencial zeta foi aproximadamente metade do obtido com o MP1.

Figura 24 - Potencial zeta (mV) em fun¢do do pH. Valores obtidos por medidas de
potencial zeta de 50 uM de LUV formada por POPC:POPG e das vesiculas na presenca e 5 uM
de H-MP1 e MP1.
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Os raios hidrodinamicos das vesiculas das mesmas amostras utilizadas para a medida do

potencial zeta foram medidos por DLS. Como apresentado na Tabela 4, as vesiculas ndo variam
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seu tamanho devido a interagdo com os peptideos, sugerindo que durante a interagdo peptideo-

membrana ndo tenha ocorrido agrega¢do nem total destruicdo das mesmas.

Tabela 4- Raio hidrodindmico medido por DLS de 50 uM de LUVs compostas por
POPC:POPG e 50 uM de LUVs ap6s 3 min na presenga de 5 uM de MP1 e H-MP1.

pH LUV (nm) LUV+MPI (nm) LUV+H-MP1(nm)
7,4 66,6+0,6 70,1+0,7 66,6+0,6
5,5 66,3+0,8 69,4+1,3 65,9+0,6

4.2.3 Supressao da emissiao de fluorescéncia do triptofano por acrilamida

Com a finalidade de quantificar a extensdo da penetragdo dos peptideos na regido
hidrofébica da bicamada, foram realizados experimentos de supressdo do triptofano com
acrilamida. Esses experimentos foram realizados com 500uM de LUVs e 5uM de peptideo em
150mM de NaCl nos pHs 5.5, 6,5 e 7,4. A perda da intensidade de fluorescéncia devido a
supressao causada pela acrilamida foi analisada por meio de graficos de Stern-Volmer (Figura
25). As curvas obtidas ndo apresentaram uma forma linear, sugerindo que além do processo de
supressdo de triptofano devido a interagdo com membranas houve ainda um processo de
supressao estatica que pode ser atribuido a presenga de moléculas de acrilamida vizinhas ao
triptofano durante sua excitagdo (EDWARDS M.; SILVA S., 1986). O ajuste nao linear usando
a Equacdo 15 apresentou coeficientes de correlagdo superiores aos ajustes lineares e permitiram
a obtengdo das constantes de Stern-Volmer.

As constantes de Stern-Volmer para cada peptideo em solucao (Ksys) indicaram que o
grau de exposicao do residuo de triptofano do MP1 foi pouco maior do que do peptideo H-MP1
(Tabela 5). Na presenga de vesiculas, a acessibilidade da acrilamida ao triptofano foi reduzida,
obtendo menores constantes de Stern-Volmer (Ksvr), em todos os casos, indicando que os
residuos de triptofano dos peptideos foram parcialmente protegidos pela bicamada

(PALGUNACHARI; SEGREST; ANANTHARAMAIAHS, 1994).

Figura 25- Graficos de Stern-Volmer dos peptideos MP1(5uM) e H-MP1(5uM).

Supressao da fluorescéncia do triptofano por acrilamida em tampao e na presencga de 500 uM
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de LUVs compostas por POPC:POPG. As linhas continuas sdo os melhores ajustes obtidos
com a equagao de Stern-Volmer para supressao estatica. (A) pH 7,4 e (B) pH 5,5.

(A) (B)
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Com a finalidade de comparar os dados de supressao, as constantes de Stern-Volmer para
cada peptideo (Ksvi) em vesiculas foram normalizadas pelos respectivos valores em solugao
salina (Ksvs) e os resultados sdo mostrados na Tabela 5. Com os valores da Tabela 5, pode-se
notar que a inser¢do do MP1 ocorreu independente do pH e para o H-MP1 a razdo Ksvi/Ksvs
diminuiu ligeiramente em pH mais &cido, indicando uma maior afinidade do peptideo nesse
caso, onde ele estd mais inserido na bicamada protegido do solvente. No entanto, o residuo de

triptofano do MP1 encontra-se mais protegido do solvente que no H-MP1, em todos os pHs.

Tabela 5 - Constantes de supressdo de Stern-Volmer para SuM de MP1 ¢ H-MP1 em
solugdo 150mM de NaCl e relagdo entre as constantes de Stern-Volmer na presenga de S00uM

de LUVs compostas por POPC:POPG e em solugao Ksvi/Ksys.

MP1 H-MP1
Ksvs Ksvi/ Ksvs Ksvs Ksvi/ Ksvs
pH 5,5 17.9< 0.5 0,19+ 0,03 123+ 0.4 032+ 0,02
pH 6,5 172402 0,22 + 0,03 13.4+0.2 0,32 + 0,02
pH 7,4 18,2+0,4 0,20 +£0,01 15,3+0,2 0,36 £ 0,01
4.2.4 Atividade Litica

A atividade litica dos peptideos foi testada pela permeabilizagio da vesicula lipidica, pois

o mecanismo de agdo dessa classe de peptideos tem como alvo a camada de fosfolipidios da
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membrana celular de modo a induzir poros ou defeitos nessas membranas. O vazamento do
conteudo de vesiculas lipidicas formadas por 7POPC: 3POPG foi analisado por medidas dos
vazamento de corantes fluorescentes através de experimentos de espectroscopia de

fluorescéncia com LUVs e de microscopia optica com GUVs.

4.2.4.1 Vazamento de LUVs seguido por fluorimetria

O vazamento de vesiculas lipidicas foi seguido por experimentos de espectroscopia de
fluorescéncia monitorando a cinética de liberagcdo do corante fluorescente calceina encapsulado
nas LUVs. Enquanto a calceina estava encapsulada, sua fluorescéncia foi auto suprimida, e apds
o inicio do seu vazamento a intensidade de fluorescéncia detectada aumentou com o decorrer
do tempo. A cinética de vazamento da calceina de vesiculas compostas por POPC:POPG,
devido a a¢do dos peptideos, foi monitorada em fung¢ao do tempo e esta apresentada na Figura
26.

O pH afetou drasticamente a cinética de liberagao de corante das LUVs, com um aumento
pronunciado e rapido da intensidade de fluorescéncia em pH acido para o H-MP1, enquanto
que a fluorescéncia foi recuperada mais lentamente e em menor quantidade em pH 7,4. Ao
passo que, para o MP1, o pH ndo influenciou no vazamento do corante, acontecendo

rapidamente nos dois pHs apresentados.

Figura 26 - Cinética de vazamento de calceina de 50 pM de LUVs compostas por
POPC:POPG com adi¢dao do de 2,5 uM de MP1 e H-MP1 em pH 7,4 ¢ 5,5.
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A porcentagem de calceina liberada em fungdo da concentracdo de peptideo, apds 10
minutos da injecdo de uma aliquota de vesiculas, foi expressa na forma da curva dose-resposta
da Figura 27A. Estas curvas de dose-resposta mostraram vazamento completo provocado pelos
dois peptideos nos trés valores de pH investigados. As curvas obtidas também apresentaram
dependéncia sigmoidal entre a porcentagem de corante vazado do interior da vesicula e a
concentragdo do peptideo, caracterizando um processo cooperativo, onde foi observada uma
concentragdo critica de peptideo, acima da qual ocorre um processo intenso de liberacao de
corante, sendo que esta concentracao critica foi maior para o analogo H-MP1 e dependente do
pH. O vazamento induzido pelo MP1 ndo apresentou grande variagcdo em relacdo ao pH da
solucdo como o andlogo. As curvas mostraram ainda que a cooperatividade diminuiu com o

aumento do pH da solucao, sendo que a cooperatividade foi semelhante para os dois peptideos.

Figura 27 - (A) Curvas de dose-resposta da atividade litica de H-MP1 (simbolos
preenchidos) e MP1(simbolos abertos) em pH 5,5, 6,5 e 7,4 na presencga de 100 uM de vesiculas
a 25°C depois de 10 min de interagdo com os peptideos; (B) Valores de concentragao de

peptideo necessaria para que ocorra o vazamento de 50% do contetdo da LUV (ECso).
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A eficiéncia litica pode ser estimada pela concentracao de peptideo para induzir 50% de
vazamento, ECso. Os valores de ECso para todos os pHs sao mostrados na Figura 27B. O
peptideo MP1 foi mais eficiente nos trés pHs investigados, sendo os valores de
ECsoaproximadamente independentes do pH. Para o H-MP1, no entanto, a eficiéncia litica
diminuiu significativamente com o aumento de pH, passando de 1,2 uM (pHS5,5) para 7,6 uM
(pH7,4). Estes resultados mostraram que o andlogo H-MP1 foi mais seletivo em relagao ao pH
comparado com o MP1 para vesiculas que contém POPG, atingindo em pH 5,5 uma eficiéncia

litica (ECs0) aproximadamente igual a do MP1.
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4.2.4.2 Vazamento observado por microscopia optica

A atividade litica também foi investigada por observagdao de GUVs pelo método de
vesicula Gnica. Nesta técnica, além de informagdo a respeito do fluxo através da membrana, ¢
possivel observar variacdes na forma das vesiculas durante a interagdo bicamada-peptideo
(TAMBA; YAMAZAKI, 2005). Neste método, o efluxo do interior da GUV foi induzido pelo
peptideo que foi injetado continuamente préximo a membrana fosfolipidica, de maneira a
garantir que a concentracao de peptideo proximo a vesicula se mantivesse constante. As GUVs
de 7POPC: 3POPG foram obtidas pelo método de eletroformacao, contendo calceina e sacarose
no seu interior € observadas em solugao de 150mM de NCl nos pHs 5,5 6,5 ¢ 7,4.

As imagens das GUVs, obtidas por microscopia de contraste de fase, na auséncia de
peptideo, apresentaram alto contraste devido a diferenca nos indices de refragdo da sacarose
(interior da GUV) e da solugdo salina (exterior da GUV). Por microscopia de fluorescéncia, a
imagem da mesma GUV mostrou a membrana intacta, marcada com rodamina-PE e alta

concentracdo de calceina encapsulada ( Figura 28A e B).

Figura 28 - Efluxo de calceina de uma tunica vesicula gigante de 7POPC: 3POPG
induzido por 10 uM de H-MP1 em pH 7,4., 6,5 ¢ 5,5. (A) Imagem de contraste de fase antes
de iniciar a adi¢do do peptideo, (B) Imagem de fluorescéncia do marcador rodamina-PE antes
da adi¢do do peptideo, (C) Imagens de fluorescéncia da GUV obtidas ao longo do tempo, apds
o inicio da inje¢do de H-MP1, (D) Membrana marcada por rodamina-PE depois da perda total
de fluorescéncia no interior da GUV e (E) Imagem de contraste de fase apds perda total de

fluorescéncia no interior da GUV. A barra de escala de 20 um.
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Ap6s o inicio da injecdo da solug@o de peptideo proximo da vesicula, observou-se que a
intensidade da fluorescéncia no interior da GUV manteve-se inalterada por um tempo da ordem
de minuto. Esse periodo inicial pode ser atribuido ao tempo necessario para a adsor¢ao do
peptideo e sua acumulacao na superficie da vesicula, causando perturbagdes que provocam a
formacao de poros ou defeitos na bicamada, dando inicio ao efluxo da calceina (TAMBAet al.,
2010). Posteriormente ao periodo inicial, o sinal de fluorescéncia no interior da GUV decresceu
rapidamente, em uma escala de segundos, até nao ser mais detectado, indicando que ocorreu a
liberacao do corante encapsulado (Figura 28C). Foi possivel observar que durante o vazamento
da calceina do interior da vesicula, a membrana ndo apresentou rupturas, ndo variou seu formato
e nao houve associagdo com outras GUVs.

Por fim, ap6s a completa redugdo da fluorescéncia da calceina no interior da vesicula foi
observado que a membrana marcada com rodamina permaneceu intacta e o contraste de fase foi
perdido, indicando que houve uma transferéncia entre as solugdes de sacarose e salina através
da membrana (Figura 28D e 28E).O mesmo comportamento foi observado na inje¢do do
peptideo MP1 préoximo a GUV de POPC:POPG, diferindo apenas nos tempos para que

ocorressem as mudangas na intensidade de fluorescéncia (Figura 29).

Figura 29 - Efluxo de calceina de uma tunica vesicula gigante de 7POPC: 3POPG
induzido por 10 uM de MP1 em pH 7,4 ¢ 5,5. (A) Imagem de contraste de fase antes de iniciar
a adicao do peptideo, (B) Imagem de fluorescéncia do marcador rodamina-PE antes da adi¢ao
do peptideo, (C) Imagens de fluorescéncia da GUV obtidas ao longo do tempo ap6s o inicio da
injecdo do peptideo MP1, (D) Membrana marcada por rodamina-PE depois da perda total de
fluorescéncia no interior da GUV e (E) Imagem de contraste de fase apds perda total de
fluorescéncia no interior da GUV. A barra de escala de 20 um.
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As intensidades de fluorescéncia de todas as imagens obtidas, como as apresentas na

Figura 28 e Figura 29, foram quantificadas com o uso do Software ImageJ (National Institutes



63

of Health, Bethesda, MD) e a concentragdo de calceina calculada com a (Equagdo 17). Os
valores obtidos foram dispostos em func¢do do tempo, como mostrados na Figura 30, onde pode
ser observada de forma quantitativa a diminuicao da calceina encapsulada com o decorrer do
tempo. A Figura 30 indica que a concentragao de calceina no interior da vesicula se manteve
constante por um tempo da ordem de minutos, e em seguida esta concentragdo diminuiu
rapidamente na ordem de segundos, até chegar proximo de zero. Esta figura apresenta também
a curva obtida das imagens de GUV de um experimento controle sem a adi¢do de peptideo.
Nesse caso, houve apenas uma diminui¢do gradual e continua na intensidade de fluorescéncia,
o que pode ser atribuido a foto-supressao da calceina. Para que a foto-supressdo do corante nao
interfira nos resultados obtidos, a obtengdo de imagens foi realizada somente por contraste de
fase quando a interagdo entre o peptideo e a vesicula duraram mais que 180 segundos para

ocCorrer.

Figura 30 - Curso temporal da alteracdo da concentragao de calceina encapsulada obtido
pelas medidas de intensidade de fluorescéncia do GUVs de POPC:POPG (estrela) e da GUV ao
interagir com 10uM de H-MP1 nos pHs 5,5 (triangulo), 6,5 (circulos) e 7,4(quadrados).
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A Figura 31 A mostra imagens de contraste de fase das GUVs sob a acdo de 4uM de H-
MP1 em pH 5,5. Inicialmente, as imagens das GUVs mostraram um alto contraste dptico devido
a assimetria do indice de refracao de sacarose encapsulada e o meio exterior. Com a injecao de
peptideo proximoa GUV, o contraste permaneceu inalterado por um periodo de tempo de
aproximadamente 2 min, seguido de uma perda de contraste, que ocorreu com tempo menor,
até ndo ser mais observada diferenca entre o meio externo e o interno da GUV, enquanto a

estrutura vesicular foi preservada (Figura 31A).
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Nesses casos, para quantificar o processo litico, foi obtido o perfil de nivel de cinza,
medido ao longo do equador da GUV, usando o software Image]J (MERTINS, 2014). O perfil
mostrado na Figura 31B, caracterizado por altos picos positivos simétricosna borda da GUV
(Ivorda,t) mais intenso do que no seu interior € no exterior (Iexit). O decrescimento do contraste
devido ao efluxo da solugdo encapsuladafoi seguido pela diminui¢do da intensidade do pico.
Assim, a diferenca das intensidades na borda em um tempo de observagdo t apds a inje¢do de

peptideo foi normalizada pela mesma diferenga antes da inje¢ao do peptideo:

C(t) — (Iborda,t - Iext,t) (Equagéo 24)

(Iborda,o - Iext,O)

Onde Iborda,0 € lext,0 s30 as intensidades da borda e do exterior antes de comegar a inje¢ao

do peptideo, respectivamente.

Figura 31 - (A) Sequéncia temporal das imagens de contraste de fase de uma GUV tnica
composta por 7POPC: 3POPG durante a injecao de 4pMde H-MP1 no pH 5,5. A barra azul na
primeira imagem corresponde a 20um. (B) Nivel de cinza em funcdo da distancia calculado

através do equador das imagens correspondentes em (A) pelo software IMAGEJ.
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Considerando a observacao de, no minimo, 15 GUVs independentes para cada condi¢ao,
com raios proximos de 10um, foi estabelecida uma média dos tempos de retardo, que foi o
tempo decorrido da injecao do peptideo até o inicio da perda de contraste de fase ou de
decréscimo da intensidade de fluorescéncia no interior da vesicula. A Figura 32, evidencia que
o tempo de retardo médio para o efluxo tenha se iniciado, calculado para o conjunto de

vesiculas, foi inversamente proporcional a concentragdo do peptideo, ou seja, o tempo de
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retardo foi maior para baixas concentragdes de peptideos. Também foi observado dependéncia
em relacdo ao pH. Quando o vazamento foi induzido pelo peptideo H-MP1, os menores tempos
encontrados foram em pH 5,5, sendo cerca de 150s mais rapidos que em pH neutro, nas
concentracgoes de peptideo ¢ 4, 6 e SuM.Para o MP1 o comportamento ¢ o contrario, sendo os

menores tempos de retardo obtidos em pH 7,4 para todas concentragdes estudadas.

Figura 32 - Tempo de retardo em fun¢ao da concentragao de peptideo injetado proximo a
vesicula (A) H-MP1 e (B) MP1 nos pHs 5,5 (tridngulos), 6,5 (circulos) e 7,4 (quadrados). Os

valores de tempos sdo valores médios calculados em um conjunto de pelo menos 15 GUVs.
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Apos 50 segundos do inicio da inje¢ao de 10 uM de peptideo a porcentagem de corante
vazado de 20 vesiculas independentes esta apresentada nos histogramas da Figura 33. Quando
induzido pelo MP1, o vazamento do corante das vesiculas foi maior em pH 7,4 do que em pH
5,5, com 75% das GUVs analisadas totalmente vazadas. Um comportamento contrario foi
observado para o H-MP1, onde os maiores vazamentos foram obtidos em pH 5,5, com 40% das
GUVs completamente vazadas enquanto apenas uma vesicula concluiu o vazamento em pH
7,4, neste intervalo de tempo.

Para analisar o efluxo de calceina através da membrana lipidica, foram obtidos valores de
intensidade de fluorescéncia ou intensidade de cinza, de todas as imagens obtidas nas interagdes
de H-MP1 e MP1 nos trés pHs estudados. Os valores de concentragdo em relagdo ao tempo
permitiram determinar o fluxo volumétrico, por meio da dependéncia log-linear da

concentracdo de calceina com o tempo, como podem ser visto no exemplo da Figura 34.
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Figura 33 - Histogramas de vazamento de GUV. Histogramas de vazamentos fracionario
para 20 GUVs independentes de POPC:POPG apds 50s do inicio da inje¢do de 10uM(A) de
MP1 e (B) de H-MP1 em pH 7,4 (barras pretas) e pH 5,5 (barras cinzas). As GUVs individuais

estdo ordenadas da esquerda para a direita do menor para a maior % de vazamento.
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Estes resultados indicaram alta atividade litica induzida pelo MP1 nos trés valores de pH.
O peptideo H-MP1 apresentou maior atividade em pH 5,5, em excelente acordo com os
resultados obtidos pelos experimentos de vazamento de LUVs, sendo que o H-MP1 foi mais
seletivo em relagdo ao pH da solucdo do que o MP1.

Por meio das inclinagdes das retas apresentadas na Figura 34, foram obtidos os valores
dos fluxos volumétricos, ou seja, da permeabilidade da vesicula, e entdo se estabeleceu uma
média desses valores. Considerando o erro experimental nestas médias, as permeabilidades
médias (Pm) obtidas pelas imagens de microscopia de fluorescéncia ndo diferiram
substancialmente das obtidas pelas imagens de contraste de fase mesmo para baixas
concentragdes de peptideo onde o tempo de retardo ¢ grande e ocorre a foto-supressao da
calceina (Figura 35). Portanto, nesse trabalho os valores das permeabilidades foram obtidos por
videos gravados por microscopia de fluorescéncia para as concentragcdes em que a foto-
supressao do corante fluorescente ndo comprometeu a resolugdo das imagens e por microscopia
de contraste de fase para os casos onde as imagens ficaram comprometidas devido ao foto-

supressao do corante.

Figura 34 - Dependéncia log-linear da concentragdo de calceina no interior da GUV em

funcdo do tempo contabilizado apds o tempo de retardo: -R/31n(c) (10) vs t (s), induzido por
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10 uM de MPI1 (simbolos abertos) e 10 uM de H-MP1 (simbolos fechados) em GUVs de
7POPC: 3POPG nos pHs 7,4 (quadrados), 6,5 (circulos) e 5,5 (triangulos).
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Figura 35- Permeabilidade média induzida em funcao da concentracdo de MP1 calculada
a partir da andlise das imagens de GUVs independentes de POPC:POPG em pH 7,4 gravadas

por microscopia de fluorescéncia (no minimo 15 GUVs) e microscopia de contraste de fase (no

minimo 8 GUVs).
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Deste modo, foram calculadas as permeabilidades médias (Pm) induzidas por H-MP1 e
MP1 nos pHs 5,5, 6,5 ¢ 7,4 e os valores obtidos estao apresentados na Figura 36. Em todos os
casos a P foi dependente da concentragao de peptideo, no entanto nas condi¢cdes em que foi
estimado que os peptideos possuissem carga efetiva positiva, a dependéncia da permeabilidade

com a concentracdo do peptideo foi consideravelmente maior.
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Os valores de permeabilidades induzidas pelo H-MP1 sofrem varia¢des significativas
com a mudanca do pH do meio, tendo aumentado cerca de 8 vezes em meio acido (pH 5.5)
atingindo um valor de 2,2 + 0,6 um/s neste pH comparado com o meio fisiologico de pH 7,4
com valor menor que 0.3 um/s, ambos em 10 uM de peptideo. A permeabilidade induzida pelo
peptideo MP1 foi 3,7 £1 pm/s em pH 7,4 a 10uM, quase o dobro da permeabilidade (Pn=1,9 +
0,7 um/s) em pH 5,5.

Figura 36 - Permeabilidade media induzida em fun¢do da concentragcdo de peptideo nos
pHs7.,4, 6,5 e 5,5 obtida das imagens de microscopia das GUV de POPC:POPG sob fluxo
constante de (A) H-MP1 e (B) MP1. Valores médios calculados para um conjunto de no minimo

15 GUVs.
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Em adicdo a perda do contraste, os peptideos também induziram, em alguns casos,
modificagdes estruturais nas GUVs, tais como a ruptura, perda de contraste acompanhada por
formagao de regides densas provavelmente devido a agregagdo peptideo/lipidio que estdo
denominadas genericamente de dominios e diminui¢do do raio da vesicula. As vesiculas que
tiveram o tamanho variado e/ou romperam a membrana durante a interacdo com o peptideo nao
foram consideradas para obtencao dos valores de permeabilidade média e dos histogramas de
vazamento. Na Figura 37 sdo mostrados exemplos de cada um desses eventos observados
durante os experimentos. Nesta figura estdo apresentas imagens em uma sequéncia temporal de

seis diferentes vesiculas de 7POPC: 3POPG sob o efeito de MP1 em pH 7,4.

Figura 37 - Imagens em sequéncia temporal da interagdo do MP1 com GUVs compostas
de 7POPC: 3POPG em pH 7,4. A primeira sequéncia de cada figura ¢ obtida pela visualizagao

da vesicula por microscopia de fluorescéncia. Nesse caso, a primeira ¢ a tltima imagem dessa
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sequéncia sdo obtidas antes e apds a interacdo do peptideo, respectivamente. A segunda
sequéncia ¢ obtida pela visualizagdo por microscopia de contraste de fase. (A) E possivel
observar o aparecimento de um macro poro na membrana, seguido de diminui¢ao do raio da
GUV concomitante com o vazamento do corante encapsulado. (B) Além da perda do corante
encapsulado, a vesicula apresenta regides mais densas na sua membrana e (C) explosdo da
vesicula acompanhada da formacdo de massa amorfa provavelmente de fosfolipidios e

peptideos.

11,2s

Em todos os casos observados a vesicula permaneceu intacta por um periodo de tempo,
considerado necessario para a adsor¢do do peptideo na membrana. Na Figura 37A ¢ observada
uma leve modificagdo na curvatura da membrana seguida da formagdo de um poro visivel na
membrana (seta), acompanhado de uma diminui¢do de tamanho e perda do sinal de
fluorescéncia e contraste entre interior/exterior. Este comportamento foi semelhante ao

observado por Archila para o peptideo sintetizado de uma mistura das regides mais ativas de
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pediocina A e plantaricina 149 com GUVs de POPC, assim como com a interagdo do detergente
SDS com GUVs de POPC (ARCHILHA, 2009). Na Figura 37B, apds o periodo de adsor¢ao do
peptideo a vesicula comecgou a perder o contraste a0 mesmo tempo em que apareceram manchas
escuras na membrana, provavelmente devido ao acumulo local de peptideo/lipidio, indicando
uma possivel dobra da membrana. Por fim, a Figura 37C apresenta uma GUV que sofreu uma
espécie de explosdo da vesicula (vesicle burst), resultando na formagdo de uma massa amorfa,
provavelmente formada por fosfolipidio e peptideo. Os eventos observados nas figuras Figura

37B e C ja haviam sido relatados em trabalhos anteriores do grupo ( Cabrera et al., 2011).

Figura 38 - Porcentagem de modificagdes observadas nas GUVs durante a interagdo entre
os peptideos 10 uM de H-MP1 e 10 uM de MP1 com vesiculas de POPC:POPG em pH 7,4 ¢
5,5.Porcentagem de GUVs que sofreram a ruptura na bicamada lipidica est4 representada na cor
branca, GUVs tiveram o conteudo interno vazado sem modificacdes visiveis na bicamada
lipidicas representadas de cinza claras, GUVs que durante o vazamento apresentaram regioes
mais escuras na bicamada (dominios) em cinza escura e vesiculas que tiveram reducao do raio

durante o vazamento em azul claro.
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A distribuicdo do percentual de vesiculas com esses diferentes tipos de eventos foram
contabilizados e apresentados nas Figura 38 e Figura 39. Para 10 uM de H-MP1 em pH 7.4,
mais de 90% das GUVs observadas apresentam vazamento do contetido interno sem alterar
estrutura da bicamada. Em pH 5,5 observou-se aumento de vesiculas que apresentaram regides
densas, e também o aparecimento de uma populagdo de GUVs que explodiram. Enquanto que

para o MPI1, aparecem vesiculas em todas as condi¢des discutidas indiferentes ao pH da
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solugdo, sendo que 9% das GUVs observadas explodiram e 9% reduziram o raio, dentro das
quais algumas GUVs sofreram a reducdo do raio acompanhado do aparecimento de regides
escuras (dominios) na bicamada.

Foi observada também uma forte dependéncia entre a concentragdo dos peptideos ¢ a
variagao no formato da GUV. Quando a concentracdo de peptideo injetado foi reduzida para
6uM, 40% das GUVs perderam o contraste, enquanto ndo ocorreu nada com 60% das GUVs,
durante 30 minutos de injecdo de H-MP1 em pH 7,4. Porém em pH 5,5 todas as GUVs
observadas vazaram e cerca de 22% sofreram modificagdes estruturais como diminui¢ao do raio
(algumas reduziram o raio acompanhado da formac¢ao de dominios) e formagao de dominios na
membrana mantendo seu tamanho inicial.

Para o 6uM de MP1 em pH 7,4 ndo foram observadas vesiculas explodindo e com reducao
do raio como quando a interagdo ocorre com 10uM. No entanto, em pH 5,5 cerca de 5% das

vesiculas continuaram sofrendo explosao e 5% alteraram seu tamanho.

Figura 39 - Porcentagem de modificagdes observadas nas GUVs durante a interagao entre
os peptideos 6 uM de H-MP1 e 6 uM de MP1 com vesiculas de POPC:POPG em pH 7,4 ¢ 5,5.
Porcentagem de GUVs que sofreram a ruptura na bicamada lipidica esta representada na cor
branca, GUVs tiveram o conteudo interno vazado sem modifica¢des visiveis na bicamada
lipidicas representadas de cinza claras, GUVs que durante o vazamento apresentaram regioes
mais escuras na bicamada (dominios) em cinza escura, GUVs que tiveram reducdo do raio
durante o vazamento em azul claro e GUVs onde nenhuma modificagdo foi observada durante

o periodo dos experimentos representados na cor amarelo.
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4.3 Interacio entre os peptideos e membranas de diferente composicoes

4.3.1 Espectroscopia de Dicroismo circular (CD)

Para obter informagdes a respeito das variagdes nas caracteristicas estruturais dos
peptideos  quando interagem com  vesiculas formadas por 8POPC:2POPS,
7POPC:2POPS:1POPE e 9POPC:1POPE nos pHs 7.4, 6,5 e 5,5 foi utilizada a técnica de
dicroismo circular. Nesses experimentos, uma solu¢do de peptideo a 10uM foi titulada com
uma solu¢do de LUVs, do mesmo modo que foi descrito para o experimento feito com vesiculas
de POPC:POPG.

Os peptideos em solugdo apresentaram espectros caracteristicos de estruturas aleatdrias,
e ao interagirem com uma pequena aliquota de vesiculas, passaram a apresentar espectros
compostos por duas bandas de intensidade negativa em 222 nm e 208 nm, caracteristicos de
conformagao helicoidal (Figura 40). Com o aumento da concentragao de vesiculas, estas bandas
negativas se tornaram mais intensas, evidenciando que o peptideo se estruturou com o aumento
da concentragdo de lipidios. Em todas as situacdes estudadas, foram observadas a existéncia de
um ponto isodicrdéico em 204 nm indicando que ocorreu um processo de dois estados em
equilibrio, um estado onde o peptideo possuia estrutura aleatéria em solugdo e um estado com

o peptideo em estrutura helicoidal em contato com a bicamada lipidica.

Figura 40 - Espectro de dicroismo circular, elipticidade molar versus comprimento de
onda para os peptideos H-MP1 (simbolos preenchidos) e MP1 (simbolos abertos) a 10uM,em

tampao (preto) e apos o equilibrio, com LUVs de POPC:POPS a 50 uM (vermelha), 100 uM
(azul ) e 300 uM (verde) em pH 5,5.
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A relagdo entre a estruturacao desses peptideos com e a variagdo do pH pode ser analisada
pelos espectros coletados ap6s 3minutos de interagdo entre os peptideos e 300uM de LUV,
apresentados na Figura 41. Na presenc¢a de vesiculas anidnicas, os espectros do peptideo MP1
apresentaram picos negativos mais intensos, indicando maior estruturagao que o analogo H-
MP1 nos trés pHs estudados. O H-MP1, por sua vez, aumentou a intensidade das bandas
negativas com diminui¢do do pH, indicando maior teor helicoidal em pH 5,5.

Para a interacdo com LUVs compostas por POPC:POPE, o H-MP1 apresentou pouca
estruturacao, mesmo em pH 5,5, enquanto que para o MP1 as bandas se tornaram mais intensas

com o aumento de pH, sendo maiores em pH 7,4 em relagdo as obtidas em pH 5,5.

Figura 41 - Espectro de dicroismo circular de 10 uMH-MP1 (simbolos preenchidas) e 10
uM MP1(simbolos vazios) ap6s 3 min da interacdo com 300uM de LUVs composta por (A)
POPC:POPS; (B) POPC:POPS:POPE ¢ (C) POPC:POPE em tampao pH 7,4 (preto), 6,5 (azul)

e 5,5 (cinza).
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A particdo do peptideo em bicamadas lipidicas foi investigada a partir dos valores de
elipticidade molar em 222 nm. As isotermas de adsor¢do, elipticidade molar normalizada em
222 nm (O22/ O¢) em fungdo da concentragdo de lipidio exposto ao peptideo [L], estdo
apresentadas na Figura 42, onde os valores experimentais foram ajustados pela equagao de
Langmuir (Equacao 12), com coeficientes de correlagdo maiores que 0,96. Destes ajustes foram
obtidas as constantes de particao (Kp).

Em vesiculas anidnicas, foram observados valores maiores de Kp quando comparado com
os valores obtidos em vesiculas zwitterionicas (Figura 43), indicando que o processo de

associacdo dos peptideos a bicamada foi influenciado pelas interagdes eletrostaticas.
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Figura 42 - (A) Isotermas de adsorcdo: elipticidade molar normalizada em 222 nm em
funcdo da concentracdo de lipidios. A linha continua foi obtida pelo ajuste da equagdo nao
linear. (A), (B) e (C) 10uM H-MP1; (D), (E) e (F) 10uM MPI1. As LUVs sao compostas por
POPC:POPS, POPC:POPS:POPE e POPC:POPE nos pHs 7,4 (quadrado), 6,5 (circulo) e 5,5

(tridngulo).
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Figura 43 - Constante de parti¢io (10> M™') em funcio do pH, obtidas pelo ajuste dos
dados de CD das titulagdes dos peptideos (A) H-MP1 e (B) MP1 com vesiculas de POPC:POPS

(cinza), POPC:POPS:POPE (cinza claro) e POPC:POPE (branco).
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Nas vesiculas anionicas, a constante de particdo apresentou tendéncia de aumentar com a

diminui¢do do pH do meio, entretanto, os valores obtidos com o MP1 foram maiores que os



75

obtidos com o analogo H-MP1. A maior discrepancia ocorreu para LUVs de POPC:POPS onde
Kp do MP1 foi cerca de 16 vezes maior em pH 5,5 e 30 vezes maior em pH 7,4 quando
comparado com as constantes do H-MP1 nos respectivos pHs. Para essas vesiculas anidnicas, a
presenca do POPE na composi¢do nao afetou a particdo do peptideo H-MP1, enquanto foi
observada uma ligeira diminui¢do na particdo do peptideo MP1, principalmente em pH 5,5.

As porcentagens de hélices foram calculadas de duas formas: a partir dos valores de
elipticidade molar, no comprimento de onda de 222nm, dos peptideos na presenga de 500uM
de LUV, ou seja, 250 uM de lipidios compondo as monocamadas externas das vesiculas, ¢ a
partir dos parametros obtidos dos ajustes dos dados experimentais, considerada neste caso, a
maxima fracdo helicoidal que o peptideo poderia ter adquirido. Os valores obtidos estdo

apresentados na Figura 44.

Figura 44 - Fracao helicoidal dos peptideos (A), (B) e (C) H-MP1 e (D), (E) e (F) MP1
em fun¢do do pH, na presenca de LUVs compostas por POPC:POPS, POPC:POPS:POPE e
POPC:POPE. As frag¢des helicoidais calculadas a partir dos dados experimentais de dicroismo
circular no maximo (saturagao) em 500uM de lipidios ([P]/[L]=0,02) e fracao de hélice maxima,

calculada pelos parametros obtidos das isotermas de Langmuir.
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O peptideo MP1, quando em contato com 250 pM de lipidios, j& estava praticamente com

o maximo de hélices em todos os casos estudados, exceto na presenga de LUV POPC:POPE em



76

pH 5,5, enquanto o H-MP1, na presenca de todas as composi¢des de vesiculas e pHs, ainda ndo
tinha sido completamente estruturado em hélice.

As fracdes helicoidais maximas do H-MP1 apresentaram tendéncia de aumentar em pH
acido, alcancando a mesma fracao helicoidal que o MP1 em POPC:POPS e POPC:POPS:POPE
e valores mais elevados que o MP1 nas outras composic¢des, chegando a atingirquase100% de
hélices em pH 5,5 na presenca de LUV de POPC:POPS. Para o MP1 as fragdes de a-hélices
foram aproximadamente iguais a 60% nas vesiculas anidnicas e cerca de 10% a menos em

vesiculas de POPC:POPE.

4.3.2 Potencial zeta

As adsor¢des dos peptideos em LUVs POPC:POPS, POPC:POPS:POPE e POPC:POPE
foram monitoradas através das medidas de potencial zeta. Neste experimento o potencial zeta
foi medido ap6s 3 minutos da adicdo de 50uMde LUV a solugdo de 5uM de peptideo em
150mM de NaF nos pHs 5,5 e 7,4.

Como apresentado na Figura 45, os valores de potencial zeta das LUVs na presenga dos
peptideos variaram para valores mais positivos em relagdo aos encontrados inicialmente para as
vesiculas puras, indicando que os peptideos carregados positivamente foram adsorvidos as
bicamadas lipidicas e alteraram a densidade superficial de carga das vesiculas. Mesmo em pH
7,4 a variacdo no potencial zeta devido a adsor¢do do H-MP1 ocorreu para valores mais
positivos, contrariando a previsdo de carga realizada para essa condigdo, porém em

concordancia com os resultados obtidos nas vesiculas de POPC:POPG.

Figura 45 - Potencial zeta (&) de vesiculas lipidicas na presenga de SuM de MP1( barras
listradas) e 5uM de H-MPl(barras cinza escuro) em funcdo do pH do meio. Vesiculas

compostas por (A) 9POPC:1POPE, (B) 8POPC:2POPS e (C) 7POPC:2POPS:1POPE.
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Para as LUVs zwitterionicas, foi observado uma mudanca no potencial zeta da mesma
ordem de grandeza obtida em vesiculas anidnicas. Nas vesiculas compostas somente por
POPC:POPS a adsor¢ao do MP1 causou uma variacao do potencial zeta, em relagdo a vesicula
pura, de aproximadamente 16mVem ambos os pHs. No entanto, a presenca do lipidio POPE na
composicao das LUVs anidnicas, aparentemente, modificou as interagdes peptideo/lipidio e a
adsor¢d@o do MP1 a essas vesiculas se tornou ligeiramente dependente do pH, sendo maior em
pH 5.5.

O potencial zeta de todas as composi¢gdes de vesiculas na presenca do peptideo H-MP1
foram dependentes do pH, nos quais os valores tornaram-se mais positivos em pH 5,5 do que
em pH 7,4. No entanto, mesmo em pH &cido, onde ¢ esperada uma maior carga positiva desse
peptideo, as variacdes provocadas no potencial zeta foram consideravelmente menores que as
obtidas quando na presenca de MP1.

O tamanho das vesiculas antes e ap6s a interagdo com os peptideos foi medido por DLS
nas mesmas condi¢des dos experimentos de potencial zeta. Os valores dos raios hidrodinamicos
encontram-se na Tabela 6. Para esses experimentos as vesiculas ndo variaram seu tamanho
devido a interagdo com os peptideos, nao foram destruidas e nem se aglomeram com vesiculas

vizinhas da solugao.

Tabela 6- Raio hidrodindmico (nm) medidos de 50uM LUVs compostas por
9POPC:1POPE, 8POPC:2POPS e 7POPC:2POPS:1POPE na presenca de 5 uM de MP1 e de
H-MP1 em solugao 150mM NaF nos pHs 5,5 ¢ 7,4.

Composicao
Peptideo pH POPC:POPE POPC:POPS POPC:POPS:POPE
MP1 7,4 66,3 + 0,6 64,4 +0,1 67,3+1,2
5,5 61,6+0,1 66,1 £1,5 66,8+0,8
H-MP1 7,4 60,7+1,8 64,9+ 1,7 69,9+0,9
5,5 59,2+ 0,9 65,6 +1,3 67,6+1,5

4.3.3 Supressao da emissiao de fluorescéncia do triptofano por acrilamida

Os experimentos de supressao do triptofano por acrilamida também foram realizados com
LUVs compostas de POPC:POPS, POPC:POPS:POPE e POPC:POPE, com a finalidade de

quantificar a extensao da penetragao dos peptideos na regiao hidrofobica da bicamada. A perda
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da intensidade de fluorescéncia foi analisada por meio de graficos de Stern-Volmer (Figura 46).
O ajuste dos valores experimentais foi obtido pela forma ndo linear (Equagdo 15), pois esta

apresenta um coeficiente de correlagdo superior ao ajuste linear.

Figura 46 - Graficos de Stern-Volmer dos peptideos H-MP1 (A e B) e MP1 (C e D).
Supressdo da fluorescéncia do triptofano por acrilamida em tampao e na presenga de LUVs
compostas por POPC:POPS (triangulos), POPC:POPE (tridngulo invertido) e
POPC:POPS:POPE (circulo). As linhas continuas sdo os melhores ajustes obtidos com a

equacdes de Stern-Volmer para supressdo estatica nos pHs (A e C) pH 7,4 e (B e D) pH 5,5.
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Pelo ajuste dos dados experimentais foram obtidas as constantes de Stern Volmer (Ksv)
para cada um dos peptideos. Em solucao salina, na auséncia de meios miméticos, os graficos
apresentam uma supressdo maxima da fluorescéncia por parte da acrilamida, portanto as
constantes de Stern-Volmer (Ksys) apresentam valores maiores em comparagao as constantes
obtidas na presenca de LUVs (Ksvi), indicando uma reducao da acessibilidade da acrilamida
aos residuos de triptofano devido a uma interagdo entre as cadeias laterais desses residuos com

a por¢ado hidrofébica do interior da membrana.
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Os valores obtidos da relacdo Ksvi/Ksys (Tabela 7) indicaram que os residuos de
triptofano de ambos os peptideos encontraram-se mais protegidos do supressor em vesiculas
aniodnicas, evidenciando a importancia dos lipidios carregados na ligacdo do peptideo. Para
todas as composic¢oes de vesicula o MP1 estava mais enterrado na bicamada lipidica em relagao
ao analogo. Os residuos de triptofano do H-MP1 se enterraram mais nas bicamadas de
POPC:POPS. No entanto, em todas as composi¢des, para ambos os peptideos, foram obtidos
valores de constante de Stern-Volmer sugerindo que em pH 5,5 a localizagao dos peptideos seja

mais superficial na bicamada lipidica que em relagao ao pH 7,4.

Tabela 7- Relagdo entre as constantes de supressdo de Stern-Volmer de 5uM dos
peptideos MP1 ¢ H-MP1 em solugdao 150mM de NaCl, pH 5,5 e 7,4 (Ksvs) € na presenca de
500uM de LUVs em diferentes composigdes (Ksvi).

Ksvi/ Ksvs

pH MP1 H-MP1
POPC:POPE 7,4 0,36 = 0,02 0,59 +0,04
5,5 0,38 +0,03 0,82 +0,04
POPC:POPS 7,4 0,23 £0,03 0,36+0,03
5,5 0,26 = 0,02 0,46 +0,03
POPC:POPS:POPE 7,4 0,22 £0,02 0,41 +0,02
5,5 0,30+ 0,03 0,46 + 0,04

4.3.4 Atividade litica

As atividadesliticas dos peptideos H-MP1 e MP1 foram testadas por vazamento do
conteudo de vesiculas lipidicas de 8POPC:2POPS, 7POPC:2POPS:1POPE e 9POPC:1POPE,
atraves de medidas dos vazamento de corantes fluorescentes acompanhados por espectroscopia

de fluorescencia, no caso de POPC:POPS e de microscopia optica para todas as composicdes.

4.3.4.1 Vazamento de LUVs seguida por Fluorimetria

A liberacao de corante fluorescente encapsulado nas LUVs de SPOPC:2POPS induzida

pelos peptideos foi monitorada pelo aumento da fluorescéncia. Na Figura 47A, as curvas dose-
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resposta da porcentagem de liberacdo de calceina como funcdo da concentracdo de peptideo,
apos 10 minutos de acdo dos peptideos, mostraram vazamento completo das LUV provocado
pelos dois peptideos. Estas curvas sdo sigmoides e foram ajustadas pela equagdo sigmoidal de
Boltzmann.

Para ambos os peptideos foi observado uma concentragao critica, acima da qual ocorreu
um processo intenso de liberacdo de corante caracterizando um processo cooperativo. Quando
o vazamento foi induzido pelo analogo H-MP1 foi observada uma cooperatividade menor em
relagdo ao MP1. Para o vazamento induzido pelo peptideo MP1, foi possivel observar a curva
de dose-resposta deslocada para menores concentragdes de peptideos em pH 7,4do que em pH
5,5. Para o andlogo H-MP1, a diferenca entre as curvas dose-resposta devido a variagdo de pH,
nao foi tdo significativa como as obtidas para vesiculas formadas por POPC:POPG, ¢ em
consequéncia disso, em pH 5,5,apesar de ser necessarias menores concentracdes de H-MP1 para
atingir o vazamento completo das LUVs, nessa composi¢do de vesiculas o H-MP1 ndo obteve
o0 mesmo desempenho que o MP1.

Na Figura 47B sdo mostrados os valores de concentragdes de peptideos necessarias para
que ocorra 50% de vazamento do corante das LUVs (ECso). O peptideo MP1 foi mais eficiente
nos dois pHs, com ECspiguais a 0,5 e 0,8 [IM nos pHs 7,4 e 5,5, respectivamente. Para o H-
MP1 foi obtida uma resposta mais eficiente em meio acido sendo ECs0=3,4 [IM e5,4 [ 1M entre

o pHs 5,5 e 7,4 respectivamente.

Figura 47 - (A)Curvas de dose-resposta da atividade litica de H-MP1 (simbolos
preenchidos) e MP1(simbolos abertos) em pH 5,5 e 7,4 na presenca de 100 uM de LUVs de
POPC:POPS a 25°C, depois de 10 min; (B) Valores de concentragdo de peptideo necessaria
para que ocorra o vazamento de 50% do contetido encapsulado na LUV (ECs).
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4.3.4.2Vazamento de GUYV observado por microscopia éptica

A atividade litica dos peptideos foi investigada por observagao de GUVs de POPC:POPS,
POPC:POPS:POPE e POPC:POPE, pelo método de vesicula tinica, assim como foi apresentado
nos resultados anteriores para GUVs de POPC:POPG. As imagens de fluorescéncia da GUV
antes do inicio da inje¢do do peptideo apresentaram a membrana marcada com rodamina —PE
intacta. Por contraste de fase foi observado a vesicula com alto contraste devido a diferenca
entre os indices de refragdo da solucao encapsulada e a solugdo do exterior da GUV, Figura
48A. Apos o inicio da inje¢do de peptideo, tanto a fluorescéncia do interior da vesicula como
o contraste da GUV com o exterior se manteve por tempo na escala de minutos e em um
determinado instante (nesse exemplo 80 segundos) iniciou um rapido decréscimo da
fluorescéncia até ndo ser mais vista a vesicula. As imagens de fluorescéncia da membrana
marcada com rodamina-PE e de contraste de fase confirmaram que a integridade da membrana
foi mantida durante a interacdo. Quando observado outra GUV independente somente pelo
modo de contraste de fase, apos o tempo onde nao foi observada nenhuma modificagdo na GUV,
o contraste foi perdido gradualmente, indicando que houve a liberagdo da calceina encapsulada

e a entrada da solucdo salina através da bicamada lipidica.

Figura 48 - Efluxo de calceina de uma tnica vesicula gigante de 8POPC: 2POPS induzido
por 10 uM de H-MP1 em pH 5,5. (A) Imagem de contraste de fase antes de iniciar a adi¢ao do
peptideo, (B) Imagem de fluorescéncia do marcador rodamina-PE antes da adi¢do do peptideo,
(C) Imagens de fluorescéncia da GUV obtidas ao longo do tempo apds o inicio da injecdo de
H-MP1, (D) Membrana marcada por rodamina-PE depois da total perda de fluorescéncia no
interior da GUV, (E) Imagem de contraste de fase apos total perda de fluorescéncia no interior
da GUV e (F) Imagens de contraste de fase de outra GUV independente da primeira, obtidas ao

longo do tempo apds o inicio da injecdo de H-MP1. A barra de escala de 20 pm.
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O tempo contado desde o inicio da injecao do peptideo proximo a GUV até que o processo
da transferéncia da solugdo encapsulada na GUV através da membrana lipidica comegou a
ocorrer depende de diversos fatores, como a composi¢cdo da bicamada lipidica e o peptideo.
Apos analisar pelo menos 15 GUVs individuais foi realizada uma média desses tempos,
nomeado como tempo de retardo, e os valores obtidos em fun¢do da concentracdo de peptideo

injetado estdo apresentados na Figura 49.

Figura 49 - Tempo de retardo médio em funcdo da concentragdo de peptideo.
Experimentos realizado com a injecdo de H-MPI(simbolos preenchidos) e MP1 (simbolos
abertos) nas GUVs compostas por (A) POPC:POPS, (B)POPC:POPS:POPE e (C)POPC:POPE,
nos pHs 7,4 (quadrado) e 5,5 (triangulo).
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Os menores tempos de retardos foram obtidos na injecdo de solu¢ao mais concentrada de
peptideo. A inducdo do vazamento de GUVs que contem POPS foi mais réapida em relagao as
GUVs zwtteridnicas, indicando que a atrag@o eletrostatica seja uma componente importante na
etapa inicial da agdo do peptidio. Nas vesiculas formadas por POPC:POPS os tempos de retardo
medidos nas solugdes mais concentradas de peptideo sao maiores para o H-MP1 do que para o
MP1. Entretanto, com a reducao da concentragdo dos peptideos, foi observado um aumento
maior no tempo de retardo para o MP1 comparado ao analogo H-MP1, o que levou a tempos
iguais se considerado o desvio das médias dos tempos.

Com a adicdo de POPE na composi¢do da GUV anidnica o tempo de retardo foi maior
quando induzido por H-MP1 em todas as concentragdes. Enquanto para o MP1,em baixas
concentragdes, foram observados tempos menores do que os obtidos nas GUVs somente de
POPC:POPS, como ja havia sido observado em trabalhos anteriores(LEITE et al., 2015). Em
relacdo ao pH da solugdo nao foi observado um comportamento claro devido aos altos desvios

associados as médias.
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A perda da intensidade de fluorescéncia da vesicula ou do contraste de fase foi analisado
com software IMAGEJ, e por meio da (Equagao 17) foi obtida uma relagdo da concentragdo de
calceina no interior da vesicula em func¢ao do tempo decorrido desde o inicio da injecao de
peptideo. No exemplo apresentado na Figura 50A, foi observado que por certo periodo de tempo
a concentracdo de calceina dentro da GUV ndo variou, em seguida ocorreu uma rapida
diminui¢do da concentracdo de corante encapsulado. Os valores de concentracdo em relagao ao
tempo permitiram determinar a influéncia da composi¢ao lipidica e do pH na permeabilidade
da membrana, a qual foi calculada pela dependéncia log-linear da concentragdo de calceina no

interior da GUV com o tempo para H-MP1 e MP1, como no exemplo da Figura 50B.

Figura 50 - Interacdo de GUVs de POPC:POPS (8:2) nos pHs 7,4 (quadrados), 6,5
(circulos) e 5,5 (tridngulos). Concentracao de H-MP1 10 uM. (A) Concentracao de calceina no
interior da GUV em funcao do tempo, calculada pela Eq. (Equagdo 17), durante a inje¢do de H-
MP1. (B) Dependéncia log-linear da concentracdo de calceina no interior da GUV em funcao
do tempo: -R/3In(c) (10°) vs t (s) induzido por MP1 (simbolos abertos) e H-MP1 (simbolos
fechados).
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A porcentagem de vazamento da calceina apds 50 segundos do inicio da inje¢ao dos
peptideos para pelo menos 15vesiculas independentes estdo apresentadas nos histogramas da
Figura 51. Para o peptideo MP1, na presenga da composicao zwiterionicaPOC:POPE, 60% das
GUVs analisadas foram totalmente vazadas neste periodo, em pH 7,4. Na composi¢do
POPC:POPS:POPE foi observada dependencia do pH para o vazamento, com a diminui¢do do

numero de vesiculas vazadas no pH 5,5. Uma observacao importante foias vesiculas foram
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observadas principalmente em duas faixas, ou com pouco vazamento ou proximo de estar
completamente vazadas, como ja relatado para esse peptideo (LEITE et al., 2015).

Para o H-MP1, a presengca de POPE na composi¢ao da GUV pareceu nao provocar o
mesmo efeito observado para o MP1. Neste caso foi observado maior nimero de vesiculas
vazadas na composi¢do de POPC:POPS, indicando uma forte dependencia da atracdo
eletrostatica na interacdo, enquanto nas vesiculas zwterionicas ndo foi observado nenhuma
vesicula com inicio de vazamento nessa faixa de tempo. Em todos os casos 0 H-MP1 se mostrou

mais efetivo no vazamento de vesiculas em pH 5,5.

Figura 51 - Histogramas de vazamento de GUV. Histogramas de vazamentos de GUVs
individuais apos 50 segundos do inicio da inje¢ao de 10 uM de MP1 (A) e 10 uM de H-MP1
(B) nos pHs 5,5 (barras cinzas) e 7,4 (barras pretas). GUVs individuais estdo ordenadas da
esquerda para a direita do menor para a maior % de vazamento. As composi¢cdes lipidicas sao

(A1) e (B1) POPC:POPS, (A2) e (B2) POPC:POPS:POPE ¢ (A3) POPC:POPE.
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Considerando a observagao de, no minimo, 15 GUVs independentes, com raios proximos
de 12um, foi calculada uma média dos valores obtidos das inclinagdes das curvas da Figura

50B, obtendo assim, os valores de permeabilidades médias (Pm).

Figura 52 - Permeabilidade media induzida por H-MP1(A), (B) e (C) e MP1 (D), (E) e
(F) nos pHs 7,4 (quadrado preto) e 5,5 (triangulo cinza) obtida a partir dos dados de GUV
compostas por POPC:POPS, POPC:POPS:POPE e¢ POPC:POPE.
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Os valores de permeabilidade média (Figura 52) apresentaram dependéncia com a
concentracdo de MP1 em todas as composi¢des de vesiculas estudadas. Nas concentragdes mais
altas de MP1 as permeabilidades em vesiculas anionicas foram da ordem de 4 vazes maior em
relagdo as vesiculas zwtterdnicas, entretanto essa discrepancia foi diminuida em concentragdes
menores do que 6 uM onde as permeabilidades possuem mesma ordem de grandeza. Quando
analisado apenas vesiculas de POPC:POPS a permeabilidade induzida pelo MP1foi indiferente
aos pH estudados, no entanto com POPE na composi¢do da GUVas permeabilidades obtidas
foram maiores em pH neutro do que em pH 5,5 nas concentragdes de 8 e 10 uM de MP1.

O peptideo H-MP1 induziu permeabilidades médias menores que o MP1 em todas as
composi¢des de GUV. Nas vesiculas formadas por POPC:POPS o H-MPI induz uma
permeabilidade maior em pH 5,5 em comparacdo ao pH 7,4 em todas concentragdes

experimentadas. No entanto, nas GUVs contendo POPE, no pH 35,5, a Py, foi independente da
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concentracdo do peptideo, ao contrario do obtido em pH 7,4, onde as permeabilidades sao
maiores nas condi¢des de injecdo de solucdes mais concentradas de H-MP1.

Durante a interacao entre o peptideo e a GUV, em alguns casos, em adi¢do a perda do
contraste também pode ser observado variagdes na estrutura da membrana lipidica. Estes casos
ndo foram considerados no céalculo das permeabilidades médias e nos histogramas de
vazamento. A propor¢do em que estes eventos foram observados os diferentes tipos de
comportamentos foram contabilizados e estdo apresentados na Figura 53, para a GUV

POPC:POPS, Figura 54 para POPC:POPS:POPE e Figura 55 para composi¢ao POPC:POPE.

Figura 53 - Porcentagem de modificagdes observadas nas GUVs durante a interagdo entre
os peptideos 10 uM de H-MP1 e 10 uM de MP1 com vesiculas de POPC:POPS em pH 7,4 ¢
5,5.Porcentagem de GUVs que sofreram a ruptura na bicamada lipidica est4 representada na cor
branca, GUVs tiveram o conteudo interno vazado sem modificacdes visiveis na bicamada
lipidicas representadas de cinza claras, GUVs que durante o vazamento apresentaram regioes
mais escuras na bicamada (dominios) em cinza escura, GUVs que aumentaram o raio durante a

observagdao e GUVs que tiveram reducao do raio durante o vazamento em azul claro .
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Para 10uM de H-MP1 injetado proximo das GUVs formadas por POPC:POPS em pH 7,4,

21% das vesiculas apresentaram formacdo de dominios na bicamada, ao passo que essa
porcentagem diminui em pH 5,5, com o aparecimento de vesiculas que aumentam seu diametro.

Oposto a esse comportamento, em pH 5,5 o MP1 induziu a diminui¢do do didmetro da GUV,
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enquanto em pH 7,4 cerca de 11% das vesiculas observadas explodem e se transforma em uma

massa amorfa.

Figura 54 - Porcentagem de modificagdes observadas nas GUVs durante a interacao entre
os peptideos 10 uM de H-MP1 e 10 uM de MP1 com vesiculas de POPC:POPS:POPE em pH
7,4 ¢ 5,5.Porcentagem de GUVs que sofreram a ruptura na bicamada lipidica esta representada
na cor branca, GUVs tiveram o contetudo interno vazado sem modificagdes visiveis na bicamada
lipidicas representadas de cinza claras e GUVs que durante o vazamento apresentaram regioes

mais escuras na bicamada (dominios) em cinza escura.
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Com a adi¢do de POPE na composi¢ao das vesiculas anidnicas foi observado um claro
aumento na porcentagem de vesiculas que explodiram. Para essa composicdo ambos os
peptideos em pH 5,5 provocaram a explosao de menos vesiculas do que em pH 7,4, no entanto
foi observado um aumento na quantidade de GUVs com formagdo de regides mais densas na
em sua membrana.

Cerca de26% das GUVs zwitteridnicas ndo possuiram sua estrutura influenciada pelo H-
MP1 em pH acido, enquanto em pH 7,4 todas GUVs visualizadas perderam o contetido interno
mantendo sua membrana intacta. Nessa composi¢ao, oMP1 causou a maior porcentagem de
GUVs que explodiram dentre as diferentes composicdes estudadas, causando a destrui¢do da
bicamada de 54%dasGUVs em pH neutro e chegando a 79% em pH é&cido. Para essa
composi¢ao nao foi visualizada nenhuma formacao de dominios na membrana, como ja havia

sido observado para o MP1 (LEITE et al., 2015).
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Figura 55 - Porcentagem de modificagdes observadas nas GUVs durante a interagdo entre
os peptideos 10 uM de H-MP1 e 10 uM de MP1 com vesiculas de POPC:POPE em pH 7,4 ¢
5,5.Porcentagem de GUVs que sofreram a ruptura na bicamada lipidica est4 representada na cor
branca, GUVs tiveram o conteudo interno vazado sem modificacdes visiveis na bicamada
lipidicas representadas de cinza claras e GUVs onde nenhuma modificacdo foi observada

durante o periodo do experimento representadas na cor amarelo.
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CAPITULO 5

5. Discussao

Peptideos antimicrobianos vém sendo estudados em busca de alternativas no combate de
microorganismos resistentes aos antibioticos convencionais por possuirem especificidade e
atividade centrada na membrana lipidica destes organismos (JENSSEN; HAMILL,;
HANCOCK, 2006). O MP1 ¢ um peptideo altamente seletivo com atividade bactericida de
amplo espectro, sem ser hemolitico e citotoxico(SOUZA et al., 2005). Possui ainda
propriedades inibidoras de proliferacdo de células de cancer em cultura celular devido a
afinidade aos fosfolipidios fosfatidilserina e fosfatidiletalonamina presentes na bicamada das
células de cancer (LEITE et al., 2015). Para obter um peptideo com atividade similar ao MP1 e
que responda a pequenas variagdes do pH do meio, foi sintetizado um peptideo no qual as lisinas
presentes na estrutura primaria do MP1 foram substituidas por histidinas, nomeado H-MP1.
Este analogo possui pl teorico, ou seja do peptideo isolado em solucdo, de aproximadamente
6,8, enquanto o MP1 tem pl teérico proximo de 9,8. Desta maneira na faixa de pH estudada
entre 5,5 e o fisiologico de 7,4, espera-se que o analogo tenha carga liquida positiva e proximo
de 2 em pH 5,5 e carga liquida muito baixa ou mesmo negativa em pH neutro ou fisioldgico.

Considerando que a adsor¢ao do peptideo catidnico a vesicula anidnica ¢ dirigida
prioritariamente por interacdes eletrostaticas, seria esperado que a adsorcao fosse muito baixa
ou mesmo inexistente em solucdo neutra (pH 7,4). A baixa adsor¢do deveria resultar também
em baixa inser¢cdo na membrana e consequentemente em baixa atividade litica. Neste trabalho,
foi explorado o efeito conjunto do pH do meio e do potencial eletrostatico da membrana bem
como da sua composi¢do lipidica, na adsorcao e inser¢do dos peptideos nas bicamada e na
atividade litica dos peptideos MP1 e de seu analogo H-MP1 em trés valores de pH.

Analises conformacionais obtidas por experimentos de CD indicam que estes peptideos
inicialmente em tampao se encontram em estrutura aleatéria. A particdo em vesiculas lipidicas
¢ acompanhada de mudanga conformacional do tipo desordenada para hélice, indicando que o
meio hidrofébico da bicamada lipidica, caracterizado por uma constante dielétrica menor,
favorece a formagao de pontes hidrogénio na cadeia principal (WHITE; WIMLEY, 1999). Além
de que estudos de simulagao computacional mostram que a disposicao entre os residuos de lisina
e acido aspartico no MP1 possuem fundamental importancia na estabilizacdo da estrutura em
hélice através de interacdes eletrostaticas, com a formagdo de pontes de hidrogénio entre os

acidos asparticos e lisinas (DOS SANTOS CABRERA, MARCIA PEREZ et al., 2008). As
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histidinas quando desprotonadas reduzem a possibilidade de pontes de hidrogénio com os
residuos acidos, visto que em pH 7,4 o H-MP1 apresenta menor contetudo helicoidal do que em
pH 5.5.

As medidas de potencial zeta indicam que os peptideos adsorvem nas vesiculas
provocando variagdes na magnitude da carga superficial que levam a valores de potenciais zeta
mais positivos. As variagdes obtidas dependem tanto da composi¢ao da membrana como do pH
da solucdo. As maiores variagdes provocadas pelo H-MP1 foram em pH 5,5, sugerindo que o
potencial elétrico da vesicula associado ao pH da solu¢cdo modulam afinidade do peptideo, por
meio de mudangas no estado de protonacdo dos grupos basicos em um processo de regulacao
de cargas, alterando consequentemente as interagdes eletrostaticas peptideo-bicamada (LUND;
JO, 2013).

A histidina ¢ um residuo fundamental para a funcao de muitas proteinas. Devido ao pKa
da cadeia lateral estar préximo do pH fisioldgico, ela é capaz de funcionar tanto como acido
quanto como base em muitas enzimas (HENDERSON, 2017). No entanto, alguns dos valores
de pKa para residuos cruciais em proteinas de membrana tendem a diferir substancialmente dos
valores que sdao observados em solucao aquosa devido as propriedades dielétricas do ambiente
em que se encontram (EDGCOMB; MURPHY, 2002). O pKa do anel imidazol da cadeia lateral
do residuo de histidina de proteinas soluveis ¢ influenciado pela polaridade do microambiente
e sua localizacdo na sequéncia de aminodcidos (ARMSTRONG; BALDWIN, 1993). Por
exemplo, His149 localizada no nucleo hidrofobico da xilanase tem um pKa menor que 2,3
(PLESNIAK et al., 1996), enquanto His72 da proteina tirosina fosfatase bovina tem um pKa de
9,2, devido a interacdes eletrostaticas entre o anel imidazol e residuos carregado negativamente
da proteina (TISHMACK et al., 1997). Bechinger, por sua vez, observou uma mudanga de pKa
na faixa de 4,9 a 6,6 para os residuos de histidina contidos nos peptideos LAH> e LAH4 quando
incorporados em micelas de detergente (BECHINGER, 1996).

Aparentemente a particdo em uma bicamada lipidica tem um efeito semelhante no pKa
das histidinas do peptideo H-MP1, uma vez que o acumulo dos peptideos na superficie da
membrana modelo, avaliado em medidas de potencial zeta, provocou variacdo na carga
superficial das vesiculas associado a presenga de residuos positivamente carregados na cadeia
peptidica que diminuem o excesso de carga negativa das LUVs mesmo em pH 7.,4.

A adsor¢do dos peptideos na monocamada externa das LUVs, investigadas por medidas
de espectroscopia de CD da titulagcdo dos dois peptideos com vesiculas foram analisadas por

meio de isotermas de Langmuir, nas quais as afinidades foram quantificadas com os calculos
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das constantes de partigdo, mostraram que na faixa de pH investigado as afinidades dos
peptideos sdo fortemente dependentes da composicao lipidica da membrana e do pH da solugdo.

A constante de particdo do H-MP1 em vesiculas de POPC:POPG em pH 7.4 ¢
consideravelmente menor (~3 vezes) do que em pH 5,5, onde o valor obtido para este peptideo
¢ aproximadamente igual ao obtido para o MP1. Entretanto apesar da tendéncia de a constante
de particdo aumentar com a diminui¢do do pH, em vesiculas compostas por POPC:POPS, o
MP1 apresentou constante de particao 16 vezes maior que a do H-MP1 em pH 5,5. Ambos os
fosfolipidios, PG e PS, possuem, no entanto, uma carga liquida negativa. Enquanto PG, o
principal componente das membranas celulares bacterianas, tem apenas uma carga negativa,
PS, que ¢ o principal lipidio 4cido em membranas de mamiferos, possui duas cargas negativas
e uma carga positiva em pH neutro. Ainda ndo estd claro por que existem diferencas tao
significativas na intera¢ao de peptideos antimicrobianos com PG e PS. Isso, em parte, pode
estar relacionado a diferentes ligagdes de hidrogénio de ambos os grupos de cabegas, resultando
em diferentes densidades de empacotamento (JING et al., 2005).

As caracteristicas de ligagdao dos peptideos as bicamadas que contém PE também podem
ser diferentes, pois apesar dos lipidios POPC e POPE serem zwitterionicos, os dois grupos de
cabeca polar tém tamanhos diferentes e PE tem a possibilidade adicional de funcionar como um
doador de ligacdao de hidrogénio (AROURI; DATHE; BLUME, 2009). Como ja havia sido
relatado para o MP1 em pH fisiologico (LEITE ef al., 2015), a presenca do PE em vesiculas
anidnicas provoca uma ligeira diminui¢ao na constante de particio do MP1. Essa diminuigao
torna-se mais acentuada nos pHs 6,5 e 5,5. Entretanto para o H-MP1, neste caso, ndo ¢
observada nenhuma variagao consideravel na constante de particao.

Os experimentos de supressdo da fluorescéncia por acrilamida, quantificados por
constantes de Stern-Volmer, indicam que ap6s a particao dos peptideos a bicamadasos residuos
de Trp sdo parcialmente protegidos do solvente. As LUVs que contém apenas os fosfolipidios
zwitteridnicos, etanolamina e colina, fornecem protecao mais fraca a supressao por acrilamida
dos residuos Trp de ambos os peptideos. Porém, indicado pelos menores valores entre a razao
Ksvi/Ksvs, em todas as composi¢des e pHs estudados, o MP1 se encontra mais enterrado nas
bicamadas que o andlogo.

Enquanto o H-MP1 se enterra mais em pH 5,5 do que em pH 7,4 nas bicamadas de
POPC:POPG, nas outras composic¢des de vesiculas em pH 5,5 os residuos de tirptofano do H-
MP1 se encontram mais superficiais que em pH 7,4. Estudos presentes na literatura relatam
uma dependéncia do estado de protonacao e da posicao dos residuos de histidinas presentes nas

sequéncias primdrias dos peptideos com as suas localizagdes nas bicamadas lipidicas, quando
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adsorvidos. Para o peptideo LH4 em conformagao de hélice, quando as histidinas se encontram
protonadas, o peptideo assume posicdo alinhada, aproximadamente em paralelo, com a
superficie da bicamada. Para valores elevados de pH, as cadeias laterais de histidina ndo sdo
carregadas, o que causa ao nucleo central do polipeptideo um cardter muito mais hidrofébico
assumindo posicao transmembranar (BECHINGER, 1996). Com a inser¢do dos residuos de
His na posicao 12 ou 14 do peptideo GWALP23, em pH neutro, as hélices GWALP23-H12 e
GWALP23-H14 exibem orientagdes transmembranar inclinadas nas bicamadas de
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC). Sob condi¢des acidas, quando His12 encontra-se protonada a
hélice GWALP23-H12 exibe uma populagdo principal que se move para a superficie da
bicamada de DOPC e uma populagdo menor ocupa multiplos estados transmembranares.
Quando a histidina mutada na posi¢ao 14 o peptideo GWALP23-H14 permanece na orientagao
transmembrana independente do pH (MARTFELD; GREATHOUSE; 11, 2016).

Apesar da inibicdo a inser¢do mais profunda na bicamada acredita-se que o acimulo de
uma grande quantidade de peptideos adsorvidos perturbe a bicamada, aumentando a pressao
superficial lateral e, consequentemente, alterando sua funcionalidade (AROURI; DATHE;
BLUME, 2009). A adsor¢ao do peptideo a membrana pode provocar o vazamento do contetido
interno da LUV, acompanhado pela recuperagdo do sinal fluorescéncia que ocorre devido a
liberagdo do corante encapsulado que pode ocorrer através de canais pequenos formados pela
reorganizagdo entre os peptideos ligados @ membrana, ou ser o resultado da desorganizagao
geral da bicamada lipidica induzida pelo peptideo (CAAVEIRO et al., 1998). Na curva de dose-
resposta do vazamento das LUVs de POPC:POPG e POPC:POPS foram observadas
dependéncia sigmoidal entre a porcentagem de vazamento e a concentragdo de peptideo,
caracteristica de processos cooperativos, com a existéncia de uma concentracdo critica de
peptideo, necessaria a inducao de vazamento das vesiculas. Comportamento semelhante foi
observado para outros peptideos que formam poros toroidais como magainina 2 (MATSUZAKI
etal., 1995) e melitina (YANG et al., 2001). Os resultados obtidos por experimentos com LUVs
indicam alta atividade litica induzida pelo MP1, o qual ¢ mais eficiente nas duas composicdes
(POPC:POPG e POPC:POPS) e nos trés valores de pH investigados. Para o H-MP1, no entanto,
a concentragdo necessaria para que ocorra 50% de vazamento varia significativamente com o
pH, com a maior eficiéncia atingida no pH 5,5 para ambas as composigdes. Entretanto o ECso
do analogo nas vesiculas de POPC:POPS ¢ cerca de 2,8 vezes maior do que em POPC:POPG,
enquanto para o MP1 os valores obtidos sdo aproximadamente iguais nas duas composigoes.

Nos experimentos de vazamento realizados com uma suspensao de LUVs, cada ponto da

curva dose resposta € obtido para muitas vesiculas, nas quais parte pode estar intacta, parte pode
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ter vazado parcialmente e parte delas ter o seu conteudo completamente vazado e/ou ter sofrido
completa destrui¢do da membrana. Os experimentos de vesiculas tnicas GUVs sdo realizados
com a injecao constante de peptideos por meio de uma micropipeta localizada proximo a uma
unica vesicula e possui a vantagem de poder observar se ocorrem variagdes nas propriedades
fisicas e estruturais da vesicula no decorrer da interacdo (YAMAZAKI, 2008).

Devido a injecdo do peptideo proximo a GUV foi observado um decréscimo da
fluorescéncia e/ou perda do contraste de fase decorrente da liberagdo do contetdo da vesicula.
O tempo de retardo (lag time), medido entre o inicio da injecao de peptideo e o inicio do efluxo
da calceina e/ou da sacarose corresponde ao tempo de difusdo do peptideo proximo a GUV, o
tempo de adsor¢do do peptideo na membrana, formacgdo da hélice e o tempo para a formacao
de defeito ou poro para dar inicio a liberagdao da solugdo encapsulada. Os valores médios de
tempo de retardo obtidos com a injecdo de H-MP1 proximo as GUVs de 7POPC:3POPG em
pH 5,5 decresceu de 150s a 20s quando a concentracdo de peptideo aumentou de 4 para 10 pM,
enquanto que para o MP1 este tempo variou de 180 a 50s, indicando que a formagdo de poro
ou defeito na membrana, como esperado, ¢ dependente da concentragao de peptideo adsorvido
na membrana, como observado para a magainina2 na interagdo com membranas de
DOPC:DOPG (TAMBA et al., 2010). Nesse caso, os tempos de retardos foram menores para o
analogo do que para o MP1, em bom acordo com os resultados de constante de parti¢do, na qual
o valor obtido para o analogo foi aproximadamente 10% maior do que para o MP1, mostrando
que a adsor¢ao do peptideo € um passo limitante na formacao do poro/defeito.

No entanto, nas GUV contendo fosfatidilserina (§POPC:2POPS) os valores médios dos
tempos de retardo observados para o analogo, quando em solu¢do acida foram consistentemente
maiores (140 a 80 s) do que para MP1 (90 a 50 s) com a concentracdo de peptideo aumentando
de 4 para 10 pM. A substituigdo de 10% de PC por PE a esta composicido
(7POPC:2POPS:1POPE) mostrou a mesma tendéncia com tempos médios de retardo maiores
para o andlogo comparado com MP1 em acordo com as constantes de particdo nestas duas
composi¢des e nos trés pHs investigados, onde os valores obtidos sao maiores para o MP1 do
que para o analogo.

Analisando as GUVs apos 50s de injecao de 10uM de peptideo, dentre as GUVs que
perdem a solucgdo do seu interior sem alterar o tamanho ou explodir, em pH 5,5 o H-MP1 causa
o vazamento completo ou o inicio do vazamento de 90% das GUVs de 7POPC:3POPG,
enquanto na composi¢cdo com POPS apenas 45% das GUVs iniciaram seu vazamento nesse

periodo. Em pH 7,4 essa taxa ¢ consideravelmente menor em ambas as composi¢des. Para o
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MP1 neste mesmo tempo praticamente todas as vesiculas compostas por 7POPC:3POPG e
8POPC:2POPS tinham vazado completamente o conteudo interno nestes 50s.

Com a adicao de POPE nas vesiculas anidnicas a fragdo de vesiculas vazadas por indugao
do analogo H-MP1 cai para apenas duas dentre as 20 GUVs observadas em pH 5,5 e nenhuma
vesicula inicia o vazamento dentro deste tempo em pH 7,4. A quantidade de vesiculas vazadas
também diminui 20%para MP1 em pH 5,5. Na composicdo zwitteridnica o MP1 apresenta o
vazamento de algumas vesiculas enquanto para o H-MP1 ¢ necessario mais tempo para que
ocorra o inicio do vazamento.

A partir dessa analise pode-se calcular a fracdo de, ou a probabilidade de, encontrar
vesiculas intactas no tempo t (Pinwacta(t)). Na figura 56 esta representada um exemplo da relagao
de Pintacta €m funcao do tempo decorrido desde o inicio das inje¢des de peptideo. A curva obtida
decresce exponencialmente com o tempo e os valores experimentais sdo bem ajustados pela
funcdo de decaimento exponencial definida por: Pintacta(t) = exp(-kp.t), onde k, € uma constante
cinética de formagdo de poro, ou seja, um estagio posterior a adsorcdo de peptideo
namonocamada externa da GUV e a formagdo de hélice. Valores de k;, obtidos para os dois

peptideos sdo resumidos na Tabela 8.

Figura 56 - Fracdo de GUVs de 8POPC:2POPS intactas obtidas dos histogramas para
10uM MP1 (simbolo aberto) e1lOuM HMP1 (simbolo fechado) em pH 5,5. A linha continua

representa um ajuste numerico.
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Tabela 8- Constante cinética de formagdo de poro k, (s ') induzidas pelos peptideos MP1

e HMPI1 em GUVs em pH 7,4 e 5,5. Valores médios calculados em conjunto de no minimo

15 GUVs.
Vesicula pH 10uM MP1 6uM MP1 10uM H-MP1  6uM H-MP1
7POPC:3POPG 74 0,034+0,001 0,0160+0,0004 0,022+0,001  0,0055+0,0003
55 0,054+£0,004 0,0220+0,0006 0,048+0,002  0,043+0,002
8POPC:2POPS 74 0,070£0,009 0,014£0,002  0,022+0,003  0,013+0,002
55 0,068£0,007 0,023£0,004  0,027+0,001  0,01620,001
7POPC:2POPS: 74 0,10£0,01  0,041£0,005  0,015+0,003  0,0036+0,0004
IPOPE 55 0,035£0,005 0,017+0,003  0,021+0,001  0,013+0,002
9POPC:1POPE 74 0,030£0,005 0,0046+0,0001 0,0030+0,0002 0,0018+0,0001
55 0,007+0,001 0,0055+0,0005 0,0070+0,0004 0,0020+0,0007

Os valores de k, obtidos com 10 uM de MP1 foram maiorespara as vesiculas com
fosfatidilserina. Enquanto que para o andlogo H-MP1 na mesma concentragdo, esta constante
foi maior nas vesiculas de POPC:POPG e em pH 5,5 em todas as composi¢des quando
comparado ao pH 7,4.0bservou-se ainda que os valores de k, aumentaram com o aumento da
concentra¢do de peptideo injetado e, consequentemente, com a fracao de peptideo ligado, em
acordo com as redugdes nos tempos de retardo obtidos.Os valores obtidos neste estudo estdo
proximos dos obtidos na formacao de poros pelo peptideo magainina2 em membranas de
6DOPC:4DOPG(TAMBA; YAMAZAKI, 2009). Os valores de k, nas vesiculas de
POPC:POPE sao da ordem de 3 a 5 vezes menores que nas vesiculas anidnicas de
POPC:POPS:POPE, indicando que a atracdo eletrostatica ¢ um fator importante ligagdo dos
peptideos as bicamadas e consequente formacao de poros nas mesmas, em acordo com 0s
resultados apresentados por Yamazaki, onde obteve que o kp depende fortemente da densidade
superficial de carga da membrana ( YAMAZAKI et al, 2014).

Apos a formagao dos poros o contetido interno das vesiculas comeca a vazar. A variagao
da concentracdo de corante fluorescente dentro da GUV com o decorrer do tempo segue a
seguinte relagao

cm (t) = C(l;n exp (_kleak t)
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onde C™(t) e Co™ é a concentracdo de corante fluorescente dentro da GUV depois de um
tempo t e antes do inicio do vazamento, respectivamente, em mol/m?, e kicak € a constante de
vazamento do corante, podendo ser usada para avaliar o tamanho € o numero de poros
provocados na membrana e suas variagdes temporais (TAMBA et al., 2010).

Experimentalmente, a concentracdo normalizada da calceina dentro de uma GUYV,
C"(t)/Co™"é aproximadamente proporcional a intensidade de fluorescéncia da GUV, I (t), ou
seja, CI"(t)/Co™"= 1(t)/1(0), onde I(0) é a intensidade de fluorescéncia da GUV intacta. Entdo em
um grafico do logaritmo neperiano da intensidade de fluorescéncia normalizada em fungao do
tempo pode-se obter a constante de vazamento kieak. Um exemplo de um desses graficos obtidos

com nossos dados estd na Figura 57.

Figura 57 - Intensidade da fluorescéncia no interior da GUV normalizada em escala

logaritmica em fung¢ao do tempo.
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Como pode ser observado na Figura 57 ha duas inclinagdes no grafico, logo, dois tipos
de constante de vazamento: uma constante correspondente ao estagio inicial (kicak1) € uma no
estagio final (kieakr). A existéncia de dois estagios de permeacgdo induzidos pelos peptideos ¢
um aspecto importante, pois indica que o processo litico induzido por estes dois peptideos esta
compativel com o processo proposto por Yamazaki e cols. (2010 e 2018), ou seja, que estes
peptideos formam poros nas bicamadas lipidicas. Os valores obtidos para essas constantes estao

apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Constantes de vazamento iniciais e finais obtidas pelos ajustes dos graficos de
In (I/Io) em fun¢ao para as diversas composi¢des de bicamada lipidica com 10 uM de peptideo

nos pHs 5,5 ¢ 7,4.

pH7.4 pH 5,5

GUV PepﬁdGO Kicakt Kicakr Kicakt Kicakr

POPC:POPG H-MP1 0,089+ 0,024 0,006+ 0,002 0,488+ 0,12 0,009+ 0,002
MP1 0,514+ 0,086 0,011+0,004 0,209+ 0,028 0,065+ 0,015
POPC:POPS H-MP1 0,029+ 0,003 0,007+ 0,001 0,042+ 0,010 -
MP1 0,547+ 0,089 - 0,843+ 0,187 -
POPC:POPS:POPE H-MP1 0,078+ 0,024 0,009+ 0,003 0,108+0,035 -

MP1 0,495+ 0,142 0,011+ 0,002 0,326+ 0,094 -

Pelos valores obtidos pode-se perceber que a Kieak1 € sempre maior que Kieakr, indicando
que o tamanho do poro muda com o tempo, em alguns casos a kiecakr ndo foi observada. Os
valores de kieak1 30 aproximadamente 4 vezes maior que o Kieakr quando induzido pelo MP1,
enquanto para o analogo essa relagdo varia segundo a composi¢do da vesicula, chegando a ter
Kicak1 54 vezes maior que kieakr em POPC:POPG pH 5,5. A partir dos resultados obtidos pode-
se levantar a hipotese de que a particao do peptideo na bicamada provoca instabilidade local
devido ao estresse eldstico na monocamada externa. Esta instabilidade ¢ entdo seguida pela
abertura de poros que aliviam o estresse e inicia o primeiro estdgio de vazamento. Devido a
abertura dos poros acontece a passagem de lipideos(flip-flop) seguido de translocagdo de um
numero pequeno de peptideos para a monocamada interna, resultando em uma tensao positiva
na monocamada interna que leva ao fechamento do poro, diminuindo a constante cinética de
vazamento.

Apo6s a formacdo de poros a liberagdo de calceina induzida pelos peptideos pode ser
quantificada como o calculo da permeabilidade média(Pm), a qual também € uma constante de
taxa, a de liberacao de calceina induzida pelos peptideos. Os valores de Pndas membranas
apresentam dependéncia com a concentracdo do peptideo, sendo encontrada que a
permeabilidades cresce com aconcentracdes de peptideo, possivelmente devido a poros com
didmetros maiores.

Nas GUVs de 7POPC:3POPGa permeabilidade obtida para com a injecdo de 10uM de
H-MP1 em pH 4cido € cerca de 10 vezes maior do que em pH neutro, e aproximadamente igual
a permeabilidade induzida pela mesma concentragdo de MP1.A substitui¢do do lipidio anionico

POPG por POPS acarretou em permeabilidades médias consideravelmente maior com a inje¢ao
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de MP1 do que com o andlogo H-MP1(~12 vezes), em pH 4cido. Ao mesmo tempo MP1 induz
permeabilidade com maior dependéncia do pH na composi¢do 7POPC:2POPS:1POPE, com
permeabilidade duas vezes maior em pH 7,4 do que em pH &cido quando na concentracao de
10uM de peptideo. As permeabilidades induzidas pelo andlogo (H-MP1) em vesiculas
anidnicas contendo POPE s3o da mesma magnitude que as induzidas em vesiculas
zwtterionicas.

A comparacao dos valores de k, e Pry obtidos do experimento de GUV unica para os
dois peptideos e nas vesiculas de 7POPC:3POPG e 8POPC:2POPS ¢ nos dois pHs 7,4 ¢ 5,5
sugere que além da carga da vesicula outros fatores devem desempenhar papel importante. Nas
membranas compostas por 8POPC:2POPS foi observado que os valores de k, obtidos para o
10uM de MP1 ndo dependem do pH enquanto os valores de P, foram ~30% maiores em meio
acido e estes dois parametros foram maiores do que os medidos na composi¢do
7POPC:3POPG, mesmo com a maior fracdo de lipidio anidnico. A adicdo de POPE na
membrana (7POPC:2POPS:1POPE), resultou em ligeiro aumento de k, para o MP1(~10%) em
pH neutro e redugao significativa em pH 5,5 (~50%), enquanto que para o andlogo a adicao de
PE resultou em decréscimo desta constante nos dois pHs.

Além da perda do conteudo interno das GUVs, foram visualizadas em alguns casos,
modifica¢des estruturais na bicamada, tais como formagao de regides densas na membrana,
redu¢@o no raio vesicular durante o vazamento e rompimento da vesicula acompanhada de
formacdo de massa amorfa peptideo/lipidio. As formagdes de regides densas ocorreram
concomitantes ao vazamento do contetido interno. Estas regides sao provavelmente constituidas
de peptideos prensados ligando bicamadas justapostas. Em alguns casos a extensdo da
sobreposi¢do acaba causando a diminui¢do no tamanho da vesicula. A formacao dessas regides
densas ja havia sido observada para o peptideo MP1 (CABRERA. et al., 2011), e também com
outros peptideos antimicrobianos, como gomesina (DOMINGUES; RISKE; MIRANDA, 2010)
e 0 BP100 (MANZINI et al., 2014).

Deve ser notado que estes eventos ndo ocorreram em todas as condi¢des avaliadas.
Ruptura, formagao de regioes densas e redugao de raio vesicular, foram induzidas por MP1 na
composi¢ao 7POPC:3POPG nos dois pHs. Enquanto nesta mesma composi¢do o analogo
induziu a formagao de regides densas em 10% das vesiculas em pH 7,4 e em pH 5,5 14% das
GUVs observadas explodiram e em outras 17% foram observadas regides densas. Ja nas
vesiculas de SPOPC:POPS em pH acido nenhuma vesicula sofreu ruptura da membrana, porém
o H-MP1 causou o aumento do raio em aproximadamente 6% das GUVs observadas enquanto

32% diminuiram o raio na presenga do MP1.
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Enquanto a liberagdo gradual de contetdo interno ¢ uma conseqiiéncia da perturbacao
da membrana por um pequeno nimero de moléculas peptidicas, a perda essencialmente
instantanea dos conteudos internos, sob condi¢des de alta concentragao peptideo ligado na
bicamada, aumenta a probabiblidade de ocorrer uma ruptura da membrana. Como observado
em maiores proporc¢des sob maiores concentragdes de peptideo, € razoavel que uma das causas
da explosdo da vesicula (vesicleburst) possa, possivelmente, ser devido a um grande excesso
de peptideo ligado as vesiculas, induzindo tensdes de curvatura muito alta, resultando assim, na
explosdo da vesicula, assim como observado para o BP100 (MANZINI et al., 2014).

Entretanto, nem sempre somente o acumulo de peptideos na membrana ¢ a causa da
explosio da vesicula. E interessante notar que em vesiculas anidnicas contendo 10% de
fosfatidiletanolamina os dois peptideos provocaram ruptura em fracdo grande de GUVs em pH
fisiologico (MP1 ~44% e HMP1 ~33%) estas fragdes diminuiram para cerca de 15% em meio
acido para os dois peptideos. E nas GUVs de 9POPC:1POPE o MP1 a 10 uM provoca a
explosdo da membrana de cerca de 50% das vesiculas em pH 7,4 ¢ 79% em pH 5,5. Nesses
casos o aumento de ruptura pode estar relacionado a geometria da fosfatidiletanolamina, com
tendéncia em formar curvatura negativa, aumentando a tensao elastica na monocamada externa
sem que seja compensada pela monocamada interna levando a ruptura ou explosao da vesicula.

Portanto, foi observado que o H-MP1 sofre uma modula¢do da sua carga liquida, sendo
mais efetivo sob condigdes de pH 4acido em todas as composi¢des de vesiculas estudadas. E
provavel que a estrutura da cabega polar do PS e a distribui¢do de grupos ionizaveis do peptideo
devido a substituicdo de todas as lisinas, tenham desfavorecido a afinidade do analogo em
relagdo ao MP1, uma vez que o MP1 manteve sua eficiéncia nas vesiculas com 20% de POPS
mesmo com um potencial eletrostatico reduzido em relacdo as com 30% de POPG, indicando
que além da componente eletrostatica outros fatores sdo importantes para a interacdo. A
preferéncia dos peptideos antimicrobianos entre os lipidios PS e PG ainda nao ¢ bem
compreendida. Enquanto alguns peptideos como a melitina se ligam e internalizavam mais
eficientemente quando a bicamada continha PS, em vez de PG (MONETTE; LAFLEUR, 1995).
Outro como o peptideo antimicrobiano magainina2 ¢ mais efetivo em induzir vazamento em
vesiculas com PG em sua composicao do que PS, sugerindo que a carga da membrana nao € o
unico fator a determinar a permeabilizagdo (MATSUZAKI et al., 1998).

Apesar de uma menor eficiéncia frente ao lipidio POPS o andlogo se torna mais efetivo
em pH acido que em pH neutro. Essa seletividade ao pH que pode proporcionar uma nova
estratégia para o tratamento de tumores solidos em ambientes extracelulares de baixo pH que

ocorrem naturalmente.Yechiel Shai observou em estudos de tratamento de carcinoma de
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prostata em ratos que a substitui¢do das lisinas do peptideo [D]- K¢Lo por histidinas torna o
peptideo mais seletivo em relagdo pH e reduz a toxicidade sistémica em comparagdo com 0

peptideo contendo as lisinas (MAKOVITZKI; FINK; SHAI 2009).
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CAPITULO 6

6. Conclusoes

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

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

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

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

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

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

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

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