\/
O UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp "' 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José do Rio Preto

Kenneth Massaharu da Fonseca Miasaki

Impacto de peptideos biologicamente ativos no empacotamento lipidico de

membranas modelo

Sao José do Rio Preto
2020



Kenneth Massaharu da Fonseca Miasaki

Impacto de peptideos biologicamente ativos no empacotamento lipidico de

membranas modelo

Dissertagdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Biofisica Molecular,
junto ao Programa de Pdés-Graduacdo em Biofisica
Molecular, do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de S&o José do Rio
Preto.

Financiadora: CAPES

Orientador: Prof. Dr. Jodo Ruggiero Neto
Coorientadora: Dr2. Dayane dos Santos Alvares

Sao José do Rio Preto
2020



Miasaki, Kenneth Massaharu da Fonseca
M618i , . . . e
Impacto de peptideos biologicamente ativos no empacotamento lipidico de
membranas modelo / Kenneth Massaharu da Fonseca Miasaki. -- Sdo José do Rio Preto,
2020

97 p. : il., tabs., fotos

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio Preto
Orientadora: Jodo Ruggiero Neto

Coorientadora: Dayane dos Santos Alvares

1. Biologia Molecular. 2. Peptideos catiénicos antimicrobianos. 3. Modelos

biologicos. 1. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias

Exatas, Sdo José do Rio Preto. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




Kenneth Massaharu da Fonseca Miasaki

Impacto de peptideos biologicamente ativos no empacotamento lipidico de

membranas modelo

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencédo do titulo de Mestre em Biofisica Molecular,
junto ao Programa de Pés-Graduacdo em Biofisica
Molecular, do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio
Preto.

Financiadora: CAPES

Comissdo Examinadora

Prof. Dr. Jodo Ruggiero Neto
UNESP — Campus de S&o José do Rio Preto
Orientador

Profé, Dra. lolanda Midea Cuccovia
USP — Campus de Sao Paulo

Profé. Dra. Rosangela Itri
USP — Campus de Sao Paulo

Sao José do Rio Preto
24 de Marco de 2020



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu orientador Prof. Jodo Ruggiero Neto pela oportunidade de realizar
este trabalho. Obrigado por ter me recebido de bragos abertos em seu laboratorio, por toda a
atencdo, pela confianca depositada em mim e, claro, pela orientacdo que me guiou para o melhor
caminho.

A minha coorientadora Dayane dos Santos Alvares por ensinar a realizar e analisar
diversas técnicas experimentais, pela confianca, atencao e por toda ajuda. Muito obrigado pela
valiosa companhia, amizade, discussdes e orientacéo.

A Prof? Marcia Perez dos Santos Cabrera e ao Prof. Eloi da Silva Feitosa pela parceria
e por disponibilizarem agua ultra-pura tdo necessaria nos sensiveis experimentos realizados.

Aos técnicos de laboratorio Barbosa e Bruno, sempre atenciosos e dispostos a ajudar.

A colega de laboratorio Taisa Giordano Viegas, por toda ajuda e amizade.

A minha familia, que sempre me incentivou a estudar e me deu liberdade de fazer o que
me faz feliz. Jamais poderei retribuir a vocés tudo o que foi feito por mim.

Aos amigos da faculdade e departamento que enfrentam e caminham 0s mesmos
caminhos que eu e entendem todas as dificuldades, obrigado por toda a alegria trazida nos
momentos de descontracdo e pelos conselhos.

A todos os professores e pessoas que se dedicam a educacéo e a ciéncia, sem vOcés nao
haveria progresso.

As professoras lolanda Midea Cuccovia e Rosangela Itri por terem aceitado fazer parte
da banca de avaliagéo.

E claro, ao meu cachorro Boizdo que também faz parte da familia e me traz felicidade e
alegria todos os dias.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001, Processo —
88882.434300/2007-01.



“Um grao de arroz pode virar a balanga.
Um homem pode ser a diferenca entre a
vitoria e a derrota” — Mulan (Filme)



RESUMO

Os peptideos sintéticos L1A (IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH2, Q = +3e) e seu analogo
acetilado (acL1A, Q = +2e) utilizados neste estudo foram projetados para que tenham
caracteristicas estruturais semelhantes ao peptideo Polybia-MP1 extraido do veneno da vespa
Polybia paulista, em que um dos dois residuos &cidos ocupa a segunda posi¢do na regido N-
terminal, e residuos basicos sdo terceiros e/ou quartos vizinhos dos residuos acidos. Esses
peptideos possuem significativa atividade bactericida seletiva para bactérias Gram-negativas,
especialmente Escherichia coli, sem serem hemoliticos. Estudos anteriores, em sistemas
modelo, demonstraram que a acetilacdo do N-terminal resultou no aumento da atividade litica
em vesiculas aniénicas (8POPC/2POPG) em comparagdo com o L1A, o que sugeriu
perturbacdo do empacotamento lipidico de modo mais eficaz para o andlogo que é menos
carregado. Considerando que a membrana plasmatica de bactérias Gram-negativas contém
majoritariamente fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilglicerol (PG), o presente trabalho
propds investigar o impacto dos peptideos L1A e acL1A em membranas modelo compostas por
3POPE/1IDOPG utilizando uma variedade de técnicas experimentais. Os resultados
demonstraram que ambos o0s peptideos induziram segregacdo lipidica, sendo o analogo

acetilado mais eficiente em recrutar PG e segregar PE.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos, membranas modelo, monocamadas de Langmuir,

DLS, CD, espectroscopia de fluorescéncia, microscopia de fluorescéncia.



ABSTRACT

The synthetic peptides L1A (IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH2, Q = +3e) and its acetylated
analog (acL1A, Q = +2e) used in this study were designed to have some structural features
similar to the peptide Polybia-MP1 extracted from the venom of the wasp Polybia paulista, in
which one of the acidic residues occupies the second position on the N-terminus region and
basic residues are third and/or fourth neighbors of the acidic residues. These peptides display
significant bactericidal activity against Gram-negative bacteria, especially Escherichia coli,
being non-hemolytic. Previous work performed in model membrane systems has shown that
the N-terminal acetylation led to an increase on the lytic activity in anionic vesicles
(8POPC/2POPG) compared with L1A, suggesting that the less charged peptide has higher
ability to perturb the lipid-packing. Considering that the Gram-negative cell membranes contain
mainly phosphatidylethanolamine (PE) and phosphatidylglycerol (PG), the present work
proposed to investigate the impact of L1A and acL1A on model membranes composed of
3POPE/1DOPG using a variety of experimental techniques. The results suggested that both
peptides induced lipid segregation being the acetylated analog more efficient in recruiting PG
and segregating PE.

Keywords: Antimicrobial peptides, model membranes, Langmuir monolayer, DLS, CD,

fluorescence spectroscopy, fluorescence microscopy
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1. Introducao

Peptideos liticos com atividade antimicrobiana sdo sequéncias lineares de até 40
residuos de aminodcidos, ricos em residuos hidrofobicos e residuos basicos distribuidos em
suas sequéncias de modo a formarem estruturas anfipaticas, alfa-hélices ou folhas-beta em
contato com agentes indutores de estruturas secundarias tais como bicamadas lipidicas, alcoois
e micelas de surfactantes (FJELL et al., 2012;LUO; BALDWIN, 1997). A presenca de grupos
basicos confere seletividade a membranas lipidicas anidnicas devido a interacdes eletrostaticas.
Evidéncias coletadas durante as trés ultimas décadas mostram que a atividade litica e
antimicrobiana destes peptideos é centrada na fase lipidica da membrana celular (EPAND;
VOGEL, 1999;HANCOCK; FALLA; BROWN, 1995;ZASLOFF, 2002). Um estudo
particularmente importante mostrou que ndo ha diferenga na atividade antimicrobiana de
peptideos compostos por isdmeros D ou L de aminoacidos, sugerindo que o processo litico
ocorre diretamente na membrana lipidica, sem a necessidade de receptores de membrana
especificos (CHEN, Y. et al., 2006;WADE et al., 1990). Estes receptores de membrana sdo
necessarios para a maioria dos antibidticos convencionais, fazendo com que os peptideos
antimicrobianos (PAMSs) sejam seus possiveis substitutos (BOMAN, 2003;EPAND; VOGEL,
1999;HANCOCK; FALLA; BROWN, 1995;WADE et al., 1990;ZASLOFF, 2002).

Uma grande quantidade de dados experimentais de atividade litica destes peptideos em
membranas modelo e de simula¢do de dindmica molecular acumulados nas Ultimas trés décadas
permitiu a proposicdo de varios modelos para o mecanismo de acdo desses peptideos
(BECHINGER, 2015;EPAND; EPAND, 2009;HANEY et al., 2010;HUANG; CHEN; LEE,
2004;MATSUZAKI et al., 1996;NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011;PARENTE; NIR;
SZOKA, 1990;POKORNY; BIRKBECK; ALMEIDA, 2002;SENGUPTA et al., 2008). Apesar
destes modelos, o entendimento completo do mecanismo de acdo é ainda elusivo e alguns
peptideos podem apresentar mais de um mecanismo de acdo dependendo da razdo
peptideo/lipidio utilizada no experimento (BECHINGER; LOHNER, 2006). Todos estes
mecanismos tém em comum a primeira etapa que é a adsorcao do peptideo na membrana que é
dependente das interagOes intermoleculares envolvidas no processo de adsorcgdo: forgas
eletrostaticas e ndo eletrostaticas. As interacdes eletrostaticas, no entanto, tém uma contribuicdo

significativa na energia de adsorcdo do peptideo na bicamada.
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A composicdo lipidica de membranas varia extensamente dependendo do micro
organismo ou do tipo de célula, além de haver diferencas entre a membrana interna e externa
de uma célula. Em células de mamiferos e plantas, por exemplo, lipidios carregados
negativamente estdo localizados na monocamada interna, sendo a monocamada externa
zwitteridnica (neutra), e, dessa forma, as interagdes peptideos-lipidios sdo de curto alcance do
tipo dipolo-dipolo e séo fracas para peptideos catidnicos (ALVARES;CABRERA;RUGGIERO
NETO, 2016). Em bactérias, o fosfolipidio zwitteribnico predominante é a
fosfatidiletanolamina (PE). Geralmente, bactérias Gram-negativas possuem contetdo maior de
PE do que bactérias Gram-positivas, e algumas dessas bactérias Gram-positivas possuem
contetdo muito baixo de fosfolipidios zwitteriénicos. Independentemente de ser bactéria Gram-
positiva ou negativa os lipidios anidnicos predominantes sdo fosfatidilglicerol (PG) ou
cardiolipina (CL) (verTabela I) (EPAND; EPAND, 2009) sendo que uma fracdo significativa
destes esta localizada na monocamada externa da membrana plasmatica. Devido a caracteristica
catibnica, os peptideos antimicrobianos podem agir seletivamente em membranas bacterianas
gue possuem lipidios aniénicos expostos e que conferem carga negativa a membrana, ndo
agindo nas membranas de células de mamiferos, as quais normalmente sdo zwitteridnicas.

Nos seres vivos as membranas lipidicas sdo muito complexas contendo diversos
componentes e uma investigacdo acerca de suas interacdes com peptideos antimicrobianos
(PAMs) seria imensamente trabalhosa, se ndo impossivel. Dessa forma, sdo utilizadas
membranas modelo: membranas lipidicas artificiais e simplificadas que permitem manipular
sua estrutura, composicdo e tamanho (CHAN; BOXER, 2007;CLIFTON et al., 2020). E
possivel utilizar essas membranas para investigar estrutura e funcdo de certos lipidios, canais
ibnicos, interacbes de lipidios com drogas e outras nanoparticulas (SZOKA;
PAPAHADJOPOULOQS, 1980). Membranas modelo sdo ferramentas que permitem avaliar o
comportamento de proteinas (neste estudo sdo os PAMS) e lipidios numa membrana de forma
que, dependendo do modelo, pode-se inferir sobre diferentes aspectos de uma membrana para,
entdo, ter um panorama geral do sistema (EEMAN; DELEU, 2009;REBAUD; MANITI;
GIRARD-EGROT, 2014;STEFANIU; BREZESINSKI; MOHWALD, 2014). Os sistemas
biomiméticos mais comuns sdo monocamadas lipidicas, vesiculas lipidicas, e bicamadas
lipidicas suportadas. Cada modelo, embora possua vantagens e desvantagens, mimetiza o
arranjo lipidico de membranas naturais (MOURITSEN; BAGATOLLI, 2015).
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Tabela I: Diferentes composicdes lipidicas dependendo da espécie de bactéria.

% Total de lipidio

Espécie da bactéria

CL PG| PE
Bactérias Gram-negativas
E. coli - 15 80
E. cloacae 3 21 74
Y. kristensenii 20 20 60
R. mirabilis 5 10 80
K. pneumoniae 6 5 82
P. aeruginosa 11 21 60
Bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus 42 58 0
Streptococcus pneumoniae 50 50 0
Bacillus cereus 17 40 | 432
Bacillus polymyxa® 8 3 60
B. subtilis 4 70 | 12
S. pyogenes Componente majoritario | - | Tragos

2 Esse valor corresponde a bactéria cultivada a 37 °C. Um valor maior de PE entre 50 a 60% é geralmente
encontrado para essa espécie quando cultivada a 15 °C.
b Contém 26% de lisolipidios; 16% de lisofosfatidilcolina e 10% de lisofosfatidilserina

Fonte: Adaptado de (EPAND; SAVAGE; EPAND, 2007;EPAND; EPAND, 2009)

A adsorcdo do peptideo na bicamada lipidica € modulada por alguns fatores como
distribuicdo de cargas do peptideo, estrutura e carga da cabeca polar dos lipidios, bem como
estrutura de cadeias aciclicas e seus comprimentos, além do pH do meio e a presenca de ions.

O processo de adsor¢ao na membrana lipidica €, em geral, descrito como o acoplamento
de dois processos: parti¢cdo do peptideo na monocamada externa da membrana e da formacéo
da estrutura secundéria, em geral alfa-hélice, anfipatica. A formacgdo da estrutura anfipatica
favorece energeticamente que os residuos hidrofobicos busquem uma regido de constante
dielétrica mais baixa, ou seja, a regido hidrofébica da bicamada (ALMEIDA; LADOKHIN;
WHITE, 2012;BUENO et al., 2014;DATHE, 1999;NYMEYER; ZHOU, 2008;WIMLEY;

CREAMER; WHITE, 1996). Dessa forma, além das cargas envolvidas nesse processo, a
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estrutura do peptideo e sua sequéncia irdo afetar fortemente a atividade litica. Varios trabalhos
tém evidenciado que este processo acoplado de particao e formagdo da estrutura anfipatica tem
como consequéncia a perturbacdo do empacotamento lipidico na membrana, com a consequente
alteraco das caracteristicas elésticas da bicamada (FOSNARIC; IGLIC; MAY, 2006).

Nos anos recentes foram investigadas correlacdes entre a capacidade de peptideos liticos
em perturbar o empacotamento lipidico de membranas modelo e sua atividade litica nessas
membranas (BOMAN, 2003;BROGDEN, 2005;BUENO et al., 2014;HAMILL et al.,
2008;ALVARES; VIEGAS; RUGGIERO NETO, 2017;SCHEINPFLUG et al., 2017). Sob este
enfoque é associada uma variedade de técnicas experimentais que fornecem informacdes sobre
adsorcdo, penetracdo e perturbacdo do empacotamento lipidico em bi e monocamadas lipidicas
induzidas por peptideos. Um dos peptideos investigados é o mastoparano sintético L1A
(IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH?>) e seu analogo acetilado (acL1A) (ALVARES; VIEGAS;
RUGGIERO NETO, 2018;ALVARES; WILKE; RUGGIERO NETO, 2018;ZANIN et al.,
2013;ZANIN et al., 2016). Estes peptideos possuem Vvérias caracteristicas similares ao
mastoparano natural Polybia-MP1 tais como: (i) sequéncia do N-terminal, (ii) distribuicdo de
residuos de aminoacidos semelhante: um residuo acido ocupando a segunda posi¢do na regido
N-terminal, e residuos basicos sao terceiros e/ou quartos vizinhos dos dois residuos acidos. Isso
esta melhor representado na figura 1 (1) a seguir. Estudos de dindmica molecular do L1A em
solucdo aquosa de trifluoroetanol (TFE), um indutor de hélice alfa, mostrou que a acetilacdo no
N-terminal estabiliza a conformacéo hélice anfipatica (ZANIN et al., 2016). Além deste efeito
estabilizador, esta modificacdo pode proteger o peptideo de ataques proteoliticos, o que é
considerado como um mecanismo de resisténcia alternativo (ANDREU; RIVAS, 1998).

Os peptideos utilizados possuem como diferenca mais significativa a carga em
condicdes fisioldgicas sendo +3 para o L1A, e +2 para o analogo acetilado (Tabela I1). A
representacdo da projecdo helicoidal do peptideo L1A revela que aminoacidos polares estdo
majoritariamente concentrados de um lado enquanto que aminoéacidos apolares estdo

concentrados de outro (Figura 1 (I1)).
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Tabela II: Caracteristicas dos peptideos L1A e acL1A.

L1A acL1A
Cargaem pH 7,4 (C) +3 +2
Massa molecular (u)? 2025,45 2067,48
Hidrofobicidade média <H>P -2,04 -2,04
Namero de residuos 18 18

Fonte: 2Genscript; °(EISENBERG et al., 1984)

Figura 1: 1) llustracdo da sequéncia e caracteristicas dos peptideos L1A e acL1A. —, +, A e P representam
residuos &cidos, basicos, apolares e polares, respectivamente. 11) Representacéo da projecédo helicoidal (Helix
wheel projection) do peptideo L1A para ilustrar as propriedades de alfa-hélice.

L1A

IDGLKAIWKKVADLLKNT - NH,
+A - AA+ AA A+ + AA- AA +

acl.1A

ac - I DGLKATWKKVADLLZKNT - NH,
A - AA+ AA A+ + AA - A A+

Polar/Basico
Polar/Acido
Polar/Neutro
Apolar

Fonte: 1) Elaborado pelo autor. I1) Adaptado de http://Ibgp.unb.br/NetWheels/, (MOL; CASTRO;
FONTES, 2018).
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O peptideo L1A e o andlogo acetilado mostraram atividade bactericida seletiva a
bactérias Gram-negativas sem serem hemoliticos. A atividade para E. coli, no entanto, foi maior
que para Pseudomonas aeruginosa (ZANIN et al., 2016). A investigacdo procurando
correlacdes entre capacidade de perturbar o empacotamento lipidico em mono e bicamadas e a
atividade litica destes peptideos em membranas modelo mostra que: (i) ambos os peptideos
possuem significativa atividade interfacial (Figura 44, pag. 94), (ii) a carga no N-terminal
desfavorece a penetracdo do peptideo em monocamadas e em vesiculas zwiteridnicas e
aniénicas (POPC, DPPC, DPPG, 8POPC/2POPG), (iii) a presenca concomitante de residuos
basicos e &cidos na sequéncia do peptideo como terceiros e/ou quartos vizinhos o estabiliza na
regido hidrofobica da membrana, (iv) quando misturados com lipidios na interface dgua-ar, 0s
peptideos preferem a fase liquido-expandida, prevenindo lipidios anidnicos de formarem uma
fase condensada (ALVARES;WILKE; RUGGIERO NETO, 2018).

Estes resultados foram obtidos utilizando membranas modelo na composicao lipidica
PC/PG, entretanto, L1A mostrou-se ser seletivo a bactérias Gram negativas cuja membrana
plasmatica possui fosfatidiletanolamina (PE) como lipidio zwitteribnico em alta concentracdo
como mostrado na Tabela I. Embora as cabecas polares de PC e PE possuam dois grupos com
cargas opostas formando dipolo elétrico, a cabeca de PC possui area de sec¢do reta maior do
que a seccao reta das caudas formando um cone truncado, fazendo com que esse lipidio assuma
uma curvatura positiva quando em bicamadas. PE, no entanto é o oposto: a secgdo reta de sua
cabeca polar € menor que a seccdo reta das caudas conferindo a este fosfolipidio um formato
conico truncado invertido, induzindo curvatura negativa quando em membranas
(ISRAELACHVILI, 2015). Trabalhos anteriores onde foi avaliado o impacto do peptideo MP1
em diversas composi¢Oes lipidicas mostraram por microscopia de forca atdbmica que na
presenca de PE, esse peptideo induz a formacdo de poros muito grandes em bicamadas em
suporte so6lido. De acordo com esse resultado, a analise do influxo de particulas com diferentes
raios de giro em vesiculas gigantes (GUVSs) sugeriu que, na presencga de PE, 0 MP1 induziu a
formacéo de poros/defeitos grandes (LEITE et al., 2015).

Resultados preliminares utilizando calorimetria diferencial de varredura (Differential
Scanning Calorimetry, DSC) sugeriram que L1A e mais eficientemente acL1A foram capazes
de induzir segregacao lipidica em vesiculas compostas por 3POPE/1DOPG (Figura 45, péag.
95). Segregacdo lipidica € um mecanismo alternativo que foi sugerido para o aumento na
permeabilidade de membrana apos a particdo de PAMSs: um agente antimicrobiano catiénico

induz separagdo de componentes lipidicos, resultando em agregados de lipidios
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anionicos/peptideos e possivelmente a formacdo de defeitos nas fronteiras destes dominios
lipidicos. Defeitos nas fronteiras entre diferentes fases foram sugeridos como responsaveis pelo
aumento de vazamento de lipossomas na temperatura de transicéo de fase em que dominios nas
fases gel e liquido-cristalina podem coexistir (EPAND; EPAND, 2009). Porém, como dominios
e fases segregadas ocorrem naturalmente, essa caracteristica per se ndo leva a toxicidade.
Segundo Epand (EPAND; EPAND, 2009), devido & grande heterogeneidade molecular das
membranas, interfaces de dominios sdo estabilizadas concentrando outras moléculas em suas
interfaces para diminuir a tensdo de membrana. Quando dominios sdo formados como
consequéncia da adigdo de um agente antimicrobiano, o tempo para a membrana se rearranjar
e acomodar essa mudanca na sua organizacdo € insuficiente, fazendo com que as fronteiras
desses dominios sejam instaveis levando a um aumento na permeabilidade das membranas.
Além disso, esses peptideos podem agregar lipidios anidnicos e perturbar dominios ja existentes
na membrana, podendo induzir a morte da bactéria. Separacao lateral induzida também ja foi
proposta como um mecanismo contribuinte para a atividade antimicrobiana de diversos
peptideos antimicrobianos (FINGER et al., 2015;SCHEINPFLUG et al., 2017).

Foi também evidenciado que regides de membrana associadas a divisdo celular possuem
composicdes distintas do resto da membrana (MATSUMOTO et al., 2006;WELTI; GLASER,
1994) e também que dominios existem em membranas de microorganismos como E. coli devido
a segregacao de PE/PG (VANOUNOU; PAROLA; FISHOV, 2003).
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1.1 Objetivo

As evidéncias experimentais expostas nos paragrafos acima motivaram a investigar o
impacto dos peptideos L1A e seu analogo acetilado utilizando monocamadas de Langmuir e
vesiculas unilamelares grandes (LUVs) como sistemas modelo miméticos de membrana
plasmatica de E. coli, contendo POPE e DOPG. Estas membranas modelo foram utilizadas para
estudar o impacto dos peptideos L1A e acL1A no empacotamento lipidico da composi¢édo
escolhida, 3POPE/1DOPG utilizando varias técnicas experimentais: (i) isotermas de adsor¢do
dos peptideos em vesiculas unilamelares grandes (LUVs) por dicroismo circular (CD) e
medidas de potencial zeta para avaliar as afinidades destes peptideos a estas membranas; (ii)
supressdo de fluorescéncia do triptofano por acrilamida para avaliar a insercao destes peptideos
na fase hidrofobica da membrana; (iii) isotermas de compressdo de monocamadas lipidicas
puras e de misturas com peptideos visualizadas por microscopia de fluorescéncia para avaliar
0 impacto destes peptideos no equilibrio de fases liquido-expandida/liquido-condensada
(LE/LC); (iv) insercdo destes peptideos em monocamadas a area constante a fim de obter a
pressao de superficie acima da qual o peptideo ndo insere; (v) e insercao na pressao de superficie
em que uma monocamada pode ser comparada a compactacdo de uma bicamada com
visualizacdo por microscopia de fluorescéncia para observar a indugdo de dominios durante a
inser¢do como complemento das isotermas de compressdo e de supressao de fluorescéncia do

triptofano.
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1.2 Metodologia Teorica

1.2.1 Experimentos com vesiculas unilamelares grandes (LUVSs)

1.2.1.1 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Dicroismo circular (Circular Dichroism, CD), em suma, é definido como a absorcéo
desigual de luz circularmente polarizada para a esquerda e para a direita. Quando moléculas
assimétricas interagem com a luz, elas podem absorver luz polarizada para a direta ou esquerda
em intensidades diferentes, além de terem diferentes indices de refracdo para as duas ondas.
Dicroismo circular normalmente é representado em grau de elipticidade, que é definido como
o0 angulo cuja tangente é a razao entre o0 eixo menor e o eixo maior da elipse formada pela soma
das diferentes intensidades da luz circularmente polarizada para a direita e esquerda (FASMAN,
1996;GREENFIELD, 2009;SREERAMA; WOODY, 2004).

Algumas das moléculas assimétricas citadas sdo, por exemplo, estruturas secundérias de
proteinas. Cada elemento estrutural possui um espectro de CD caracteristico, como, por
exemplo, alfa-hélice, folha- e random coil. Partindo da intensidade de CD, é possivel obter
alguns parametros que se relacionam com transic6es eletronicas dos elétrons que compdem as
moléculas, que esté relacionado ao angulo das ligacdes peptidicas, que, por conseguinte se
relaciona com o comprimento de onda de absorcdo. Isso quer dizer que para alguns
comprimentos de onda ocorre absorcdo desigual de luz circularmente polarizada que esta
relacionado com as transi¢coes eletrénicas dos &tomos que compdem as moléculas (Figura 2).
Dessa forma, é possivel investigar as estruturas dessas moléculas partindo do espectro de CD
(SREERAMA; WOODY, 2004).

Figura 2: Regides espectrais e croméforos contribuintes em proteinas.
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Fonte: Adaptado de (SREERAMA; WOODY, 2004).
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Neste estudo foi utilizada espectroscopia de dicroismo circular para obter informac6es
a respeito das estruturas secundarias dos peptideos utilizados. Como citado anteriormente, cada
estrutura secundaria esta relacionada a um espectro caracteristico (Figura 3). Bandas positivas
significam absorcdo de luz circularmente polarizada para a direita, enquanto que bandas
negativas significam absorcéo de luz circularmente polarizada para a esquerda. Por exemplo,
proteinas cuja estrutura contém alfa-hélice possuem bandas negativas de mesma magnitude em
222 e 208 nm e uma banda positiva em aproximadamente 190 nm. A banda em 222 nm, por
exemplo, esté relacionada com as pontes de hidrogénio intra-cadeia entre os grupos NH-CO, e
independe de seu comprimento. Proteinas com B-hélices possuem bandas negativas em 218 nm
e bandas positivas em 195 nm. Para proteinas com folha-B, o espectro contém bandas negativas
em torno de 210 a 220 nm e uma banda positiva entre 195 e 200 nm. Proteinas desordenadas
(random coil), no entanto, possuem elipticidade baixa abaixo de 210 nm e bandas negativas em
torno de 195 nm (CORREA; RAMOS, 2009;FASMAN, 1996;GREENFIELD, 2009).

Figura 3: Espectro de CD com curvas caracteristicas de cada estrutura secundaria.
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Fonte: Adaptado de www.proteinchemist.com.
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1.2.1.2 Espalhamento dinédmico de luz (DLS) e mobilidade eletroforética

E possivel determinar o tamanho médio das particulas em soluc&o. Isso é feito utilizando
a técnica de espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering, DLS). Esse experimento
consiste em incidir “luz” numa amostra contendo as particulas investigadas em solugédo. Essas
particulas tendem a se mover difusamente de acordo com o movimento Browniano, ou seja,
colidem constantemente com as moléculas do solvente, resultando em um movimento aleatorio.
Estas colisdes fazem com que uma quantidade de energia seja transferida, o que induz ao
movimento das particulas. Essa transferéncia de energia é, de certa forma, constante, e tem
maior impacto em particulas menores, fazendo com que elas se movam mais rapido do que
particulas maiores. Alguns parametros influenciam a velocidade das particulas nesse meio
como: temperatura, viscosidade e, claro, tamanho. A relacdo entre esses parametros é dada pela
relagdo de Stokes-Einstein (Eq. 1) onde o didmetro hidrodindmico (Dn) das particulas é

relacionado pelo coeficiente de difusio translacional D, dado em m?/s:

D, — kgT
" 3nnD

(Eq. 1)
onde kg € a constante de Boltzmann, T € a temperatura e n ¢é a viscosidade. Para essa equagio
descrever acuradamente o sistema, 0 movimento das particulas deve ser regido apenas pelo
movimento Browniano, ou seja, se houver sedimentacdo das particulas ndo ha movimento
aleatdrio, levando a resultados incorretos. Além disso, existe a limita¢do derivada da precisao
do equipamento levando a um limite na determinacdo do didmetro da particula.

A luz que incide nas particulas da amostra é espalhada em todas as dire¢des. Devido a
interferéncia destrutiva e construtiva, surge um padrdo com regides escuras e claras. Um
detector que pode ser colocado em um dado angulo relativo ao feixe inicial, recebe luz com
esse padrdo. Esse processo € repetido em intervalos de tempo pequenos e € possivel comparar
a intensidade da luz no detector em cada ponto. Nessa flutuacdo de intensidade de luz esta
contida a informacéo da escala do movimento das particulas: particulas pequenas mostram mais
flutuacdes do que particulas grandes. A partir da intensidade registrada no tempo, € possivel
obter uma funcéo de correlagdo, que descreve por quanto tempo uma particula esta localizada
no mesmo ponto na amostra. Dessa funcdo e possivel gerar um grafico com um decaimento
exponencial, que representa uma medida indireta do tempo que as particulas precisam para
mudar suas posi¢oes iniciais. Dessa forma é possivel, utilizando a equagéo de Stokes-Einstein,

determinar o coeficiente de difusdo e entdo o tamanho médio das particulas em solucéo.
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Também ¢é possivel obter medidas do potencial Zeta das particulas na amostra.
Particulas carregadas suspensas em uma solucéo contendo ions interagem entre si por meio de
forcas eletrostaticas. As particulas atraem ions de cargas opostas a elas que se ligam fortemente
as suas superficies, formando uma camada de ions chamada camada de Stern. Esses ions, por
conseguinte, atraem ions de cargas opostas a eles, formando uma camada mais difusa, de forma
que quando a particula se move, a camada de Stern se move junto com a particula, e os ions
mais difusos ndo. Essa segunda camada de ions blinda a carga dos ions na camada de Stern, e
por serem mais difusos, o plano que define sua fronteira chama-se plano de cisalhamento, e é
nesse plano que é calculado o potencial Zeta (Figura 4). O potencial Zeta é, entdo, definido
como o potencial elétrico na interface da dupla camada de ions na camada de cisalhamento,
relativo a um ponto na subfase muito distante da interface, e € medido normalmente em mV.
Dessa forma, a presenca de particulas carregadas, ions e quais tipos de ions em solucao ira

afetar a medida de potencial Zeta.

Figura 4: Particula e ions atraidos formando uma camada dupla.
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Fonte: Adaptado de www.wikipedia.com, Wikimedia Commons.

O potencial zeta é calculado pela mobilidade eletroforética das particulas em solucédo
gue estdo sob um campo elétrico definido por eletrodos de cargas opostas. As particulas em
solucéo encontram resisténcia devido a viscosidade do meio, e assim que alcangam o equilibrio,
atingem uma velocidade constante. No equipamento utilizado, é possivel calcular por

velocimetria Doppler a laser a mobilidade eletroforética, ja que a velocidade da particula esta
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relacionada com a flutuagéo da intensidade da luz espalhada. O potencial zeta pode ser estimado
para amostras com particulas com tamanhos entre 5 nm e 10 um (DOMINGUES et al., 2008).

O potencial zeta ({) de uma suspensdo de vesiculas ¢, entdo, dado pela equagao de
Smoluchowski:

n 1
&r&o f(KR")

(=1
(Ea. 2)
onde u ¢ a mobilidade eletroforética, n ¢ a viscosidade do meio, & € a constante dielétrica da

agua, go € a permissividade do vacuo e f(kR’) ¢ a func¢ao de Henry, onde x ¢ R’ sdo 0 inverso

do comprimento de Debye e o raio médio das vesiculas, respectivamente.

1.2.1.3 Espectroscopia de fluorescéncia

Fluorescéncia e fosforescéncia sdo fenémenos luminescentes, ou seja, resultados de uma
emissdo de luz que ocorre a partir de estados eletronicamente excitados. A fluorescéncia é a
emissdo de luz a partir de uma substancia que absorveu luz ou radiacdo eletromagnética
normalmente em comprimentos de onda menores do que a luz emitida (Stokes shift). Esse
fendomeno acontece “imediatamente” (ordem de nano segundos): assim que cessa a incidéncia
da radiacdo na amostra, a emissdo proveniente do efeito da fluorescéncia cessa também. 1sso
difere da fosforescéncia em que a emissdo a partir da amostra continua apés algum tempo (entre
1 a 1000 segundos).

A fluorescéncia tem como principio a emissdo de luz de um material decorrente de um
relaxamento de um elétron de uma molécula, &tomo, ou nanoestrutura a partir de um estado
excitado para um estado fundamental (LAKOWICZ, 2013). A molécula excitada pode relaxar
para seu estado fundamental de diversas formas em que ndo ha a emissdo de um féton, ou seja,
uma relaxacao/transi¢do nao-radioativa (Figura 5), como por exemplo através de dissipagdo de
calor (vibragdes). Também pode ocorrer a relaxacdo ndo-radioativa a partir da interagdo com
uma outra molécula, efeito conhecido como supressdo. Um experimento onde as consequéncias
deste efeito sdo analisadas é a espectroscopia de fluorescéncia, descrito posteriormente. Na
maioria dos casos a luz emitida possui um comprimento de onda maior (e consequentemente
energia menor) do que a da radiacdo absorvida. Porém, se a radiacdo absorvida for muito
intensa, é possivel um elétron absorver a energia de dois fotons, e a radiacdo emitida pode ter
comprimento de onda menor ou igual (fluorescéncia de ressonancia) ao comprimento de onda

da radiacdo absorvida.
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Figura 5: Diagrama de Jablonski: descricdo da maioria dos mecanismos de relaxacgdo de estados
excitados de moléculas.
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Fonte: Adaptado de www.wikipedia.com, Wikimedia Commons

Um fluorimetro (ou fluorémetro) é um equipamento que funciona da seguinte forma:
radiacdo eletromagnética parte de uma fonte de radiacéo e passa por um monocromador que ird
transmitir a radiacdo em um comprimento de onda especifico. O intervalo desse comprimento
de onda dependera da lampada utilizada e das condi¢Ges experimentais. A radiacdo incidira na
amostra que pode absorver determinados comprimentos de onda, e, se ocorrer a fluorescéncia,
emite radiacdo em todas as direcOes. Para detectar a radiacdo emitida pela amostra, um detector
é colocado a 90° da direcdo do feixe de radiacdo que excita a amostra para minimizar a radiacdo
transmitida ou refletida, depois de passar por um monocromador. EXxistem variacdes na
construcdo dos espectrofluorimetros, mas no geral o principio é da forma como descrito.

Para obter o espectro de fluorescéncia de um composto, o comprimento de onda da
radiacdo de excitacdo é mantido constante, usualmente é escolhido um comprimento de onda
gue o composto absorve extensamente. O comprimento de emissdo da amostra € medido, e
dessa forma é obtido um espectro da emissdo da amostra, com a intensidade em unidades
arbitrarias no eixo Y e o comprimento de onda no eixo X.

Para medir o espectro de excitacdo, 0 monocromador da emissdo se mantém constante,
enquanto o monocromador da excitagdo varia seu comprimento de onda. Geralmente o espectro
de excitacdo é semelhante ao espectro de absorcdo descrito acima, ja que a intensidade de
fluorescéncia é proporcional a absorcéo.

A espectroscopia tem como base o uso de fluor6foros: compostos quimicos
fluorescentes. Existem dois tipos de fluoréforos, os intrinsecos e os extrinsecos. Os intrinsecos

ocorrem naturalmente como aminoacidos aromaticos, clorofila, flavinas, derivados de
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piridoxila e NADH. Fluoroforos extrinsecos sdo adicionados na amostra para fornecer
fluorescéncia ou para mudar propriedades espectrais da amostra. Estes sdo a rodamina,
fluoresceina, dansila etc (LAKOWICZ, 2013).

Para este estudo foi utilizado como sonda o residuo triptofano, um fluoroforo intrinseco.
Assim como o triptofano, os aminoacidos tirosina e fenilalanina também séo fluorescentes, e
possuem seus respectivos comprimentos de onda de excitacdo. Em agua pH 6 a 23 °C, o
triptofano possui um comprimento de excitacdo maximo em 280 nm, a tirosina nessas mesmas
condi¢cdes em 275 nm e a fenilalanina em 260 nm (CHEN, R. F., 1967). A emissdo desses
compostos € diferente, entretanto, sendo para o triptofano, tirosina e fenilalanina,
respectivamente, 353, 304 e 282 nm (Figura 6). Em proteinas, normalmente a emissdo da
tirosina é suprimida devida a interacdo com a cadeia peptidica ou devido a transferéncia de
energia para o triptofano, e por isso que frequentemente a desnaturacédo de proteinas resulta em
emissdo da tirosina. A emisséo da fenilalanina so é observada quando a proteina ndo possui em

sua sequéncia residuos de triptofano ou tirosina (Lakowicz, 2006).

Figura 6: Espectros de absorcdo (acima) e emissdo (abaixo) dos aminoacidos fluorescentes triptofano (TRP),
tirosina (TYR) e fenilalanina (PHE) em agua pH 7,0.
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Fonte: Adaptado de (LAKOWICZ, 2013).

O residuo de triptofano €, de certa forma, diferente da maioria dos aminoacidos
fluorescentes. Sua emissdo é sensivel ao ambiente, e por isso é utilizado para investigar
mudancas conformacionais em proteinas como associacdo proteina-proteina, interacdo de

ligantes e desenovelamento de proteinas. Além disso, a fluorescéncia do triptofano é passivel
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de ser suprimida por algumas moléculas como acrilamida, iodeto, e grupos dissulfeto proximos
(LAKOWICZ, 2013).

A supressdo de fluorescéncia pode ocorrer de duas maneiras: a Supressao
dinamica/colisional e a supressao estatica. E possivel o fluordforo ir para um estado excitado,
e ao invés de retornar ao estado fundamental emitindo um féton através do fenémeno de
fluorescéncia, ocorre o retorno sem emitir um foton devido a um “choque” com uma molécula
supressora. Este fendmeno é conhecido como supressdo dindmica. O outro caso ocorre quando
é formado um complexo fluoréforo-supressor.

Neste estudo foi utilizado dessas propriedades do residuo de triptofano para investigar
0 ambiente que os peptideos utilizados estdo inseridos. O experimento consiste em titular um
supressor numa solucdo contendo peptideos na auséncia e presenca de suspensdo de LUVs. O
supressor (quencher) utilizado foi a acrilamida. Considerando uma solugdo contendo peptideos
que possuem em sua sequéncia triptofanos, € esperado que a acrilamida suprima a intensidade
da fluorescéncia conforme ocorra sua titulagdo. Dessa forma, em uma solucéo contendo apenas
peptideos, é esperado grande supressao da fluorescéncia do triptofano, ja que os peptideos estéo
expostos na solucdo. A outra condi¢do consiste em titular acrilamida numa solucao que contém,
além dos peptideos, LUVs. Se os peptideos ndo interagirem com as LUVS e continuarem
expostos ao solvente, a acrilamida ird suprimir a fluorescéncia do mesmo jeito. Porém, se os
peptideos interagirem com as vesiculas e se inserirem nas mesmas, os residuos de triptofano
podem se inserir na membrana, sendo “protegidos” da acdo da acrilamida. Dessa forma, ¢
possivel comparar quéo intensa € a supressdo para 0s dois casos, e inferir se ocorre a insercéo
do peptideo nas membranas de LUVs.

Como o fluoréforo utilizado € o triptofano, foi utilizado um comprimento de onda de
excitacdo de 295 nm. Como mencionado, o0 comprimento de onda de excitacdo da tirosina é
préximo do comprimento de onda de excitacdo maximo do triptofano, e 0s experimentos de
fluorescéncia comumente excitam a amostra a 295 nm para evitar a excitacdo da tirosina, e
observar apenas a emissdo do triptofano (Figura 7). Mesmo que os peptideos utilizados nédo
contenham tirosina, foi utilizado esse comprimento de onda por convengéo e comparagdo com

dados da literatura.
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Figura 7: Espectro de emissdo de uma amostra contendo triptofano e tirosina, onde o comprimento de excitacéo
foi fixado em 275 nm (azul) e em 295 nm (vermelho).
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Fonte: Adaptado de (LAKOWICZ, 2013).

1.2.2 Experimentos com monocamadas

Os lipidios anfifilicos, como os utilizados neste estudo, possuem a caracteristica de se
auto-organizar em ambientes aquosos de forma espontanea, dirigida por forcas eletrostaticas e
efeito entropico. Nesses casos os lipidios podem formar estruturas como micelas, vesiculas etc.
Porém, se os lipidios estiverem numa interface agua-ar, por exemplo, as cabecas polares dos
lipidios ficardo voltadas para a parte aquosa e as caudas apolares ficardo voltadas para o ar.
Assim, ocorre a formacao de um filme monomolecular, ou seja, uma monocamada lipidica cuja
espessura corresponde ao tamanho de uma molécula de fosfolipidio (Figura 8). Esse sistema
simples é muito utilizado para determinar algumas caracteristicas a respeito do filme, que

variam dependendo de alguns pardmetros que serdo abordados posteriormente.

Figura 8: Monocamada lipidica
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Solventes, como a agua, possuem uma caracteristica intrinseca chamada de tenséo
superficial, que é a tendéncia das superficies do fluido de ocupar a menor area de superficie
possivel. Em interfaces dgua-ar, a atracdo das moléculas de agua entre si (coesdo) € maior do
que a atracdo das moléculas de agua e as moléculas do ar (adesdo), e assim, o efeito resultante
é uma forca dirigida lateralmente paralela a superficie, fazendo com que o liquido se comporte
como se sua superficie tivesse uma membrana elastica. Ou seja, € um efeito proveniente de um
desequilibrio das forgas que agem na interface e € proporcional a sua area. A tenséo superficial
depende nédo sé do solvente utilizado, mas também da temperatura, de forma que quanto maior
a temperatura menor a tensdo. A agua, por suas moléculas se ligarem por ligacbes de
hidrogénio, possui uma tensao superficial maior comparada com outros liquidos, 72,8 mN/m a
20 °C (BARNES; GENTLE, 2011;PALLAS; HARRISON, 1990).

Moléculas de lipidios, por serem compostos organicos anfifilicos, sdo classificadas
como surfactantes, que sdo compostos que diminuem a tensdo superficial entre dois liquidos,
entre um gas e um liquido, ou entre um liquido e um sélido. Nesses casos em que a tenséo
superficial foi alterada devido a formacdo de monocamadas de surfactantes, € conveniente
definir a pressdo de superficie, 7, como a reducdo na tensdo de superficie apds o evento
(BARNES; GENTLE, 2011;GENNIS, 1989):

T =Yoo~ Vr (Eq. 3)

onde yo € a tensdo superficial original da subfase liquida pura, ys € a tensdo superficial apds a
adicdo de surfactante abaixo da CMC (concentracdo micelar critica). Como normalmente a
tensdo superficial é reduzida ap6s a adsor¢do das moléculas na interface, o valor da presséo de
superficie aumenta de zero para um valor positivo. Os experimentos de monocamadas Sao
descritos em funcéo da pressdo de superficie, obtida através da tensdo superficial.

A medicdo da tensdo superficial pode ser feita de diversas maneiras, porém, deve-se
escolher com cuidado a técnica dependendo do sistema investigado. No presente trabalho foi
utilizado o método Wilhelmy para a medicéo da tensdo superficial. Esse método consiste em
mergulhar parcialmente uma placa (que pode ser metalica ou de papel filtro) - chamada de placa
de Wilhelmy, segundo o cientista que a usou pela primeira vez, na superficie do liquido, e medir
a forca que age sobre ela, decorrente da tenséo superficial (Figura 9). O menisco em contato

com a placa situa-se em uma linha cujo comprimento corresponde ao dobro da soma da
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espessura da placa e da sua largura 2(w+d). A forca resultante é descrita da seguinte forma
(BLUME, 2018;MAGET-DANA, 1999):

F=2y(w+d)cos0 + Fgq,— Femp (Eq. 4)

onde y é a tensdo superficial, Fgray € a forca gravitacional na placa, Femp € a forca ascendente do
empuxo e 9 é o angulo de contato. Este angulo, entretanto, raramente € medido e é assumido
ser zero, situacdo em que a placa esta perfeitamente molhada. O efeito do empuxo vai depender
do qudo imerso a placa estd, e se a mesma estiver nivelada com a superficie, entdo o empuxo
pode ser desprezado. Para o equipamento utilizado, entretanto, é possivel calibrar a altura da
placa de forma que a pressao de superficie seja zero naguele ponto, excluindo a necessidade de
considerar este efeito. Estas placas sdo acopladas a tensidmetros ou microbalancas (BARNES;
GENTLE, 2011).

Figura 9: Placa de Wilhelmy utilizada para medir a tenséo superficial.

N

Liquido

Fonte: Adaptado de www.\./vikipedia.com, Creative Commons.

No presente trabalho foram utilizadas monocamadas de duas formas: em que a area é

variavel e em que a area € constante.

1.2.2.1 Area variavel

O primeiro caso € investigado utilizando uma cuba de Langmuir (Figura 10). Essa cuba
possui barreiras mdveis que se situam na interface agua-ar controladas de acordo com as
condigBes experimentais. Apos espalhar lipidios diretamente na interface, essas barreiras
percorrem a superficie, diminuindo a area em que essas moléculas estdo situadas fazendo com

que essas moléculas se aproximem entre si e consequentemente aumentam as interagcdes entre
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elas. Esse filme formado na interface é conhecido como monocamada de Langmuir: filme com
espessura de uma molécula diluida em material orgénico insoltvel espalhado na interface 4gua-
ar de uma cuba de Langmuir ou cuba de Langmuir-Blodgett. Pode-se também espalhar

peptideos ou lipidios e peptideos previamente misturados.

Figura 10: Cuba de Langmuir.

i Placa de
| Wilhelmy

Balanca

Barreiras moveis

Fonte: Adaptado de www.wikipedia.com, Creative Commons.

Essa técnica consiste, entdo, em monitorar a pressdo de superficie em funcdo da area da
cuba (A). O software utilizado fornece a opcdo de inserir como parametro a quantidade de
lipidio espalhada, tornando possivel o célculo da area média por molécula, e assim, um grafico
de pressdo de superficie por area média por molécula é obtido, chamado de isoterma de
Langmuir. Na medida em que o filme é comprimido, a pressao de superficie aumenta, ocorrem
mudancas na orientacdo e na densidade de empacotamento da monocamada, e entdo os lipidios
na interface podem passar por diferentes fases bidimensionais, cada fase separada por uma
transicdo (Figura 11), de forma que as isotermas n-A para um filme sdo analogas as isotermas
pressdo-volume (P-V) para um gas (ROBINSON; BIRDI, 1984).

As diferentes fases que o filme pode assumir sdo: fase gasosa (G), fase liquido-
expandida (LE), fase liquido-condensada (LC) e fase sélida (S) (Figura 11, (A)). Cada fase é
definida pela extensédo das interaces das moléculas da monocamada, sendo estas, por exemplo,
interacdes eletrostaticas repulsivas entre as cabecas polares, ligacGes de hidrogénio entre as
cabecas polares e as moléculas de &gua, interagdes de van der Waals entre as cadeias aciclicas

etc.
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Figura 11: (A) Desenho esquematico de uma isoterma de Langmuir e as diferentes possiveis fases (G,
gasosa; LE, liquido-expandida; LC, liquido-condensada e S, sélida) que podem ocorrer durante uma compressao.
(B) Compressibilidade e médulo de compressibilidade em fungio da &rea por molécula.

(A)

Colapso do filme

Pressio de superficie

; i

Area por molécula !

{LC-LE \

D . ] T bt T T —

Compressibbdade ——
Modulo de compressibiidade -----

Area :pnr molicda ©
Fonte: Adaptado de (BLUME, 2018).

Decorrida a compressdo, a compressibilidade do filme (Cs) diminui devido a um
aumento na densidade (Figura 11 (B)). Também é possivel obter o mddulo de compressibilidade
(Cs1), que sera abordado posteriormente (Eq. 14). Usualmente, é possivel observar mudancas
de fase do filme lipidico numa isoterma, porém isso vai depender do tipo de lipidio ou da
mistura de lipidios que compdem o filme lipidico, a presenca de peptideos, e condi¢es de
subfase como forga idnica, pH e temperatura como exemplificado na Figura 12. Na fase gasosa,
usualmente em pressées abaixo de 0,5 mN/m, as moléculas estdo muito espacadas, levando a
uma fraca interacdo entre elas, podendo ser altamente compressiveis. Na transi¢cdo da fase
gasosa para a liquido-expandida (do ponto de vista experimental, sua existéncia ainda é
questionada) (VOLLHARDT; FAINERMAN, 2010), € observado o valor da area por molécula
em que a pressdo comeca a aumentar a partir de 0 mN/m (lift-off). Nesta fase a
compressibilidade ainda é alta, porém, ocorre um aumento nas interacfes entre as cadeias
aciclicas e as cabecas polares. Na transi¢do de fase LE-LC, é observada uma diminuigdo na
inclinacdo da curva e dependendo do caso, um platd. Ao passar de fase fluida de baixa

densidade para a fase condensada de mais alta densidade, pode ocorrer o rearranjo das
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moléculas formando agregados chamados de dominios, que podem ser visualizados através de
diversas técnicas experimentais como microscopia de fluorescéncia (MF), microscopia de
angulo de Brewster (Brewster angle microscopy, BAM) e microscopia de forca atdmica
(Atomic force microscopy, AFM) (BLUME, 2018). A discusséo a respeito da formacao destes
dominios serd abordada em detalhes posteriormente. Na fase liquido-condensada a
compressibilidade se torna mais baixa e as interacbes entre as cadeias aciclicas, agora,
relativamente mais ordenadas, aumentam. A Gltima fase que os lipidios podem se encontrar na
interface é a solida. Neste caso, as moléculas se aderem através de forcas de van der Waals
entre as cadeias aciclicas, ligacdes de hidrogénio entre as cabecas polares e a subfase e forcas
estéricas. Alem disso, as moléculas estdo altamente ordenadas e sua compressibilidade € a mais
baixa de todas as fases. Se a compressdo continuar, é possivel ocorrer o colapso do filme, onde
0 ordenamento molecular é destruido e a monocamada pode se deformar, romper ou perder
material para a subfase (indicado com uma seta na Figura 11) (BAOUKINA et al., 2008;LEE,
2008;SAAD et al., 2009). Nesse ponto é possivel obter a menor area por molécula (GENNIS,
1989).

Figura 12: Isoterma de compressdo n-A de DPPC puro em &gua em diferentes temperaturas (20, 24, 28 e 32 °C).

60

120
Area por molécula de lipidio (A%
Fonte: Elaborado pelo autor.

1.2.2.2 Area constante
O segundo caso € investigado utilizando uma cuba de area constante (
Figura 13). Nesse sistema lipidios sdo espalhados na interface até a presséo de superficie

se equilibrar ¢ atingir um valor desejado (m) ¢ a variagdo da pressdo superficial (Ax) é
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monitorada apds a injecdo de uma solugdo de peptideo na concentragdo desejada na subfase. Se
0s peptideos alterarem a pressdo de superficie, é dito que os peptideos adsorveram na interface
e foram capazes de inserir-se no filme. Essa técnica registra a pressdo de superficie em funcéo
do tempo fornecendo uma cinética de adsorcéo.

E também possivel inserir peptideos na subfase e monitorar a variagdo da pressio de
superficie conforme os mesmos adsorvem na interface limpa (sem filme lipidico pré-formado).
A variacdo da pressdo de superficie induzida pela adsorcdo de peptideos em funcéo de sua
concentragdo na subfase (Cp) da origem a isoterma de Gibbs, a partir da qual pode-se obter a
concentracdo de saturacdo, Csa, considerada como a minima concentracdo acima da qual a
pressao de superficie ndo altera com o aumento da concentracdo de peptideos na subfase. Para
a subfase na condicao de 150 mM NaCl, pH 7,4, foi observado que essa concentracao € bem
similar para o L1A e seu anadlogo acetilado correspondendo a 0,9 e 0,7 (x 0,1) uM,
respectivamente. Assim, utiliza-se uma concentragdo de peptideos na subfase acima dessa para
se certificar de que a variacao de pressdo induzida pela inser¢cdo dos peptideos na interface seja
a maxima garantida. A partir dos dados obtidos abaixo dessas concentra¢des, a concentracdo

em excesso de peptideo na superficie I'max € obtida utilizando a equagdo de adsorcéo de Gibbs:

ATt , C N ~ . . , .
[= RTIn €)' onde Ar ¢ a variacao de pressdo de superficie induzida pelos peptideos adsorvidos
p

na interface, R € a constante universal dos gases perfeitos e T é a temperatura. Se uma
monocamada de moléculas ¢ formada na interface, o inverso de I'max corresponde a area média
por molécula da molécula adsorvida. Resultados obtidos pelo grupo de pesquisa nas mesmas
condigBes mencionadas anteriormente forneceram valores de 30 e 50 A? para os peptideos L1A
e acL1lA, os quais sdo menores do que o esperado para moléculas orientadas
perpendicularmente ou paralelas a interface, correspondendo a ~180 e ~400 A2
respectivamente (ALVARES et al., 2016). Alem disso, esses valores sdo menores dos que
obtidos pelas isotermas de compressao de peptideos puros (Apéndice A), levando a conclusao
de que as monocamadas formadas pela adsorcdo desses peptideos consistem em mais de uma
lamela de moléculas acumuladas (ALVARES; WILKE; RUGGIERO NETO, 2018).
A atividade interfacial de peptideos é descrita como a habilidade de uma molécula se
ligar a uma membrana, particionar numa interface agua-ar e alterar a organizagdo e
empacotamento dos lipidios (RATHINAKUMAR; WALKENHORST; WIMLEY,
2009;RATHINAKUMAR; WIMLEY, 2008) e depende de suas propriedades fisico-quimicas e
de um balanco entre as interacGes hidrofdbicas e eletrostaticas entre os peptideos, moléculas de
agua e lipidios. Essas monocamadas em que moléculas adsorvidas induzem a uma mudanca na
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tensdo superficial sdo chamadas de monocamadas de Gibbs, diferente das monocamadas
espalhadas descritas anteriormente, as monocamadas de Langmuir. Estudos anteriores
confirmaram que transic¢des de fase do tipo LE-LC podem ocorrer em monocamadas de Gibbs
contendo lipidios (VOLLHARDT; FAINERMAN, 2010), e assim, levando a possibilidade da

formagdo de dominios, passiveis de serem visualizados por microscopia, por exemplo.

Figura 13: Cuba caseira de area constante.

Fonte: elaborado pelo autor

1.2.2.3 Dominios

Um dominio lipidico pode ser definido de forma mais geral possivel como qualquer
regido numa membrana que difere na composicdo lipidica de outras regides (MATSUMOTO
et al., 2006;WELTI; GLASER, 1994). Embora o termo “dominio” possua essa defini¢ao, ele é
utilizado para diversas estruturas, ja que dominios lipidicos existem em membranas modelo e
em membranas bioldgicas. Neste trabalho, entretanto, usou-se o termo para se referir as formas
escuras vistas por MF em monocamadas, nucleos densos que sao formados por lipidios na fase
LC na presenca de uma fase menos densa enquanto que regides escuras formadas por peptideos
e/ou peptideo/lipidio serdo chamadas de agregados/clusters.

A formacdo dos dominios é determinada pelas interacdes intermoleculares entre 0s
préprios lipidios e outros fatores como as condigdes ibnicas, temperatura, pH e outros

componentes que compdem a monocamada como peptideos e impurezas.

1.2.2.4 Visualizacdo de monocamadas por microscopia de fluorescéncia (MF)
Os experimentos de monocamadas foram visualizados por microscopia de
fluorescéncia. Esse tipo de microscopia Optica consiste em utilizar os fendmenos de

fluorescéncia ou fosforescéncia para a visualizacdo da amostra.
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A maioria dos microscopios de fluorescéncia sdo microscopios de epifluorescéncia, ou
seja, a radiacdo que excita a amostra passa pelo mesmo caminho que a radiagéo fluorescente
emitida pela amostra. Em um microscopio de epifluorescéncia (Figura 14) uma fonte emite
radiacdo em comprimentos de onda especificos que atravessa um filtro chamado de filtro de
excitacdo. Esse filtro permite a passagem de um comprimento de onda especifico, que pode ser
selecionado dependendo do experimento. Apos atingir um espelho dicroico e uma objetiva de
magnificacdo escolhida, a radiacdo incide na amostra fluorescente, refletindo de volta para a
objetiva. Ao passar por ela, segue para um espelho dicrdico e um filtro de emissdo que ambos
permitem apenas a passagem de radiacdo com comprimentos de onda especificos, para,

finalmente, a imagem passar pela ocular ou um detector.

Figura 14: Diagrama de um microscopio de epifluorescéncia.
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Fonte: Adaptado de www.wikipedia.com, Wikimedia Commons
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2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Os lipidios utilizados foram 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE)
e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (DOPG) adquiridos de Avanti Polar Lipids (Alabaster,
Al, USA). O lipidio com marcador fluorescente Texas-Red, 1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (TR-DHPE) foi adquirido de Molecular Probes (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MS, USA). A estrutura molecular dos lipidios e do marcador fluorescente é mostrada
na Figura 15. Os peptideos L1A (IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH2) e acL1A (L1A com
acetilacdo no N-terminal) foram adquiridos da Genscript (Piscataway, NJ, USA) com grau de
pureza RP-HPLC > 98.5%. Cloroférmio e metanol com grau de pureza HPLC, fluoreto de sédio
e &cido cloridrico foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Hesse, Germany). Cloreto de sodio,
hidréxido de sddio e acrilamida da Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, MO, USA). Todos 0s
reagentes possuiam grau analitico. Agua ultrapura (resistividade ~18 MQcm) filtrada num

sistema Milli-Q da Millipore/Merck (Burlington, MA, USA) foi utilizada no preparo de
solucdes e em todos 0s experimentos.

Figura 15: Estrutura molecular dos lipidios POPE (A) e DOPG (B) e do marcador fluorescente Texas-
Red PE (C).

Texas red- PE
Fonte: (A) e (B): Adaptado de www.avantilipids.com. (C): Adaptado de (LAKOWICZ, 2013)
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2.2 Métodos

2.2.1 Experimentos com vesiculas unilamelares grandes (LUVSs)

2.2.1.1 Solugdes de peptideos

Os peptideos foram dissolvidos em metanol para experimentos de compressdo de
monocamadas (DENNISON et al., 2009) e em agua para todos 0s outros experimentos para
uma concentracdo final de ~500 uM. Os peptideos utilizados possuem um residuo de triptofano
em sua sequéncia de aminodcidos. Por ser uma molécula fluorescente, é possivel utilizar dessa
caracteristica para a obtencdo de diversos parametros, entre eles, a concentracdo da solucéo de
peptideos. Utilizando um espectrofotdmetro, é possivel obter a absorbancia da amostra, e assim,
com o uso da lei de Beer-Lambert (Eg. 5) obtém-se a concentracao da solucao de peptideos:

A =lc's (Eq. 5)

onde A’ é a absorbancia em 279 nm, | é o caminho 6ptico em cm, ¢’ € a concentracao da amostra
em M, e ¢ =5570 L mol* cm™ (HINZ; GALLA, 2005) € o coeficiente de absortividade molar.
Os espectros de UV da solugdo de peptideo foram obtidos utilizando um espectrofotdmetro
Varian Cary 3 BIO (Palo Alto, CA, USA).

2.2.1.2 Preparagéo de LUVs

Para obtencdo de LUVSs, que possuem entre 50 a 500 nm de didmetro, as solucdes de
lipidios em cloroférmio/metanol 2/1 (v/v) na proporcdo e concentracdo desejadas foram
dissolvidas em um tubo de vidro com fundo arredondado. O solvente organico foi evaporado
sob fluxo constante de N2 de modo que os lipidios formaram um “filme” fino no fundo do tubo.
O solvente remanescente foi, entdo, retirado sob vacuo por trés horas. O préximo passo
consistiu em hidratar o filme lipidico (a ~10 °C acima da temperatura de transicao de fase gel-
liquido cristalina da solucéo de lipidios) com solucédo salina contendo 150 mM de NaCl para
experimentos de supressdo de fluorescéncia do triptofano por acrilamida, 150 mM NaF para
experimentos de CD e 15 mM NaCl para experimentos de potencial zeta e DLS (a concentragédo

de 15 mM NaCl foi utilizada para evitar danificacdo dos eletrodos das cubetas de potencial
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zeta). Depois, a solucdo foi agitada em um agitador vortex por trés minutos dando origem as
vesiculas multilamelares (MLVs).

Essa solu¢do foi submetida ao processo de extrusdo utilizando um extrusor “Mini-
Extruder” da Avanti Polar Lipids (Alabaster, Al, USA) (Figura 16) através de membrana dupla
de policarbonato (Whatman Nuclepore Track-Etch Membrane, GE Healthcare Life Sciences,
Chicago, IL, US). Foram feitas 8 e 11 extrusdes por membranas de 0,4 e 0,1 um,
respectivamente. O tamanho médio das vesiculas foi determinado por espalhamento dindmico
de luz (DLS) usando ZetaSizer Nano NS90 (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire,

UK) para cada preparacéo de LUVs. Apenas vesiculas “frescas” foram utilizadas.

Figura 16: Acima: Extrusor Avanti acoplado a duas seringas. Abaixo: Componentes do extrusor.

[OlAvanti Polar Lipids, Inc.

O-ring
Channel ¢ g:;'g:
/ O- rlng / \ O-ring 9
Extruder Internal Internal
Outer Membrane Polycarbonate Membrane Retainer
Casing Support Membrane Support Nut

Fonte: www.avantilipids.com

2.2.1.3 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Os espectros de CD foram obtidos para os peptideos na concentragdo de 10 uM em
solucdo salina (150 mM NaF, pH 7.4) titulada com concentracdo de LUVSs crescentes até 1,3
mM. Os espectros foram coletados por um espectropolarimetro Jasco J-815 (JASCO
International Co. Ltd, Tokyo, Japan) acoplado a um sistema Peltier para controle da
temperatura. Esses experimentos foram feitos a 20 °C, utilizando de 10 a 15 acumulagGes para
cada condicdo, a uma velocidade de varredura de 50 nm/min, de 260 a 190 nm com resolucéo
de 0,1 nm, utilizando uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 2 mm.

A elipticidade observada em cada medida 6’ (mgrau), apés a correcéo de linha de base
e de diluicéo, foi convertida em elipticidade molar por residuo @ (grau.cm?/dmol) seguindo a

seguinte relagéo:
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6] = lcN

(Eq. 6)
onde | é o caminho Gptico em cm, ¢ é a concentracdo peptidicaem mM, e Ny=18 é 0 nimero de
residuos de aminoécidos do peptideo.

A elipticidade molar média observada em 222 nm (Oobs), que corresponde a banda
caracteristica de alfa-hélice, foi convertida em fracdo de alfa hélice fy utilizando (LUO;
BALDWIN, 1997):

_ Oops — O¢
I
(Ea. 7)
onde On é a elipticidade molar de um peptideo totalmente em hélice,
0y = (—44000 + 250T)(1 — x/N,.) (Eq. 8)

Oc =1500 graucm?/dmol é a elipticidade molar de random coil, x = 3 é 0 nimero de grupos CO
ndo ligados por ligacdo de hidrogénio em um peptideo carboxilado e T = 20 °C.

Também foi calculada a constante de particdo molar K, utilizando a equacéo abaixo,
que serviu para ajustar os graficos da elipticidade molar normalizada pela elipticidade molar na
auséncia de vesiculas (@obs/@o) em 222 nm em fungdo da concentracdo de lipidios (L) da
monocamada externa, ou seja, metade da concentracao de lipidios (L/2) (SANTOS; PRIETO;
CASTANHO, 2003):

®obs =1+ (Gmax _ 1) KPVILI
@0 1 + Kp)/ L

(Eq. 9)
onde Omax € a elipticidade molar maxima em 222 nm e y’ = 0,75 dm®mol (MARSH,
2013;STAUFFER et al., 2008) é o volume lipidico molar.

2.2.1.4 Espalhamento dinamico de luz (DLS) e mobilidade eletroforética

As medidas de potencial zeta () e tamanho médio/didmetro hidrodindmico (Dw) de
LUVs por mobilidade eletroforética e espalhamento dindmico de luz (DLS, Dynamic Light
Scattering), respectivamente, foram realizadas utilizando o equipamento ZetaSizer Nano NS90
(Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire, UK). Os experimentos de potencial zeta foram
feitos utilizando uma célula capilar descartavel (DTS1060C) com eletrodos de ouro, enquanto
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que as medidas de tamanho foram feitas utilizando cubetas de poliestireno de seccdo reta
quadrada de lado 12 mm (DTS0012). Todos os experimentos foram feitos a 20 °C.
Esses experimentos foram feitos a 15 mM NaCl pH 7,4. Para todas as medidas foi

utilizada a concentragao de 40 uM de vesiculas, na auséncia e na presenca de 2 uM de peptideos.

2.2.1.5 Supressao da intensidade de fluorescéncia do triptofano por acrilamida

Os espectros de supressao de fluorescéncia foram coletados por um espectrofluorimetro
PC1-ISS (ISS, Champaign, IL, USA) a 20 °C utilizando uma cubeta de quartzo com caminho
optico de 10 mm. Os espectros de emisséo foram coletados de 315 a 450 nm com comprimento
de onda de excitacdo fixado em 295 nm, ja que ambos os peptideos possuem um triptofano em
sua sequéncia. As fendas de excitacdo e emissdo utilizadas possuiam largura de 2 mm, e filtros
foram utilizados dependendo da intensidade da fluorescéncia. Também foram utilizados
polarizadores cruzados com 90° e 0° na excitacdo e emissao, respectivamente, a fim de diminuir
0 espalhamento.

Foi utilizada acrilamida para titular a solucdo de peptideo em 150 mM NaCl e pH 7,4,
na auséncia e presenca de suspensao de 500 uM de LUVs de 3POPE/1DOPG. A concentracao
de acrilamida nessas solu¢des variou de 0 a 60 mM e a razao lipidio/peptideo foi de 100. Os
espectros obtidos a partir das solu¢des contendo peptideos e LUVs foram subtraidos dos
espectros obtidos apenas a partir de solugdes de LUVs como “branco”. As solugdes foram
constantemente agitadas utilizando um agitador magnético.

Primeiramente, os dados obtidos foram analisados de acordo com a equacdo de Stern-

Volmer para supressao colisional:

IO/] =1+ Kw[Q]

(Eqg. 10)
onde Ip e I sdo as intensidades de fluorescéncia medidas manualmente com o cursor no pico de
intensidade maxima, na auséncia e na presenca de acrilamida, respectivamente. Ksy € a
constante de Stern-Volmer para o processo de supressdo colisional e [Q] € a concentracdo de
acrilamida. Assim, um grafico de lo/l em funcdo de [Q] (gréafico de Stern-Volmer) deve fornecer
uma reta com uma inclinacao Ksy. Uma caracteristica de apenas um tipo de supressao ocorrendo
no sistema é um grafico linear. Quanto maior o valor da constante de Stern-Volmer, maior a

supressdo da fluorescéncia, indicando que o fluoroforo estad mais disponivel para ser suprimido.
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2.2.2 Experimentos com monocamadas

2.2.2.1 Isotermas de compressao

Isotermas de compressdo de monocamadas de lipidio e misturas lipidio/peptideo foram
obtidas utilizando uma cuba de Langmuir de Teflon com volume de subfase de 176 mL e &rea
de superficie de 243 cm? (Modelo KN 2002, KSV NIMA/Biolin Scientific, Helsinki, Finland)
contendo solugdo salina. A pressao de superficie () foi obtida utilizando uma placa de platina
pelo método de Wilhelmy. A pressdo e a area total da monocamada foram continuamente
registradas utilizando uma unidade de interface KSV minitrough controlada por um
computador. O sensor de pressdo foi calibrado usando a pressédo de superficie da agua ultrapura
(~72 mN/m) e do ar (0 mN/m) como ponto de referéncia. Todas essas isotermas foram
realizadas dentro de uma caixa de acrilico para garantir um ambiente livre de particulas
provenientes do ar passiveis de contaminar a interface e alterar as medidas. Os lipidios ou as
misturas lipidio/peptideo foram espalhados diretamente na superficie na quantidade desejada
utilizando microseringas Hamilton (Reno, NV, USA). Além disso, as compressdes foram
iniciadas dez minutos depois de espalhar os lipidios ou a mistura a fim de garantir completa
evaporacéo do solvente organico. A taxa de compresséo utilizada para todos esses experimentos
foi de 7 mm/min. As areas moleculares médias foram altamente reprodutiveis com desvios

padrdo menores do que 3% obtidos para no minimo 3 medidas para cada condicé&o.

2.2.2.1.1 Concentracao de lipidios
Os fosfolipidios utilizados foram dissolvidos em cloroférmio/metanol na proporcao 2/1
(v/v) para uma concentracdo de 1 mM. A concentragédo dessas solucGes foi determinada pelas

suas isotermas de compressédo em comparacdo com os dados obtidos da literatura.

2.2.2.1.2 Analise das isotermas

Investigando a miscibilidade dos componentes da monocamada pode-se inferir sobre as
interacdes entre eles. Os componentes podem ser misciveis, parcialmente misciveis ou
imisciveis (DYNAROWICZ-LATKA; KITA, 1999). Uma monocamada mista apresenta um

comportamento ndo-ideal causado por interagdes moleculares significativas quando suas
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propriedades ou funcGes simples ndo dependem linearmente da composi¢do da monocamada,
indicando um desvio da idealidade (COSTIN; BARNES, 1975). A interpretacdo da existéncia
das interacdes entre os componentes na interface é baseada em relacéo simples de aditividade,

comparando a area ideal e a area real da mistura. O calculo da area ideal é feito abaixo:

Aidgeal = z AiX;

(Eq. 11)

onde X é a fragdo molar do componente i (lipidio 1 e/ou lipidio 2 ou peptideo) na mistura
investigada. Ai é a area molecular média do componente i em uma determinada presséo de
superficie para seu filme puro.

Para todas as compressdes realizadas neste trabalho, a area por molécula média descrita
nas isotermas leva em conta apenas o numero de moléculas de lipidios espalhadas,
desconsiderando, para as misturas lipidios/peptideos, o nimero de moléculas de peptideos.
Assim, para estes casos, a area real (considerando que todas as moléculas de peptideo estdo na

interface), foi recalculada:

ny
real iL (nl + np)

(Eq. 12)
onde AiL é a area molecular média considerando o numero de moléculas de lipidios, ni é o
namero de moléculas de lipidios espalhadas e np € 0 nimero de moléculas de peptideos
espalhados.

Uma dependéncia linear da area média por molécula em uma dada pressao com a fracao
molar de um componente da monocamada indica miscibilidade ideal de moléculas ndo
interagentes ou completa imiscibilidade dos componentes (GAINES, 1966;RUIZ; VILCHEZ,
1991). Em geral, desvios positivos da idealidade, no entanto, indicam que as moléculas
interagem menos intensamente quando comparado as interagdes que ocorrem em filmes de cada
componente puro. Desvios negativos indicam interacfes fortes, que sdo consideradas maiores
que as observadas em filmes de cada componente (PHILLIPS; GRAHAM; HAUSER, 1975).

Também é possivel avaliar essas interacdes utilizando o calculo da area em excesso
(Aex), calculado das isotermas comparando a rea molecular média da mistura, A1z, com a area
ideal de uma mistura (ALI et al., 1994):
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Aoy = A1z — (A1X1 + 42X3)
(Eq. 13)
Onde X1 e X2 séo as fragdes molares do componente 1 (lipidio ou mistura de lipidios) e do
componente 2 (peptideo), respectivamente, e A1 e Az sdo as areas moleculares médias
correspondentes para uma dada pressdo de superficie. Para esses calculos, a &rea molecular
média foi recalculada considerando o numero total de moléculas na interface (peptideos e
lipidios).
Para algumas condi¢Ges o comportamento elastico do filme também foi investigado
através do modulo de compressibilidade, C;* (ALI, S; BROCKMAN; BROWN, 1991).

=[5
S dA) ¢

onde A é a area por molécula, e a derivada corresponde a inclinagdo da curva em uma pressao

(Eq. 14)

de superficie particular 7. O médulo de compressibilidade, inverso da compressibilidade Cs, é
calculado a partir das isotermas de pressdo de superficie em fungdo da area (m - A). E possivel
determinar, utilizando essa varidvel, regibes de transicdo de fase e diferentes fases nas
isotermas. Analisando a Figura 11, um desenho esquematico, é possivel observar para Cs e Cs’
! descontinuidades nas regides de transicdo de fase, em que Cs tende a infinito e Cs? tende a
zero (BLUME, 2018). Porém, em casos reais, a regido LC-LE ndo possui inclina¢do zero, mas

um numero finito, e o inicio da transicéo de fase nao é tdo abrupto como mostrado.

2.2.2.1.3 Visualizagdo de monocamadas por microscopia de fluorescéncia (MF)

Para os experimentos de compressao visualizados por MF, foi utilizada uma cuba de
Langmuir de Teflon com volume de subfase de 109 mL e area de superficie de 243 cm? (Modelo
KN 3003, KSV NIMA/Biolin Scientific, Helsinki, Finland). Esta cuba possui um orificio no
seu centro em que ha uma laminula, atuando como uma janela para ser montada acima da
objetiva de um microscopio. Utilizou-se um microscopio de fluorescéncia invertido Olympus
(Modelo 1X-71, Shinjuku, Tokyo, Japan) equipado com filtros fluorescentes e uma camera
CCD para a visualizagdo das monocamadas. Para estes experimentos, foi utilizada junto com a
solucdo a ser espalhada na interface uma pequena fragdo (0,1 mol%) de lipidio com sonda

fluorescente Texas-Red que particiona na fase lipidica fluida. Este marcador é excluido da fase
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condensada, fazendo com que os dominios liquido-condensados (LC) ou agregados/clusters
fiquem negros e visiveis na transicao de fase.
Toda a analise da area ocupada pelos dominios foi realizada utilizando o software de

processamento de imagens Fiji/ImageJ (NIH free ImageJ).

2.2.2.2 Adsorcao do peptideo em monocamadas lipidicas

Experimentos de adsor¢do de peptideos em monocamadas lipidicas foram realizados em
uma cuba caseira circular de Teflon (

Figura 13) com volume de subfase de 4,5 mL e area de superficie de 7 cm?. Essa cuba
foi montada sobre um agitador magnético a fim de acelerar a difuséo do soluto adicionado. A
pressdo de superficie foi registrada com uma microbalancga DeltaPi (Kibron, Helsinki, Finland)
equipada com uma haste de uma liga metalica inerte que serve como placa de Wilhelmy
(DyneProbe).

Lipidios foram espalhados na interface 150 mM NaCl-ar até atingir um valor de presséo
de superficie desejado (wi). Apds aproximadamente dez minutos de espera para o solvente
organico evaporar, foi injetada na subfase uma aliquota de peptideo utilizando uma seringa
Hamilton, de modo que a concentracdo de peptideo na subfase fosse 1,25 puM. Essa
concentracdo corresponde @ minima concentragcdo em que o peptideo tem méxima atividade de
superficie (ALVARES;WILKE;RUGGIERO NETO, 2018). A variacdo da pressdo de
superficie induzida pelos peptideos foi monitorada pelo tempo até atingir o equilibrio ().

Para cada pressdo de superficie inicial zi, ocorre uma variagdo da pressao de superficie
induzida pelos peptideos Az = 7t - mi (Figura 17), de forma que, aumentando gradativamente a
pressao inicial, eventualmente ndo ha mais variacao da pressdo induzida pelos peptideos (Az =
0). Fazendo o grafico Az por zi € possivel obter a pressdo maxima de insercdo (PMI) que
corresponde a pressao de superficie limite acima da qual ndo ha mais insercéo de peptideo na

monocamada lipidica. Todos os experimentos foram realizados a aproximadamente 20 °C.
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Figura 17: Figura ilustrativa demonstrando o aumento na pressdo de superficie apds a injecdo de peptideos na
subfase.
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Fonte: Adaptado de www.kibron.com

Tambeém foi utilizada uma cuba caseira de area constante de volume de 1 mL com janela
Optica montada no microscopio (Figura 18) a fim de observar a possivel formacao de dominios
induzida pela incorporacéo de peptideos no filme lipidico. Nestes experimentos, entretanto, ndo
foi utilizado agitador magnético de forma que a adsorc¢éo foi feita em condi¢des de equilibrio:
a solucdo de peptideos se difundiu espontaneamente. Isso também é feito de forma que a
monocamada visualizada permaneca estavel e possibilite sua visualizagdo sem ruidos. A
visualizacdo das monocamadas comecou depois da pressdo de superficie inicial atingir o
equilibrio. Apos esperar o solvente da solucédo de lipidios evaporar, deu-se inicio a medi¢do da
pressao de superficie e, apos aproximadamente dois minutos, foi inserida a solugdo de peptideos
na subfase e entdo foi feita a visualizacdo até que a pressao de superficie atingida permanecesse

constante.

Figura 18: Cuba caseira de area constante com janela optica.

Fonte: elaborado pelo autor
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3. Resultados e Discussao

3.1 Analise da mudanca conformacional dos peptideos L1A e seu analogo acetilado
guando adsorvido na superficie de LUVs contendo 3PE/1PG e medidas de afinidade por

experimentos de espectroscopia de dicroismo circular.

Peptideos antimicrobianos em solugdo, em geral, ndo tém estruturas secundarias em
condicdes fisioldgicas. Porém, ao particionarem em bicamadas, interagem com os lipidios
podendo assumir estrutura secundaria que geralmente é alfa-hélice. Essa estruturacdo pode ter
papel importante no modo como o peptideo ira atuar nessas membranas como ja evidenciado
para outro peptideo antimicrobiano (LUONG et al., 2017). Dessa forma, a estrutura secundaria
foi investigada por espectroscopia de dicroismo circular na auséncia e na presenca de

concentracgdes crescentes de LUVs de 3POPE/1DOPG como mostrado na Figura 19.

Figura 19: Espectros representativos de dicroismo circular de 10 uM de L1A (A) e acL1A (B) em solucdo salina
e na presenca de concentragéo crescente de LUVs de 3POPE/1IDOPG em 150 mM NaF pH 7,4 e T= 20 °C.
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Fonte: elaborado pelo autor

Os espectros apresentados na Figura 19 mostraram que, quando em solucdo, 0s
peptideos possuem um espectro caracteristico de estrutura aleatoria/desestruturada (random
coil), com uma banda negativa em torno de 195 nm. Conforme ocorre a titulagdo de suspensao
de LUVs, mudancas nos espectros ocorrem decorrentes da mudanga conformacional dos

peptideos em solucdo, cujos espectros assumem um perfil caracteristico de estrutura alfa-hélice
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(Figura 19), com duas bandas negativas em torno de 208 e 222 nm, e uma banda positiva em
torno de 193 nm (CORREA; RAMOS, 2009:FASMAN, Gerald D., 1996;GREENFIELD,
2009).

E importante notar, no entanto, que, para um espectro caracteristico de uma molécula
que assume inteiramente uma estrutura alfa hélice, as duas bandas negativas tém a mesma
magnitude, ou seja, ®222/@208~ 1. Esta razao pode servir como um parametro para investigar as
interacdes entre diferentes alfa-hélices, ou seja, quando esse valor € igual a um, pode-se concluir
que ha estruturas como “coiled-coil” (alfa-hélices enroladas como uma corda) (LAU;
TANEJA; HODGES, 1984). Para os dois peptideos isso ndo ocorre, pois a banda negativa em
208 nm é mais intensa que a banda negativa em 222 nm, e a razdo @222/@208 ~ 0,8, sugerindo
que até a maior razao lipidio/peptideo (L/P = 130), os peptideos estdo em forma monomérica
nas vesiculas (ALVARES; WILKE; RUGGIERO NETO, 2018;MATSUZAKI et al., 1994).

E possivel notar na Figura 19, que existe um comprimento de onda especifico em que
a absorbéancia total da amostra ndo sofre alteracdo conforme titulacdo de vesiculas. Esse ponto
é conhecido como ponto isodicroico (BRASLAVSKY, 2007), indicando que o experimento foi
feito em condicbes de equilibrio, e que existem apenas duas espécies em solucdo: livres e
ligadas (ALVARES; CABRERA; RUGGIERO NETO, 2016). Ou seja, a presenca deste ponto,
neste caso, mostra que ha apenas duas conformacdes possiveis para os peptideos assumirem,
random coil, em solucdo, ou alfa-hélice, ligados nas membranas. Calculando a porcentagem de
alfa-hélice utilizando a equacédo Eq. 7 é possivel observar o aumento de contetdo helicoidal dos
peptideos na presenca de concentracdes crescentes de LUVs e que o peptideo acetilado possui
contetdo helicoidal ligeiramente maior do que o L1A, como mostrado na Figura 20 (A).

As propriedades da alfa-hélice podem influenciar o quéo profunda é a insercdo desses
peptideos em membranas, que pode, entdo, levar a atividade antimicrobiana. Mecanismos de
acao como poros toroidais, barris, carpete entre outros, ocorrem de forma conjunta, ou seja,
varias dessas moléculas interagem entre si para agir na membrana (NGUYEN; HANEY;
VOGEL, 2011). Os resultados anteriores mostram que, para estes peptideos, 0 mecanismo de
acdo envolve a adsorcéo desses peptideos em forma de monémeros de alfa-hélice. O mecanismo
pode ocorrer cooperativamente, porém, esses resultados sozinhos ainda ndo sdo o suficiente
para responder como esses peptideos adsorvem nas bicamadas e se € o suficiente para causar
defeitos ou poros.

Considerando a variacdo da elipticidade em 222 nm com o aumento da concentracdo de

lipidio da monocamada externa das vesiculas (metade da concentracdo total) em relacdo a
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elipticidade em solucdo é possivel estimar, utilizando a Eq. 9 (pag. 45), a afinidade dos
peptideos pela membrana como mostrado na Figura 20 (B).

Figura 20: (A) Fragdo de estrutura alfa-hélice (fu) dos peptideos em fungéo da concentragdo de lipidios ([L])
para solugdes com 10 uM de L1A (quadrados) e acL1A (circulos) em contato com vesiculas compostas de
3POPE/1DOPG. (B) Isotermas de adsor¢do obtidas por CD titulando concentracdo crescente de LUVs [L] de
3POPE/1DOPG em 10 uM de L1A (quadrados) e acL1A (circulos) em 150 mM NaF pH 7,4. As linhas continuas
representam o ajuste utilizando a Eq. 9. Os erros foram obtidos a partir de trés medidas e representam os

maximos e minimos desviados a partir da média.
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Fonte: elaborado pelo autor

As afinidades dos peptideos pelas LUVs estimadas das constantes de particdo Ky obtidas
das isotermas mostradas acima s3o similares, considerando o erro experimental (8+1 e 9+2 103
M- para L1A e acL1A, respectivamente).

O fato de a afinidade possuir o mesmo valor para ambos os peptideos, considerando o
erro experimental, € de extrema relevancia. Os peptideos antimicrobianos sdo seletivos a
membranas anidnicas € ndao a membranas zwitteridnicas, e, por isso, sdo candidatos a
alternativas para antibidticos. A seletividade que é guiada eletrostaticamente ndo foi afetada
pela reducdo da carga do peptideo L1A devido a acetilacdo, e isso demonstra que, embora a
interacdo seja modulada eletrostaticamente inicialmente, essa caracteristica por si s6 ndo é um

impeditivo para a afinidade dos peptideos com carga menor.
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3.2 Andlise da interacéo dos peptideos L1A e acL1A com LUVs: medidas de potencial
zeta e de didmetro das LUVs obtidas por mobilidade eletroforética e espalhamento

dindmico de luz, respectivamente.

A fim de verificar se a presenca dos peptideos L1A e acL1A afeta o tamanho e a
densidade de cargas de LUVs compostas de 3POPE/1DOPG, foram realizados experimentos
de espalhamento dindmico de luz (DLS) e de potencial zeta, respectivamente. O grafico da
distribuicdo de tamanho das LUVs se encontra na Figura 21, e as medidas obtidas se encontram
na tabela 111 abaixo. Os resultados demonstraram que, para a razdo lipidio/peptideo utilizada e
considerando o erro experimental, os didmetros médios das vesiculas na presenca dos dois
peptideos foram iguais ao didmetro médio na auséncia de peptideo, indicando que ndo houve
agregacao das vesiculas.

Dessa forma, foi medido o potencial zeta das LUVs na auséncia e na presenca dos
peptideos L1A e acL1A (Figura 21). Foi observado que na presenca de peptideos, as vesiculas
tiveram seu potencial zeta menos negativo, ou seja, a carga dessas particulas foi parcialmente
neutralizada pela adsorcédo dos peptideos, com mais énfase no L1A, que é mais positivo (+3)

comparado com acL1A (+2).
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Figura 21: A esquerda: Grafico de barras representando a mudanca do potencial zeta das vesiculas de
3POPE/1DOPG (branco) induzido pelos peptideos L1A (preto) e acL1A (cinza). A direita: Gréficos
representativos da distribui¢do de tamanho de LUVs de 3POPE/1DOPG na auséncia (A) e na presenca de L1A
(B) e acL1A (C) obtida por DLS. As cores diferentes representam repeticdes dos experimentos. [L] =40 uM,

[P]= 2 uM. Estes experimentos foram realizados em 15 mM NacCl.

(A)
20
R
g, |
2 I
E s
: £ JARRN
10 100 1000
Dy (dnm)
-151 (Bst ﬂ\
— & m )
E -ig 15 fr ;
5 " i
2 5
S Jl RN
10 100 1000
45 4 H iPL(i)ZEllDOPG D (dnm)
I [ ]+acL1A (C)
25
C;a._“ 20 i
3 s Y
L R
2. PN
CIN VIR
10 100 1000
Dy (d.nm)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela I11: Mudancas do didmetro hidrodindmico (Dw) e variagdo relativa do potencial zeta (A{/Co) das vesiculas
devido a presenca dos peptideos na razdo L/P=20.

Medida 3POPE/1DOPG + L1A +acL1A
DH (nm) 127,0 £ 3,4 132,9 + 6,7 1244+1,9
AL/Co - 0,61 + 0,04 0,46 + 0,05

Fonte: elaborado pelo autor

A variacdo relativa do potencial zeta (A/Co, Tabela I11) induzida pelos peptideos € um
parametro relacionado a carga da superficie da vesicula e depende da quantidade de lipidios
carregados, da carga liquida dos peptideos e da quantidade de peptideos adsorvidos na

membrana externa (Xpeptideo), da orientagdo e da profundidade da inser¢do dos peptideos e das
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propriedades da nuvem idnica. Dos valores de A{/(o e assumindo que cada carga de peptideo
neutraliza a carga de um lipidio, foi estimado Xpeptideo (FREIRE et al., 2011) Xpeptigeo =

1881 Fpa(L/P)
[Sol Zp

Este valor encontrado foi praticamente o0 mesmo para ambos os peptideos, valendo 0.51

, onde a fragéo de PG, frc = 25%, € z, € a carga liquida do peptideo.

+0.05e0.58 £ 0.06 parao L1A e o acL1A, respectivamente. Esses valores indicam que a maior
neutralizacdo de carga das vesiculas induzida pelo L1A est4 relacionada com a carga liquida
mais positiva desse peptideo. Além disso, a carga positiva da regido N-terminal do L1A ausente
para 0 analogo acetilado interage com 0s grupos cabeca polar da bicamada lipidica, como
proposto em (ALVARES; WILKE; RUGGIERO NETO, 2018).

A mudanca na carga das vesiculas é uma evidéncia da adsor¢do desses peptideos na
bicamada, mas ndo é evidéncia se ha insercdo ou, ainda, se ha impacto no empacotamento

lipidico.

3.3 Supressao de emissao de fluorescéncia do triptofano por acrilamida monitorada por

espectroscopia de fluorescéncia.

Estes experimentos foram realizados com o intuito de investigar a extensdo de
penetracao dos peptideos em LUVs de 3POPE/1DOPG.

A Figura 22 mostra a variacdo da intensidade de fluorescéncia normalizada do triptofano
em funcéo do comprimento de onda de emissdo quando se titula acrilamida em solucdes apenas

de peptideos (A e B) e em solucgdes de peptideos com LUVs (C e D).
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Figura 22: Mudancas no espectro de emissdo de fluorescéncia do Triptofano dos peptideos puros (A) L1A e (B)
acL1A, e na presenca de LUVs de 3POPE/1DOPG, (C) L1A/LUVs e (D) acL1A/LUVs na presenca de
concentracdo crescente de acrilamida. [L] =500 uM e [P] = 5 uM.
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Fonte: elaborado pelo autor

Quando em solucdo, a intensidade de fluorescéncia do triptofano dos peptideos decai
conforme titulacdo de acrilamida (Figura 22 (A) e (B)), e é possivel observar que 0 maximo de
emissdo é em torno de 350 nm. Isso € uma caracteristica dos residuos de triptofano estarem
ligados por ligacGes de hidrogénio ou expostos a agua. Quando na presenca de LUVs (Figura
22 (C) e (D)), o pico de emissdo maximo é deslocado para comprimentos de onda menores
(blue-shift), em torno de 330 nm, sugerindo uma migragdo do fluor6foro para um ambiente
mais apolar (Tabela IV). Ou seja, intensidades maximas de emissao do triptofano “deslocadas
para o azul” indicam que os residuos de triptofano estdo majoritariamente inacessiveis a
supressdo pela acrilamida, enquanto que o “deslocamento para o vermelho” indica que os
residuos de triptofano estao tdo acessiveis quanto se estivessem apenas em agua (LAKOWICZ,
2013).
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E possivel notar também que na presenca de LUVs a intensidade de fluorescéncia do
triptofano decresce menos do que na auséncia de LUVs quando acrilamida é adicionada. De
maneira quantitativa, pode-se analisar o experimento através da variacao da intensidade do pico
de fluorescéncia na presenca do supressor em funcdo da concentracdo de acrilamida como

mostrado na Figura 23 (grafico de Stern-Volmer).

Figura 23: Graficos representativos de Stern-Volmer de L1A (simbolos quadrados) e acL1A (simbolos redondos)
da fluorescéncia do Triptofano suprimida pela acrilamida em solucdo salina (simbolos fechados) e na presenca
de LUVs de 3POPE/1DOPG (simbolos abertos). [L]= 500 uM e [P] =5 pM.
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Fonte: elaborado pelo autor

E possivel notar uma diferenca na inclinagdo da curva quando os peptideos estdo na
auséncia ou na presenca de LUVs. A inclinacdo da curva que € a constante de Stern-Volmer
(Eg. 10) indica que os peptideos tiveram sua fluorescéncia mais suprimida na auséncia de
LUVs, levando a uma reta mais inclinada. Na presenca de LUVSs, entretanto, a reta possui uma
inclinacdo menor.

Tabela IV: Pardmetros de supressdo e desvios da emissao de fluorescéncia do triptofano a ligacdo do peptideo
L
onde (a): Ksv € a constante de Stern-Volmer; (b): % é a razdo da constante de Stern-Volmer em vesiculas
N

(KV%,) e em solugdo salina (KV2,); (c): AL é o “blue-shift”.

@ Ksv (M) .
Peptideo (b)% ©AX (nm)
Solucéo salina LUVs v
L1A 141+£0,5 3,1+0,7 0,22 £ 0,04 19,3+£0,2
acL1A 16,0+0,9 26+0,6 0,16 £ 0,05 20,8 +0,2

Fonte: elaborado pelo autor
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A constante de Stern-Volmer fornece o quéo intensa € a supressdo. A razdo da constante
de Stern-Volmer em vesiculas e em solucdo salina da a informagéo similar, porém, agora
“normalizada”. Os dois peptideos migraram para uma regido menos acessivel ao supressor de
maneira similar.

Esses resultados indicam que a reducdo da carga no N-terminal ndo influenciou na
afinidade pelas vesiculas de 3POPE/1DOPG nem insercdo do peptideo como anteriormente
evidenciado sistemas modelo compostos por 8POPC/2POPG (ALVARES; WILKE;
RUGGIERO NETO, 2018).

3.4 Impacto dos peptideos L1A e acL1A em monocamadas lipidicas.

3.4.1 Efeitos dos peptideos na morfologia dos dominios de monocamadas lipidicas

Utilizando monocamadas foi investigado como esses peptideos podem alterar o
ordenamento lipidico por meio de experimentos de compressdo de filmes lipidicos e
experimentos de insercdo dos peptideos em monocamadas lipidicas a area constante. Por
compressoOes é possivel avaliar o efeito do peptideo incorporado na monocamada, enquanto que
experimentos de inser¢do fornecem informacdes a respeito do primeiro contato do peptideo
com a membrana. Esses experimentos, diferentes dos anteriores, possuem a vantagem de avaliar
interacdes especificas desses peptideos com monocamadas apenas de POPE e DOPG podendo
estimar qual a contribuicdo de cada interacdo quando os lipidios sdo misturados,
3POPE/1DOPG.

Em trabalhos anteriores foram realizadas compressdes de filmes dos peptideos L1A e
acL1A puros (ALVARES; WILKE; RUGGIERO NETO, 2018). Nessas compressdes (Figura
44, pag. 94) foi observado que L1A e acL1A atingem, respectivamente, uma pressao de
superficie de colapso de 21 e 26 mN/m para interfaces NaCl-ar ocupando uma area molecular
de 225 A? sugerindo que os peptideos formam alfa-hélice orientados perpendicularmente a
interface. Estes valores de pressdo de colapso indicam que ambos 0s peptideos possuem
atividade interfacial como também evidenciado para outros peptideos antimicrobianos como
Polybia-MP1 (ALVARES, et al., 2016), fragmentos 8-26 de Melitina (GEVOD; BIRDI, 1984)
e também Bombolitina (MAGET-DANA, 1999).

A seguir, foram feitas as compressées das monocamadas de POPE e DOPG puros e da
mistura 3POPE/1DOPG, e lipidios co-espalhados com L1A ou acL1A a diferentes
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concentragcOes de peptideos afim de estudar o impacto dessas moléculas nas monocamadas
lipidicas. A concentracdo variavel de peptideos é feita para investigar se quaisquer efeitos
provenientes da adicdo dos peptideos sdo apenas devido a presenca dessas moléculas ou se séo
dependentes da quantidade das mesmas.

A primeira composicéo lipidica investigada é POPE. Sua temperatura de transicdo de
fase gel-liquido-cristalina é em torno de 25 °C. Dessa forma, foram feitas compressdes nas
temperaturas abaixo (20 e 10°C) e acima (30°C) da temperatura de transicdo de fase,
respectivamente, para avaliar como a estabilidade e a formacédo dos dominios serdo afetadas.

A segunda composicdo lipidica investigada ¢ DOPG, cuja temperatura de transicdo de
fase é -18 °C. Por isso, qualquer temperatura utilizada nas compressdes estara acima da
temperatura de transicdo e, por isso, foram feitas compressdes a 20 °C para ser possivel
comparar com outras composicdes.

A mistura 3POPE/1DOPG, entretanto, possui temperatura de transicdo de fase gel-
liquido-cristalina em torno de 15 °C (ver EPAND et al., 2009 e dados posteriores). Compressdes
foram realizadas nas mesmas temperaturas que o POPE.

A quantidade de peptideos espalhada é calculada com base na quantidade de lipidios
espalhada, ou seja, 1 mol % de peptideos espalhados equivale a 1 % em mols da quantidade de
lipidios espalhada. E importante ressaltar que a area molecular nas isotermas corresponde a area
por lipidio, ndo levando em conta a quantidade de peptideos co-espalhada juntamente com 0s
lipidios.
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3.4.1.1 Monocamadas de POPE

3.4.1.1.1 POPE - Temperatura 20 °C

As isotermas de compressdo e mddulo de compressibilidade de POPE puro e co-
espalhado com os peptideos L1A ou acL1A se encontram na Figura 24,

Figura 24: Isotermas de compressdo, n-A, de monocamadas de POPE puro e POPE co-espalhado com
concentracdo crescente de (A) L1A ou (B) acL1A. (C) Isotermas de compressdo de POPE co-espalhado com 7,2
mol% de L1A (linha vermelha) ou acL1A (linha azul). (D) M6dulo de compressibilidade em fungéo da presséo
de superficie obtido a partir das isotermas de compressao mostradas em (C). Subfase: 150 mM NaCl, pH 7,4 a
20 °C. Todos os experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes.
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Fonte: elaborado pelo autor
O perfil da isoterma de POPE puro acima mostra um comportamento tipico da fase
liquido-expandida (LE) até a pressdo de ~36 mN/m e area molecular ~63 A?, onde ha uma
diminuicdo de inclinacdo até a pressio de ~43 mN/m e ~52 A2, sugerindo pequeno platd

indicativo de transicdo liquido-expandido - liquido-condensado (LE-LC). Observa-se também
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0 colapso da monocamada na pressdo de superficie em torno de 60 mN/m. Como estes
experimentos foram feitos a 20 °C, temperatura menor do que a temperatura de transi¢do para
este lipidio (Tm = 25 °C), é esperado o surgimento de um platd de coexisténcia LE-LC
(MOHWALD, 1990).

Ao co-espalhar POPE com os peptideos, ocorre a expansdo da monocamada para 0s
dois casos, sendo que a expanséao € dependente da concentracéo de peptideo (Figura 24, (A) e
(B)). Além disso, ao aumentar a quantidade de peptideo co-espalhada, nota-se um plat6 cujo
valor de pressdo de superficie diminui conforme aumenta a quantidade de peptideo, indicando
que a interacdo peptideo/peptideo é mais favoravel que peptideo/PE o que torna desfavoravel a
permanéncia dos peptideos na interface. Dessa forma, esse platd pode estar relacionado com a
pressdo de exclusdo do peptideo da interface.

Para a maior concentracao de peptideo co-espalhada, 7,2 mol%, e na presenca de L1A,
nota-se um platd em torno de 21 mN/m, enquanto que na presenca de acL1A esse plat6 estd em
torno de 26 mN/m (Figura 24, (C)). Esses valores de pressdo de superficie sdo préximos,
respectivamente, a pressdo de colapso dos filmes de L1A e acL1A puros: 21 e 26 mN/m
(ALVARES; WILKE; RUGGIERO NETO, 2018), indicando que os peptideos se encontram
presentes na interface junto com os lipidios durante a fase LE, porém sdo excluidos da
monocamada ao atingir sua presséo de colapso. A sobreposicdo das isotermas acima da presséo
de exclusédo dos peptideos indica que os peptideos foram excluidos da interface, de forma que
ha apenas a contribuicao dos lipidios para 0 aumento da pressao de superficie.

A transicdo de fase LE-LC e os platds formados apds a adicdo de peptideo podem ser
analisados calculando o médulo de compressibilidade em fungdo da pressdo de superficie a
partir das isotermas de compressao (Eq. 14, pag. 49). De acordo com Davies e Rideal (DAVIES;
RIDEAL, 1963) os valores de C5* na faixa de 12,5 a 50 mN/m correspondem a fase LE e de
100 a 250 mN/m a fase LC. Um aumento em C3! corresponde ao aumento da rigidez, ou seja,
diminuigdo da compressibilidade da monocamada (VOLLHARDT; FAINERMAN, 2006).
Analisando as curvas de mddulo de compressibilidade mostradas na Figura 24 (D), notam-se
trés minimos do modulo de compressibilidade na presenca dos peptideos: (i) na pressao de
exclusdo das moléculas de peptideo da interface, (ii) na regido de transicdo LE-LC e (iii) no
colapso do filme.

Imagens de microscopia de fluorescéncia de filmes de POPE (Figura 25) registradas
durante as compressdes revelaram o aparecimento de pequenos dominios condensados amorfos,

que crescem ligeiramente conforme a pressao de superficie aumenta, surgindo na pressao de
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superficie correspondente aquela do platd de coexisténcia de fase LE-LC visto na Figura 24

(linha preta).

Figura 25: Imagens de microscopia de fluorescéncia (MF) de monocamadas de POPE puro (primeira fileira) e
co-espalhado com 7,2 mol% L1A (segunda fileira) ou acL1A (terceira fileira) em 150 mM NaCl, pH 7,4 ¢
registradas durante a compressao a 20 °C nas press@es de superficie indicadas. A monocamada continha 0,1

mol% de marcador fluorescente Texas-Red. A barra de escala representa 50 pm.

7w =44 mN/m

=2 mN/m =25 mN/m 7 =40 mN/m

=19 mN/m 7 =40 mN/m 7 =46 mN/m

. 7 = 42 mN/m 7 = 44 mN/m

Fonte: elaborado pelo autor

=2 mN/m

=3 mN/m

+acL1A

Ao co-espalhar lipidios com peptideos, entretanto, e de forma mais evidente na presenca
de acL1A, observa-se formacéo de regides escuras (clusters) distribuidas homogeneamente na
fase LE que permanecem na interface até a exclusao do peptideo da monocamada (21 mN/m
para o L1A e 26 mN/m para o acL1A), e voltam a aparecer na pressao indicativa de transi¢ao
de fase LE-LC do filme de POPE puro (~35mN/m). Esses resultados indicam que POPE e L1A
ou acL.1A ndo sdo misciveis, e, de forma mais evidente para acL1A, peptideos se segregam do
PE formando agregados com darea similar a 4rea que, teoricamente, os peptideos deveriam
ocupar (Figura 26, para detalhes do calculo da area tedrica ocupada pelos peptideos ver

Apéndice A)
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Figura 26: Comparacdo entre a area teérica ocupada pelos peptideos (circulos abertos) com a area de clusters
induzidos pelo L1A (circulos pretos) ou acL1A (circulos cinzas) co-espalhados com POPE em funcédo da
concentracdo de peptideos. A area ocupada pelos peptideos foi calculada através das imagens de MF de POPE na
presenca de peptideos na pressao de 15 mN/ma 20 °C.
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Fonte: elaborado pelo autor

3.4.1.1.2 POPE - Temperatura 10 °C

As isotermas de compressdo e modulo de compressibilidade de POPE puro e co-

espalhado com 7,2 mol% de L1A ou acL1A se encontram na Figura 27.

Figura 27: (A) Isotermas de compressdo, t-A, de monocamadas de POPE (preto) e POPE co-espalhado com 7,2

mol% de L1A (vermelho) ou acL1A (azul) em 150 mM NaCl, pH 7,4 a 10 °C. (B) Médulo de
compressibilidade em fung&o da pressédo de superficie calculado a partir das isotermas mostradas em (A).
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Fonte: elaborado pelo autor

65



Observa-se a partir da isoterma de compressdo do POPE puro um comportamento tipico
da fase LE até o surgimento de uma pequena inflexdo em torno de 30 mN/m, o que pode ser
confirmado pelo grafico do modulo de compressibilidade. Essa pressdo € menor do que a
pressdo em que este mesmo comportamento é observado para a temperatura de 20 °C,
caracteristica esperada ao diminuir a temperatura: as pressdes em que ocorrem as transi¢des de
fase diminuem. Ao co-espalhar peptideos, é observado a partir das isotermas uma expansao do
filme para areas maiores e também inflexGes que correspondem a pressao de exclusdo dos
peptideos da interface. Nota-se de forma mais evidente a partir do grafico do médulo de
compressibilidade que essas pressdes sdo proximas das pressdes de colapso dos filmes
compostos apenas por peptideos, as quais valem 21 e 26 mN/m para o L1A e para o acL1A,
respectivamente. As imagens dos filmes de POPE e POPE co-espalhados com peptideos na
concentracdo de 7,2 mol% obtidas a partir da visualizacdo dos dominios por microscopia de

fluorescéncia se encontram na Figura 28.

Figura 28: Imagens de microscopia de fluorescéncia (MF) de monocamadas formadas por POPE puro (primeira
fileira) e co-espalhado com 7,2 mol% de L1A (segunda fileira) ou acL1A (terceira fileira) em 150 mM NaCl, pH
7,4 e registradas durante a compressdo a 10 °C nas pressdes de superficie indicadas. A monocamada continha 0,1

mol % de marcador fluorescente Texas-Red. A barra de escala representa 50 um.

=3 mN/m =20 mN/m =51 mN/m

POPE puro

=23 mN/m =31 mN/m =37 mN/m

=3 mN/m 7 =50 mN/m

=20 mN/m 7 = 30 mN/m =37 mN/m

Fonte: elaborado pelo autor
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A partir das imagens de microscopia de fluorescéncia, nota-se a coexisténcia de
agregados, fase gas e LE em pressdes mais baixas para as condi¢cbes com peptideos co-
espalhados em relacdo a condicdo em que apenas POPE foi espalhado. Com a compressédo do
filme, a regido LE aumenta e a fase G juntamente com os agregados desaparece na pressao de
exclusdo de peptideos. A coexisténcia entre G, LE e agregados parece corresponder ao ponto
triplo da monocamada. No entanto, um estudo mais detalhado é preciso ser realizado para
verificar essa afirmacéo.

De forma semelhante a condicdo em 20 °C, os resultados indicam que os peptideos ndo

se misturam com POPE formando uma regido rica de peptideo segregando PE.

3.4.1.1.3 POPE - Temperatura 30 °C

As isotermas de compressdao e modulo de compressibilidade de POPE puro e co-

espalhado com os peptideos L1A ou acL1A se encontram na Figura 29.

Figura 29: (A) Isotermas de compressdo, n-A, de monocamadas de POPE (preto) e POPE co-espalhado com 7,2
mol% de L1A (vermelho) ou acL1A (azul) em 150 mM NaCl, pH 7,4 a 30 °C. (B) Modulo de
compressibilidade em funcéo da presséo de superficie calculado a partir das isotermas mostradas em (A).
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Fonte: elaborado pelo autor

A isoterma de compressdo do POPE puro (Figura 29, (A), linha preta) mostra um
comportamento tipico da fase liquido-expandida até o colapso do filme, o que pode ser
observado também pelo grafico do médulo de compressibilidade (Figura 29, (B), linha preta),
onde ndo é observada nenhuma variagéo na inclinagéo da curva até o colapso. Ao co-espalhar

peptideos, é possivel notar, além da expanséo do filme, uma inflexdo nas isotermas, que possuli
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valor de presséao de superficie maior para o acL1A do que para o L1A. Isso é confirmado através
do gréfico do modulo de compressibilidade onde nota-se um minimo em pressdes proximas as
pressdes de colapso dos filmes de peptideos puros, 21 e 26 mN/m para o L1A e acL1A,
respectivamente.

As imagens dos filmes de POPE e POPE co-espalhados com peptideos na concentragdo
de 7,2 mol% obtidas a partir da visualizagdo dos dominios por microscopia de fluorescéncia se

encontram na Figura 30.
Figura 30: Imagens de microscopia de fluorescéncia (MF) de monocamadas formadas por POPE puro (primeira
coluna) e co-espalhado com 7,2 mol% de L1A (segunda coluna) ou acL1A (terceira coluna) em 150 mM NacCl,

pH 7,4 e registradas durante a compressao a 30 °C nas pressdes de superficie indicadas. A monocamada continha
0,1 mol% de marcador fluorescente Texas-Red. A barra de escala representa 50 um.

n =20 mN/m 7 = 30 mN/m 7 = 37 mN/m 7 =40 mN/m

POPE puro

=3 mN/m =20 mN/m 7 =30 mN/m =37 mN/m =42 mN/m

=20 mN/m =30 mN/m =37 mN/m

Fonte: elaborado pelo autor

Como esperado de um filme no estado expandido, ndo sdao observados dominios para a
monocamada de POPE puro. Apds adicao de peptideos, entretanto, nota-se algumas regides
escuras até pressdes proximas das pressoes de exclusdo dos peptideos. Além disso, ¢ possivel
notar na pressao proxima a pressdo de colapso do filme a formagdo de dominios amorfos, de

maneira mais evidente para o peptideo acetilado.
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3.4.1.2 Monocamadas de DOPG

As isotermas de compressdo e modulo de compressibilidade de DOPG puro e co-
espalhado com os peptideos L1A ou acL1A a 7,2 mol % se encontram na Figura 31.:

Figura 31: (A) Isotermas de compressao, n-A, de monocamadas de DOPG puro (preto) e DOPG co-espalhado
com 7,2 mol% de L1A (vermelho) ou acL1A (azul) em 150 mM NaCl, pH 7,4 a 20 °C. (B) Médulo de
compressibilidade em funcdo da pressdo de superficie obtido a partir das isotermas mostradas em (A).

60 150

= DOPG puro —— DOPG puro
(A) +7,2 mol% L1A (B) +7,2 mol% L1A
+7,2 mol% acL1A +7,2 mol% acL1A

~

fg 401 g

= prd

= £

= =
~ i

® 201 O

0 T T T T
40 80 120 160 200 60
Area por molécula de lipidio (A% 7 (MN/m)

Fonte: elaborado pelo autor

O perfil da isoterma de DOPG demonstra apenas a fase LE (Figura 31, (A)). Isto é
esperado, pois a temperatura de transicao de fase gel-liquido-cristalina para o DOPG é -18 °C,
bem abaixo da temperatura em que foi realizado o experimento, 20 °C.

Para a compressdo da monocamada composta apenas por DOPG, nota-se o colapso do
filme em press&o de superficie proxima de 45 mN/m e area molecular de aproximadamente 62
A2, Quando ambos os peptideos sdo co-espalhados com DOPG, ocorre uma expansdo da
monocamada e uma diminuicéo da pressdo de colapso do filme lipidico, em torno de 42 mN/m.
Essa pressdo € maior do que a pressao de colapso dos filmes de peptideos puros, sugerindo forte
interacdo entre os peptideos e DOPG. Isso é confirmado pelas curvas de modulo de
compressibilidade vs pressdo de superficie (Figura 31, (B)), onde é possivel observar apenas
um aumento do médulo de compressibilidade até o colapso do filme.

Nas imagens obtidas por MF nédo foram observados dominios nas monocamadas de DOPG
puro e na presenca de peptideos (Figura 32), o que esta de acordo com a formacao de um filme
no estado expandido e a preferéncia destes peptideos em particionar na fase LE, como ja
mostrado recentemente para estes peptideos co-espalhados com DPPG (ALVARES; WILKE;
RUGGIERO NETO, 2018).
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Figura 32: Imagens de microscopia de fluorescéncia (MF) de monocamadas formadas por DOPG puro (primeira
coluna) e co-espalhado com 7,2 mol% de L1A (segunda coluna) ou acL1A (terceira coluna) em 150 mM NaCl,
pH 7.4 e registradas durante a compressdo a 20 °C nas pressdes de superficie indicadas. A monocamada continha
0,1 mol% de marcador fluorescente Texas-Red. A barra de escala representa 50 pum.

=24 mN/m
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+acL1A

=41 mN/m

Fonte: elaborado pelo autor

3.4.1.3 Monocamadas de 3POPE/1DOPG

3.4.1.3.1 3POPE/1DOPG — Temperatura 20 °C

A isoterma apenas da mistura 3POPE/1DOPG (Figura 33 (A) e (B), linha preta) mostra
um perfil caracteristico de fase LE como evidenciado para POPE e DOPG em temperaturas
acima da transicdo gel — liquido-cristalina.

Nas isotermas deste sistema ternario 3POPE/1DOPG/peptideo (Figura 33 (A) e (B),
linhas coloridas), nota-se, de forma semelhante as isotermas de compressdo de POPE, uma
inflexdo que fica mais evidente e com pressao menor conforme o aumento da concentracéo de
peptideo. Para a maior concentragdo de L1A ou acL1A, 7,2 mol% (Figura 33, (C)), nota-se a
exclusdo dos peptideos em pressdo de superficie ~8 e 6 mMN/m acima da pressao de superficie
suportada pelo filme somente de L1A e acL1A, respectivamente. Observa-se também uma
ligeira reducdo da pressdo de colapso do filme. E possivel notar de forma mais clara essas
caracteristicas através das curvas de modulo de compressibilidade (Figura 33, (D)), onde é
observado um minimo em torno de 29 e 32 mN/m para L1A e acL1A, respectivamente, e ainda

apos 42 mN/m, que corresponde a pressao de colapso do filme, em pressées menores que do
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filme apenas da mistura. Esses resultados sugerem que as moléculas de peptideos permanecem

na interface, provavelmente interagindo com moléculas de DOPG.

Figura 33: Isotermas de compressdo, n-A, de monocamadas de 3POPE/1DOPG e 3POPE/1DOPG co-espalhado
com concentragdo crescente de L1A (A) ou acL1A (B) na interface 150 mM NaCl-ar, pH 7,4 a 20 °C (C)
Comparacao do efeito de 7,2 mol% de peptideo. (D) Médulo de compressibilidade em funcéo da pressao de
superficie obtido a partir das isotermas de compressdo mostradas em (C).
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Fonte: elaborado pelo autor

Nas imagens dos filmes obtidas por MF ndo s&o observados dominios nas monocamadas

dessa mistura mesmo quando co-espalhadas com 7,2 mol% de L1A ou acL1A (Figura 34).
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Figura 34: Imagens de microscopia de fluorescéncia (MF) de monocamadas mistas de 3POPE/1DOPG (primeira
fileira) e das misturas ternarias 3POPE/1DOPG/L1A (segunda fileira) e 3POPE/1DOPG/acL 1A (terceira fileira)
espalhadas em 150 mM NaCl, pH 7,4 e registradas durante a compressdo a 20 °C nas pressoes de superficie
indicadas, para as misturas de lipidio/peptideo, Xpeptizeo=0,072. A monocamada continha 0,1 mol% de marcador
fluorescente Texas-Red. A barra de escala representa 50 pm.
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Fonte: elaborado pelo autor

3.4.1.3.2 3POPE/1DOPG — Temperatura 10 °C

Ao espalhar somente os lipidios na interface solucdo salina-ar a 10 °C, ocorre 0
surgimento de uma pequena inflexdo em torno de 40 mN/m (Figura 35, (A) e (B) — linha preta)
em gue ocorre o surgimento de dominios LC (Figura 37, primeira fileira) antes nao vista a 20
°C. Na presenca de ambos os peptideos (Figura 35, (A) e (B) — linhas coloridas), também
aparecem uma segunda inflexdo nas isotermas, onde seus inicios demarcam a pressdo de
exclusdo dos peptideos do filme lipidico, e seus valores diminuem com o aumento da
concentracdo de peptideo. Como mostrado na Figura 35 (C), as pressdes de exclusdo das
moléculas de peptideo da interface sdo maiores do que seus filmes de peptideos puros indicando

gue as moléculas de peptideos permanecem na interface, provavelmente, interagindo com
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DOPG. Porém, quando na quantidade de 7,2 mol%, tanto o L1A quanto o acL1A possuem
pressao de exclusdo mais proxima a pressdo de colapso do filme de peptideo puro. Isso indica
que parte das moléculas de peptideos que nao interage com DOPG ¢ segregada em relacao ao
POPE sendo excluidas da interface. Essa observacédo esta de acordo com o ligeiro ou nenhum
desvio da &rea em excesso (Eq. 13, Figura 35 (D)).

Figura 35: Isotermas de compressdo, n-A, de monocamadas de 3POPE/LDOPG e co-espalhada com
concentracdes crescentes de L1A (A) ou acL1A (B) na interface 150 mM NaCl-ar, pH 7,4 a 10 °C. (C) Variacao
da pressao de colapso do peptideo em funcdo da fragéo de peptideo co-espalhado com a mistura lipidica. (D)

Area em excesso da area molecular média em funcéo da pressdo de superficie para P/L=0,072.
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Fonte: elaborado pelo autor

Analisando as curvas de C;! vs m mostradas na Figura 36 pode ser claramente

observado que o modulo de compressibilidade diminuiu na regido em que os peptideos foram

excluidos do filme.
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Figura 36: Mddulo de compressibilidade em funcéo da presséo de superficie para monocamadas de
3POPE/1DOPG na auséncia (preto) e na presenca de concentracdo crescente de L1A (A) ou acL1A (B), em 150
mM NaCl pH 7,4, 10 °C calculado a partir das isotermas mostradas na Figura 35 (A) e (B), respectivamente.
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Nas imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia (Figura 37), foi observado para

a mistura apenas de lipidios pequenos dominios amorfos a 45 mN/m ocupando,

aproximadamente, 20% da area (Figura 38). Na presenca de peptideos, observa-se a formacéo

de dominios a pressdo de superficie ligeiramente menor do que o observado para a mistura

lipidica, sugerindo a permanéncia das moléculas de peptideos de maneira mais favoravel na

fase fluida na interface juntamente com DOPG e induzindo a formac&o da regido densa que em

pressdes maiores que 44 mN/m possui area molecular ligeiramente maior do que na auséncia

de peptideos. Considerando que os peptideos interagem com DOPG, e ndo se misturam com

POPE, os resultados indicam que os peptideos induzem a formacéo de uma regido rica em PE

segregada de PG, diminuindo a transi¢do de fase da mistura aproximando seu valor para os de

monocamadas de POPE puro.
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Figura 37: Imagens de microscopia de fluorescéncia (MF) de monocamadas mistas de 3POPE/1DOPG (primeira
fileira), 3POPE/IDOPG/L1A (segunda fileira) e 3POPE/1DOPG/acL1A (terceira fileira) espalhadas em 150 mM
NaCl, pH 7,4 e registradas durante a compressdo a 10 °C nas pressoes de superficie indicadas. Para as misturas
de lipidio/peptideo, Xpepticeo=0,072. A monocamada continha 0,1 mol% de marcador fluorescente Texas-Red. A

barra de escala representa 50 pm.
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 38: Porcentagem da area dos dominios liquido-condensados (LC) em funcdo da pressdo de superficie (i)
calculada a partir das imagens obtidas por MF.
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Fonte: elaborado pelo autor
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3.4.1.3.3 3POPE/1DOPG — Temperatura 30 °C

Na temperatura de 30 °C, a isoterma de compressdo da mistura ¢ caracteristica da
formagdo de uma monocamada liquido-expandida (Figura 39 (A)). Na presenca de 7,2 mol%
de L1A e acL1A observa-se uma ligeira inflexdo em torno de 30 mN/m. Analisando as curvas
de €51 vs m (Figura 39 (B)) observa-se que o processo de exclusio do peptideo da monocamada
foi acompanhado pela diminui¢do do modulo de compressibilidade do filme. Analisando as
imagens de fluorescéncia (Figura 40), em nenhuma condi¢ao foi observado dominios.

Figura 39: (A) Isotermas de compressao, n-A, de monocamadas de 3POPE/1DOPG (preto) e 3POPE/1DOPG co-

espalhados com 7,2 mol% de L1A (vermelho) ou acL1A (azul) em 150 mM NaCl, pH 7,4 a 30 °C. (B) Modulo
de compressibilidade em funcéo da pressdo de superficie para monocamadas mostradas em (A).
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Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 40: Imagens de microscopia de fluorescéncia de monocamadas mistas de 3POPE/1DOPG (primeira
fileira), 3POPE/IDOPG/L1A (segunda fileira) e 3POPE/1DOPG/acL1A (terceira fileira) espalhadas em 150 mM
NaCl, pH 7,4 e registradas durante a compressdo a 30 °C nas pressoes de superficie indicadas. Para as misturas
de lipidio/peptideo, Xpepticeo=0,072. A monocamada continha 0,1 mol% de marcador fluorescente Texas-Red. A
barra de escala representa 50 um.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Os resultados nas temperaturas investigadas sugerem que, para a mistura
3POPE/IDOPG a 10 °C, os peptideos sao capazes de induzir a segrega¢ao e a formagao de uma
fase LC, provavelmente, rica de POPE. Porém, nos experimentos de compressdes de
monocamadas os peptideos sdo co-espalhados com os lipidios sendo “for¢ados” a estarem na
interface. Neste sentido, investigamos a habilidade dos peptideos em inserir em monocamadas
em experimentos a area constante acompanhando a cinética de inser¢do por microscopia de

fluorescéncia para averiguar se também ¢ possivel evidenciar o processo de segregagao.
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3.4.2 Insercdo dos peptideos L1A e acL1A em monocamadas a area constante
visualizadas por microscopia de fluorescéncia.

Foram realizados experimentos de insercdo dos peptideos L1A e acL1A em
monocamadas de POPE, DOPG e 3POPE/1DOPG a area constante e a diferentes pressoes de
superficie iniciais. Como mostrado na Figura 41, a variagdo da pressao de superficie An = 7z -
i observada ap6s a adsor¢do do peptideo na monocamada, diminui linearmente com o0 aumento
da pressao inicial mi. Atraves deste grafico é possivel determinar a pressao de superficie acima
da qual ndo ha mais insercdo do peptideo na monocamada, a pressdo maxima de insercdo (PMI),
isto ¢, o valor de mi em que Axr =0 (MAGET-DANA, LELIEVRE, 1999). Esses valores sdo
mostrados na Tabela V.

Para as monocamadas compostas apenas por POPE, os resultados mostram que o
analogo acetilado, cuja PMI vale ~38 mN/m, se inseriu mais nesta monocamada comparado
com o peptideo L1A, que induziu uma varia¢do menor de PMI ~35 mN/m.

A insercdo de acL1A e L1A em monocamadas de DOPG e 3POPE/1DOPG, induziram
valores de PMIs semelhantes.

Experimentos de area constante em que 0s peptideos L1A e acL1A adsorveram numa
interface 150 mM NaCl-ar foram realizados pelo grupo anteriormente (ALVARES; WILKE;
RUGGIERO NETO, 2018), demonstrando que esses peptideos podem formar espontaneamente
monocamadas de Gibbs. Os resultados demonstraram que esses dois peptideos induzem uma
pressao de superficie de 33 e 27 mN/m para o L1A e acL1A, respectivamente, indicando mais
impacto no empacotamento lipidico em monocamadas de POPE induzido pelo peptideo
acetilado. Por outro lado, 25% de lipidio aniénico adicionado na mistura com POPE é capaz de
induzir o mesmo efeito que o observado no sistema contendo apenas lipidio anidnico indicando
forte contribuicéo eletrostatica na interacdo peptideo/lipidio.

O intervalo do valor de pressao de compactacdo de uma bicamada é em torno de 30~35
mN/m (DEMEL et al., 1975;MARSH, 1996). Isso indica que nesse sistema 0s peptideos seriam

capazes de desestabilizar a membrana.
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Figura 41: Insercdo dos peptideos L1A (quadrados) e acL1A (circulos) em monocamadas lipidicas compostas
por POPE (A), DOPG (B) e 3POPE/1DOPG (C) em 150 mM NaCl, pH 7,4, 20 °C. Maxima variacdo da pressao
de superficie Ax em funcéo da presséo inicial m;. As linhas continuas representam o ajuste linear e os desvios
padrdo foram obtidos a partir de no minimo trés medidas.
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Fonte: elaborado pelo autor

Tabela V: Pressdo de m&xima insergcdo (PMI) obtida a partir dos experimentos de insercéo (Figura 41).

Lipidio POPE DOPG 3POPE/1DOPG

Peptideo PMI (mN/m) PMI (mN/m) PMI (mN/m)
L1A 35+1 42+1 42+1

acL1A 38+1 43+1 44+1

Fonte: elaborado pelo autor

A fim de investigar se os peptideos induzem segregacdo lipidica, a insercdo dos
peptideos a pressdo inicial de 30 mN/m (em que a compactacdo lipidica pode ser comparada a
da bicamada) foi monitorada por microscopia de fluorescéncia. Nesses casos, a inser¢do dos
peptideos na monocamada induziu uma variacdo na pressao de superficie (Amzo), de forma que
para o peptideo acetilado esta variacdo foi ligeiramente maior comparada com a variagdo
induzida para o L1A para as monocamadas compostas por POPE e 3POPE/1DOPG. Esses
valores estdo mostrados na Figura 42 (A). Para as monocamadas compostas por DOPG essa
variacdo induzida foi similar para ambos os peptideos, porém, maior do que a variagdo induzida
em monocamadas de apenas POPE, sugerindo maior insercdo em monocamadas anidnicas
como ja evidenciado pelos valores de PMI.

A variagdo da presséao de superficie induzida pela insercéo do peptideo além de depender
da quantidade de peptideo inserida no filme também depende da rigidez da monocamada
lipidica. Neste sentido, para comparar o efeito dos peptideos nas diferentes monocamadas foi
calculada a variagdo de area relativa (AA/Ao) suportada pelas monocamadas lipidicas quando

moléculas de peptideos inserem no filme. Resumidamente, ao ocorrer a inser¢cdo do peptideo
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na monocamada, 0 mesmo pode induzir grande varia¢do na pressdo de superficie ou ndo. Porém
deve ser analisado se, para dada variacao de pressdo de superficie no experimento de insercéo,
nesse mesmo intervalo de pressao de superficie no experimento de compresséo qual a variacao
de area induzida pelo peptideo. Essa variacdo AA &, entdo, dividida pelo valor da area em 30
mN/m, Ao. Assim, é possivel inferir sobre o empacotamento lipidico: se, por exemplo, 0
peptideo induzir grande variagdo de pressdo, mas pouca variacdo de area indica que 0 mesmo
ndo perturbou a monocamada de forma consideravel. Porém, se houver grande variagéo de area,
isso indica que o impacto do peptideo é consideravel. Esses calculos sdo feitos para comparar
monocamadas com diferentes rigidezes.

As variagOes de area relativa AA/Ao foram obtidas através das isotermas mostradas nas
figuras 24, 31 e 33 para POPE, DOPG e 3POPE/1DOPG, respectivamente, e sdo mostradas na
Figura 42 (B). Como o mddulo de compressibilidade das trés composi¢bes estudadas tem
aproximadamente 0s mesmos valores, € esperado que a variacdo de area esteja de acordo com
a variacao da pressdo de superficie, indicando que os peptideos induzem maior impacto em
monocamadas contendo lipidio aniénico e que o acetilado se insere mais em monocamadas
contendo PE.

Figura 42: Variacdo induzida na pressao de superficie inicial de 30 mN/m (A) obtida dos experimentos de
insercdo (Figura 41) e variacdo de area relativa AA/A, (B) para os peptideos L1A (preto) e acL1A (cinza) em
monocamadas de POPE, DOPG e 3POPE/1DOPG obtida a partir das isotermas representadas nas figuras 24, 31

e 33.
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Fonte: elaborado pelo autor
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A Figura 43 (A) mostra a cinética de variagdo da pressdo apos a adi¢do do peptideo na
subfase indicada pela seta. Na presenca de monocamadas de POPE e 3POPE/1DOPG a inser¢éo
do peptideo induz a formacdo de dominios como mostrados na Figura 43 (B). Atravées das
imagens e utilizando o software Fiji/lmagelJ, foi possivel quantificar a porcentagem da area
negra (LC) ao longo do tempo como mostrado, de forma ilustrativa, na Figura 43 (A). Fazendo
esta andlise para os trés sistemas (Figura 43 (C)), observamos que a insercdo de peptideos na
monocamada induziu a formacéo de dominios de forma semelhante, e que ndo houve formacéo
de dominios para monocamadas compostas por DOPG. E importante ressaltar que em todas as
condicBes as monocamadas foram monitoradas sem a adi¢do dos peptideos na subfase a fim de
averiguar se a formacdo de dominios foi induzida pelos peptideos ou se era um processo que

ocorreria quando o sistema atingisse o equilibrio (controle).

Figura 43: (A) Variacdo temporal da pressdo de superficie (linha azul) da monocamada de 3POPE/1DOPG
induzida pela inser¢do de acL1A na presséo inicial de 30 mN/m e da &rea escura (linha preta). A seta indica
injecdo de peptideo na subfase de 150 mM NaCl, pH 7,4. (B) Imagens representativas de microscopia de
fluorescéncia da monocamada de 3POPE/LDOPG sem insercéo de peptideo (controle, acima), e para a
monocamada ap6s (t=1000s) a injecdo de acL1A na subfase (abaixo). Escala igual a 50 um. (C) Porcentagem
média de &rea escura (+ desvios padrdo) observada em monocamadas formadas por POPE puro e mistura lipidica
3POPE/1DOPG na auséncia (controle) e na presenca de L1A ou acL1A a pressdo de superficie inicial de 30
mN/m. Todas as medidas foram repetidas no minimo trés vezes para cada condicéo.
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Os experimentos com monocamadas forneceram resultados interessantes para 0s
peptideos L1A e acL1A. O primeiro contato do peptideo com a membrana pode ser avaliado
utilizando experimentos de &rea constante, enquanto que o efeito da incorporagéo dos peptideos
na estrutura da membrana pode ser estudado por isotermas de compressao de monocamadas de
peptideos e lipidios co-espalhados.

No primeiro caso, os resultados demonstraram que os peptideos sdo capazes de induzir

um aumento na pressao de superficie de monocamadas compostas por POPE, DOPG e
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3POPE/1DOPG, onde o efeito foi mais evidente para as monocamadas anionicas e para 0
peptideo acetilado em monocamadas de POPE, indicando que o peptideo menos carregado foi
capaz de se inserir mais em monocamadas de POPE comparado com L1A demonstrando que a
interacdo peptideo-lipidio ndo € apenas governada eletrostaticamente, como experimentos com
vesiculas mostraram anteriormente. Além disso, esses peptideos foram capazes de induzir em
monocamadas da mistura PE/PG pressdo méxima de inser¢cdo maior do que em filmes de
lipidios puros de PE e semelhantes a de filmes de PG. Os valores de PMI foram maiores do que
a pressdo lateral de bicamadas lipidicas, sugerindo uma perturbacdo consideravel no
empacotamento lipidico. Além disso, visualizagcbes por MF demonstraram que o peptideo
acetilado foi capaz de induzir um aumento na porcentagem de &rea dos dominios em
monocamadas compostas por POPE e pela mistura 3POPE/1DOPG.

Estudos anteriores (ALVARES; VIEGAS; RUGGIERO NETO, 2018) também
demonstraram que os peptideos L1A e acL1A induziram um aumento maior nas pressdes de
superficie de monocamadas aniénicas (DPPG e 8POPC/2POPG) em relacdo as zwitteribnicas
(POPC e DPPC) e com o analogo acetilado tendo sido mais eficiente que o L1A, corroborando
e complementando os resultados acima.

Os experimentos de compressdo de lipidios co-espalhados com peptideos fornecem
outras informacdes, ja que as moléculas de peptideos sao forgadas a particionar da monocamada
ao espalhar a solucdo peptideo/lipidio. As isotermas de compressdo de filmes lipidicos
apresentam comportamentos diferentes dependendo do empacotamento lipidico, que pode ser
afetado pela incorporacdo dos peptideos na monocamada. Para as monocamadas de POPE, foi
observado que os peptideos foram excluidos da interface assim que a pressdo de superficie
atingiu a pressdo de colapso do filme de peptideos puros, indicando que a interacdo peptideo-
lipidio foi fraca nesse caso. No entanto, na presenca dos peptideos, mais pronunciadamente para
0 acL.1A, foi observada a formacao de regifes densas mesmo em baixas pressdes de superficie
indicativo de imiscibilidade entre PE/acL1A. Para monocamadas de DOPG, entretanto, ocorre
a expansao da monocamada e ndo é possivel determinar pela isoterma uma pressao de exclusdo
dos peptideos, ja que a monocamada colapsa concomitantemente, sugerindo forte interacdo
peptideo-lipidio para este caso, provavelmente predominada eletrostaticamente. Para as
monocamadas mistas compostas por 3POPE/1DOPG, foi possivel observar que os peptideos
permaneceram na interface até pressdes em torno de 7 mN/m acima da pressao de colapso dos
filmes de peptideos puros, indicando forte interacdo peptideo-lipidio. Ou seja, nos casos em que

h& a presenca de DOPG, os resultados demonstraram que esses peptideos encontram um
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ambiente mais favoravel no seu entorno, permanecendo na interface até pressdes de superficie
altas, indicando a estabilizacdo nessas interfaces para os dois peptideos, de maneira mais
evidente para o acetilado. Além disso, compressdes realizadas abaixo da temperatura de
transicdo da mistura 3POPE/1IDOPG demonstraram que, até a concentracdo mais alta de
peptideo 7,2 mol %, parte dessas moléculas permanecem na interface até o colapso do filme
ternério, indicando que esses peptideos conseguem se incorporar na monocamada. Resultados
indicando desvios da idealidade da &rea molecular e médulo de compressibilidade indicam que
0s esses peptideos sdo capazes de desordenar o empacotamento lipidico de modo mais
proeminente para 0 acL1A.

Todos esses resultados indicam que o peptideo acetilado e com carga menor foi capaz
de induzir a segregacao de PE e PG induzindo a formacao de dominios de modo mais eficaz do
que o L1A, e a interacdo mais proeminente para os lipidios anibnicos sugere como um

mecanismo adicional de ag&o a segregacao lipidica.
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4. Consideracoes finais

Neste trabalho foi investigada a adsor¢do do peptideo sintético L1A e de seu analogo
acetilado acL1A bem como a consequente perturbacdo do empacotamento lipidico em
membranas modelo de 3POPE/1DOPG utilizando diversas técnicas experimentais.

Em membranas biol6gicas, a difusdo dos componentes da membrana ndo ocorre
livremente, dando origem a dominios que séo regides ricas em componentes diferentes. Essas
regibes segregadas ocorrem naturalmente, tendo diferentes funcdes dependendo do tipo de
célula. No entanto, quando a segregacdo € induzida por peptideos, a membrana é desestabilizada
devido a defeitos na regido lipidica no entorno dos peptideos. Além disso, se regides segregadas
contendo lipidios que induzem curvatura negativa, como o PE, ocorrerem, entdo a membrana
pode ser ainda mais desestabilizada. Esses defeitos e desestabilizacdo induzidos por peptideos
podem facilitar a permeacdo da membrana. Dessa forma, a segregacdo induzida por peptideos
pode ser um mecanismo adicional a atividade antimicrobiana ao (i) afetar a formacdo de
dominios responsaveis pela funcdo da membrana, (ii) aumentar a carga negativa local e/ou (iii)
dificultar o rearranjo lipidico.

Os diversos resultados obtidos revelaram que: (i) o peptideo acetilado, que embora
possua menor carga em comparacao ao L1A, possui a mesma afinidade a LUVs compostas por
PE/PG, levando a conclusdo de que a reducdo de carga do N-terminal ndo é relevante para a
guantidade de peptideos adsorvidos na membrana nessa composicao; (ii) a reducao da carga no
N-terminal ndo é significativa para a insercdo na parte hidrofébica de bi e monocamadas
anionicas, no entanto, acL1A induziu maior valores de MIP em monocamadas de POPE
comparado com L1A; (iii) o acL1A é mais eficaz que o L1A em perturbar o empacotamento
lipidico de membranas de PE/PG, sequestrando lipidios anidnicos criando regides ricas em
fosfolipidios anidnicos e peptideos e criando regides segregadas ricas em lipidios zwitteridnicos.
As fronteiras destas regiGes podem ser instaveis contribuindo para aumentar a eficiéncia litica
dos peptideos. Esse efeito ndo foi observado para misturas de PC/PG (ALVARES; WILKE;
RUGGIERO NETO, 2018), evidenciando o papel da composicéo lipidica das membranas para
a atividade dos peptideos. Esses resultados podem ser correlacionados com a melhor eficiéncia
antibacteriana encontrada para o acL1A comparada com o L1A em experimentos com E. coli
(ZANIN et al., 2016). Mais correlagdes entre a segregacéo lipidica e a atividade litica desses

peptideos requerem mais investigacdes as quais estdo em progresso no nosso laboratorio.
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Todos os resultados obtidos até aqui sugerem que a atividade antimicrobiana desses
peptideos pode ter uma grande contribuicdo da segregacdo lipidica, especialmente para o

peptideo acetilado.
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Apéndice A — Resultados
complementares

Compressbes de monocamadas de peptideos puros

Para avaliar as propriedades interfaciais dos peptideos L1A e acL1A, compressdes de
monocamadas compostas apenas desses peptideos foram realizadas pelo grupo de pesquisa
anteriormente (ALVARES; WILKE; RUGGIERO NETO, 2018). As compressdes foram
realizadas em subfase composta por agua e por 150 mM NacCl, porém, para o presente trabalho,
a condicdo em sal é mais relevante (Figura 44). Nessa condicéo, as isotermas se deslocaram
para areas maiores e as pressdes de colapso aumentaram comparadas com a condi¢cao em agua.
Como citado previamente na discussao, as pressdes de colapso dessas monocamadas valem 21
e 26 mN/m para o L1A e acL1A, respectivamente, indicando que o peptideo acetilado € capaz
de formar monocamadas mais estaveis.

Um peptideo com estrutura de alfa-hélice orientado perpendicularmente a interface
ocuparia uma area de aproximadamente 180 AZ. Por outro lado, a 4rea teérica ocupada por uma
alfa-hélice orientada paralela a interface pode ser estimada como 22,5 A? (didmetro da hélice
considerando a cadeira lateral (15A2) x comprimento por residuo de aminoacido (1,5A2))
multiplicado pelo nimero de residuos (ALVARES, Dayane S. et al., 2016). Assim, para um
segmento de 18 residuos, esta area vale em torno de 400 A2. Ou seja, de acordo com as isotermas
onde as pressdes de colapso ocorrem em &reas em torno de 225 A2, isso sugere que ambos 0s

peptideos se orientam perpendicularmente a interface.

Figura 44: 1sotermas de compressdo dos peptideos puros L1A (linha continua) e acL1A (linha tracejada) em
subfase composta por NaCl 150 mM, pH 7,4 a 20 °C.
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Fonte: Adaptado de (ALVARES; WILKE; RUGGIERO NETO, 2018).
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Impacto dos peptideos L1A e acL1A no comportamento termotrépico de membranas
lipidicas compostas de 3POPE/1DOPG analisado por calorimetria diferencial de
varredura.

Os resultados obtidos pelo grupo com os peptideos L1A e acL1A (ALVARES; WILKE;
RUGGIERO NETO, 2018;ZANIN et al., 2013;ZANIN et al., 2016) motivaram o estudo do
sistema PE/PG mimético de bactérias Gram-negativas. Dessa forma, utilizando calorimetria
diferencial de varredura (DSC), foi avaliado o impacto dos peptideos L1A e acL1A no
comportamento termotropico de membranas lipidicas compostas de 3POPE/1DOPG.

Os fosfolipidios POPE e DOPG que compdem a mistura lipidica investigada possuem
temperatura de transicdo de fase gel-liquido-cristalina bem diferentes. Para o POPE, esse valor
¢ 25 °C enquanto que para o DOPG ¢ -18 °C. Desta forma, devido a proporc¢éo dos lipidios na
mistura, sua temperatura de transicao principal se situa em 15 °C (Epand et al, 2009).

Inicialmente foi analisada a miscibilidade da mistura, e em seguida como os peptideos L1A
e acL1A afetam o comportamento termotrdpico das vesiculas multilamelares compostas pela
mistura lipidica. Assim, primeiro foi feito o experimento com solucGes de MLVs da mistura
3POPE/1DOPG variando a temperatura de 6 a 30 °C, com incrementos de 0,5 °C por minuto.
Usando 0os mesmos parametros experimentais, usou-se solugdes de MLVs contendo L1A ou
acL1A na fracdo molar L/P=15. Os termogramas obtidos encontram-se na Figura 45 abaixo.

Figura 45: Termogramas de aquecimento de 3POPE/1DOPG na auséncia de peptideos e na presenca de L1A ou
acL1A narazdo L/P = 15 adquiridas na taxa de 0,5 °C/min.
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Fonte: Adaptado de (ALVARES, 2011).

O aparecimento de um pico largo centrado em 15,0 °C nos termogramas das MLVs mostra
que esta mistura ndo é totalmente miscivel, pois uma mistura miscivel apresentaria um pico
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bem definido e delgado. Além disso, observa-se um ombro entre 16 e 17 °C. A area embaixo
da curva nos fornece a entalpia, a qual sua variagédo fornece informacao a respeito da localizagéo
dos peptideos. Os valores das temperaturas de transicao principal da mistura e das entalpias

antes e apo6s a adigcdo dos peptideos se encontram na Tabela V1 abaixo:

Tabela VI: Parametros termodinamicos das MLVs de 3POPE/1DOPG na auséncia de peptideos e na presenca de
L1A ou acL1A. (%) Parametros para duas transicdes de fase simétricas indicadas por setas na Figura 45 de DSC.

MLVs puras + L1A + acL1A?
Tm (°C) 150+£10 208+10 126+£05/225+05

AH (kJ/mol) 112+11 153+13 16+08/52+172

Fonte: Adaptado de (ALVARES, 2011).

A presenca de L1A induziu um aumento na temperatura de transicdo principal de 15,0 para
20,8 °C, além de uma pequena flutuacdo em torno de 12 °C. Também é observado um aumento
na entalpia de 11,2 para 15,3 kJ/mol. Na mesma propor¢do do analogo acetilado, nota-se no
termograma a presenga de dois picos bem definidos em 12,6 e 22,5 °C e entalpias valendo 1,6
e 5,2 kJ/mol, respectivamente.

Estes resultados sugerem que, na mesma proporcdo, ambos os peptideos podem ter
estabilizado a fase gel, e/ou podem estar se ligando, preferencialmente, ao lipidio aniénico PG
e segregando-o do lipidio zwitteridnico PE. Essa segregacao seria mais evidente para o peptideo
acetilado, devido a melhor definicdo dos picos apés a adicdo do mesmo. Pode-se também inferir
sobre a localizacdo do peptideo a partir da variacao da entalpia. Um aumento da entalpia como
visto apds a adicdo de L1A indica que este peptideo se encontra numa regido mais polar,
enquanto que uma diminuicao da entalpia como visto ap6s a adi¢ao do peptideo acetilado indica
gue 0 mesmo se encontra numa regido mais apolar (LOHNER et al., 1997;MCELHANEY,
1982). Isso é devido ao ganho ou perda de entropia associados as ligages desses peptideos com
moléculas de agua. Além disso, o fato do peptideo acetilado se encontrar numa regido mais
apolar, como as cadeias lipidicas, sugere maior perturbacdo do empacotamento lipidico.
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Area tedrica ocupada por peptideos

A area ocupada por agregados ou dominios vistos por microscopia de fluorescéncia é
mensuravel pelo software de imagem Fiji/lmageJ. Para comparar com a area tedrica ocupada
por peptideos, é feito o célculo com base na isoterma de peptideos puros. Levando em
consideracdo a quantidade de moléculas de peptideos espalhada, a &rea por molécula é

convertida em area e, por conseguinte, em porcentagem de area da cuba.

Figura 46: Porcentagem de area ocupada por 1,9 nmol de peptideos (L1A a acL1A, linha preta e cinza,
respectivamente) durante a compressdo de filmes de peptideos puros publicados em (ALVARES; WILKE;
RUGGIERO NETO, 2018). Esse numero de moléculas de peptideos corresponde a 7,2 mol% de peptideos

quando co-espalhados com lipidios na interface
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