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RESUMO

Peptideos bioativos sdo de elevado interesse como substitutos de antibiéticos convencionais ja
que alguns destes apresentam atividade antimicrobiana. Eles sdo predominantemente catiénicos e
tem sido mostrado que sua atividade antimicrobiana € modulada por interacdes eletrostéticas,
hidrofobicas e por caracteristicas elasticas das membranas, seu alvo. Neste trabalho analisou-se a
importancia da carga elétrica liquida (Q) e hidrofobicidade na interagdo de quatro peptideos com
membranas modelo de carater anibnico e zwitteridnico utilizando medidas de potencial
eletrocinético, dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia. Estes peptideos
denominados mastoparanos apresentam carga liquida de +1 a +4, devido a presenca de residuos
acidos e basicos, foram extraidos do veneno de vespas, trés dos quais de espécie nativa da
bodiversidade nacional, mostraram intensa atividade antimicrobiana. Nos peptideos com Q = +1
e +2 predomina o carater hidrofobico enquanto nos demais o carater hidrofilico; o peptideo com
Q = +4 tem sua estrutura resolvida por NMR e devido a alta homologia entre essa seqiiéncia e
dos demais se supde que eles também sejam anfipaticos. A atividade litica é caracterizada por
uma razdo [P]/[L] critica entre as concentracdes totais de peptideo e lipideo, acima da qual
ocorre um processo cooperativo de liberacdo de corante do interior das vesiculas. A razdo critica,
a eficiéncia do vazamento e a cooperatividade mostraram ser dependentes na densidade
superficial de carga da vesicula e da carga liquida do peptideo. Observaram-se razdes [P]/[L]
criticas da ordem de sub-micromolar tanto em vesicula zwitteribnica quanto em vesicula
anidnica. As curvas dose-resposta tornaram-se menos cooperativas com 0 aumento da carga
liquida dos peptideos, mostrando que a razdo critica aumenta com a carga. Os espectros de
dicroismo circular (CD) dos peptideos, na presenca de vesicula, apresentaram duas bandas em
208 nm e 222 nm caracteristicas de estruturas helicoidais, enquanto apresentaram estruturas
desordenadas em tampdo. Em concentracdes de peptideo e lipideo proximas da razdo [P]/[L]
critica, os espectros de CD apresentam os maiores teores helicoidais, que permanecem constantes
com o aumento da concentracdo de lipideo. As constantes aparentes de ligacdo dos peptideos as
membranas modelo foram calculadas através de titulacbes fluorimétricas e de medidas do
potencial zeta das vesiculas. Os espectros de emissdo de fluorescéncia do triptofano para os
quatro peptideos, na presenca das vesiculas, mostraram significante deslocamento espectral para

0 azul quando comparados com 0s respectivos espectros em tampdo. As concentracdes de



peptideo para as quais ocorre a inversdo do potencial zeta das vesiculas foram proporcionais as
cargas dos peptideos. As constantes de ligacdo, em vesicula anidnica, determinadas atraves das
variacOes espectrais de fluorescéncia e das medidas de potencial zeta, foram razoavelmente
similares e inesperadamente maiores para o peptideo de menor carga, indicando um equilibrio
entre as contribuicdes energética eletrostatica e hidrofobica, que sdo reforcadas pelos valores de
energia livre calculados destes dados.



ABSTRACT

Bioactive peptides are of high interest as substitutes of conventional antibiotics since some of
them present antimicrobial action. They are predominantly cationic and it has been shown that
their antimicrobial activity is modulated by electrostatic interactions, hydrophobic contributions
and the elastic features of the membranes they target. In this work we analyzed the importance of
charge and hidrofobicity to the interaction of four peptides with anionic and zwitterionic model
membranes using electrokinetics potential, circular dicrohism and fluorescence spectrsocopy.
These peptides named mastoparans, have exhibit a net charge ranging from +1 to +4 due to the
presence of acidic and basic residues, and three of them, extracted from the venom of wasps
native of the brazilian biodiversity showed intense antibacterial activity. The peptides with Q=
+1 and +2, are hydrophobic and the other two are hydrophilic. Lytic activity of peptides,
accessed by the release of fluorescent dye entrapped in lipid vesicles, showed sigmoid dose-
response curves either in zwitterionic or in anionic vesicles with sub-micromolar threshold
ratios. The lytic activity was characterized by a threshold [P]/[L] value, above which cooperative
dye release takes place. The threshold ratio, the leakage efficiency and cooperativity were found
to be dependent on the vesicle surface charge density and on the peptide net charge. Roughly the
threshold ratios increase with the peptide net charge and as the net charge increases the dose
response curves become less cooperative. Circular dichroism spectra of the peptides in vesicles
exhibit two negative dichroic bands at 222 and 208 nm characteristic of helical structure, while
they were observed to be random coil in buffer. At peptide and lipid concentrations near the
threshold ratio the CD spectra have the greatest helical content that remains constant even with
further lipid addition. The apparent binding constants of the peptides to model membranes were
evaluated from both fluorimetric titrations and zeta potential measurements. Trp fluorescence
emission spectra of the four peptides, in the presence of vesicles, showed significant spectral
blue shift compared with the respective spectra in buffer. Zeta potential measurements of anionic
vesicles showed a monotonically increase of the potential with the peptide addition. Peptide
concentrations required to the potential reversion were proportional to the peptide net charge.
The binding constants in anionic vesicles determined from fluorescence spectral changes and

from zeta potential measurements were reasonably similar and unexpectedly higher for the less



charged peptides indicating interplay between electrostatic and hydrophobic energetic
contributions, which were reinforced by values of the free energies evaluated from these data.
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CAPITULO 1
1.1 Introducéao

Peptideos liticos, dentre eles os antimicrobianos, tém como um de seus alvos amplamente
reconhecidos a fase lipidica da membrana celular (Wimley, 2010). Essa atividade esta
relacionada a desestruturacdo da membrana levando a lise da célula por um mecanismo, que nao
é ainda completamente compreendido. Os dois aspectos mais importantes da atividade litica dos
peptideos sdo, a saber, a independéncia de receptores de membrana e, em alguns casos, a
seletividade. Estes aspectos resultam da diferenca entre a constitui¢do lipidica das membranas de
seres procariotos e eucariotos que foi conservada durante a evolugdo (Zasloff, 2002; Epand et.
al., 2006). A monocamada externa das membranas de seres eucariotos Sdo constituidas por
fosfolipideos de carater predominantemente zwitterionico, e as membranas de procariotos sao
constituidas por fosfolipideos de carater aniénico. A independéncia do modo de acdo em relacéo
a presenca de receptores na membrana dificulta ao microorganismo desenvolver mecanismos de
resisténcia, conferindo a estes peptideos um grande potencial para serem utilizados como
substitutos de antibioticos convencionais. Como consequéncia, a procura por peptideos que
tenham a atividade antimicrobiana potencializada e que ndo sejam toxicos a células de
mamiferos tem aumentado significativamente nos ultimos anos, em face ao crescimento do
namero de cepas resistentes aos antibidticos convencionais (Powers & Hancock, 2003; Yeaman
& Yount, 2003, Sato & Feix 2006).

O mecanismo de acdo de peptideos antimicrobianos inicia-se com a atracdo entre 0s
peptideos e as membranas devido a interacdo eletrostatica, que os leva ao contato com 0s
fosfolipideos da membrana. Neste contato, peptideos que em solugdo possuem estruturas
predominantemente desordenadas comeca a estruturar-se de maneira a assumir uma conformacao
secundaria de carater anfipatico, muitos dos quais helicoidais. A concentracdo de peptideo na
superficie da membrana aumenta a medida que outras moléculas de peptideo sdo atraidas, ligam-
se e enovelam-se, até alcancar uma concentracdo critica, na qual a quantidade de peptideos
adsorvidos € aquela e que provoca a sua imersdo na bicamada lipidica. Neste contato, os
aminodcidos hidrofobicos interagem com a regido das cadeias acilicas da bicamada e os residuos
polares e/ou carregados interagem com 0s grupos polares e/ou carregados da membrana
(Matsuzaki et al., 1997; Dathe et al., 2001).



Trés modelos foram propostos para descrever a permeabilizacdo da membrana pelos
peptideos e estdo esquematizados na figura 1 (Métyus E., et. al, 2007). Todos estes modelos tém
como etapa inicial a atracdo do peptideo pela bicamada e a sua associacdo seguida de
estruturacdo. O modelo denominado Poro barril considera que a face apolar do peptideo em
estrutura helicoidal anfipatica interage com a regido das cadeias acilicas da membrana, enquanto
a face polar do peptideo forma um poro aquoso. Com isto, os grupos polares dos fosfolipideos da
membrana permanecem localizados na interface bicamada/meio aquoso. No entanto, este modelo
tem como condicdo necessaria que 0s peptideos possuam comprimento adequado para atravessar
0 nlcleo hidrofébico da membrana (Yang et al., 2001).

No modelo denominado Poro toroidal ocorre a ligacdo dos peptideos na membrana, de
maneira que, as suas faces polares interagem com os grupos polares da bicamada lipidica. Esta
interacdo provoca uma curvatura na membrana que da origem a cavidade denominada de poro
toroidal (Tossi et al., 2000; Leontiadou et al., 2006).

O mecanismo conhecido como Carpete considera, que os peptideos acumulam-se por
adsorcdo a bicamada, orientados paralelamente a sua superficie. Nesta adsorcéo, observa-se uma
desorganizacdo na estrutura da membrana, que possibilita a interacdo entre os residuos polares
do peptideo e os grupos polares da membrana enquanto os residuos apolares dos peptideos
interagem com a regido apolar da membrana. No entanto, este modelo é observado apenas para
altas concentracGes de peptideo e ndo implica que o peptideo forme um canal transmembranico
estruturado (Oren & Shai, 1998).



Figura 1: Esquema representativo da interacdo peptideo-lipideo (Loockwood, et al., 2003).

Brochard-Wyart e colaboradores (2000) estudaram a formagdo de poros espontaneos
induzidos por estresse em vesiculas gigantes, procurando entender as contribui¢cdes da tenséo
superficial e da tensdo de linha. Resumidamente, um poro é o resultado de um excesso de tenséo
superficial na membrana, que pode ser criada tanto por forte iluminagcdo, como por eletroporacéo
ou adicdo de surfactantes. Poros transientes sdo abertos devido a um excesso de tensdo
superficial em relacdo a tensdo de linha e se fecham quando esta supera a primeira como pode
ser visto na figura 2. Esses conceitos desenvolvidos para o caso da formacdo de poro sob estresse
luminoso foram estendidos para a analise do mecanismo da formacédo de poros pelos peptideos
antimicrobianos por Huang e colaboradores (2004); a tensdo superficial é criada pela area
adicional ocupada pelos peptideos ligados na regido das cabecas polares da monocamada
externa; um efeito de afinamento da membrana observado foi atribuido a sobreposicdo das areas
deformadas, causada pela ligacdo de varias moléculas de peptideos, um efeito de multiplas
moléculas (Lee et al., 2005); a insercdo de peptideos (perpendicularmente a superficie da
membrana), a abertura do poro e o vazamento do contelddo da vesicula reduzem a tensdo

superficial. A tensdo de linha pode assim superar a tensao superficial reduzida e fechar o poro. A



concentracdo critica para a formagdo do poro estd correlacionada a curvatura espontanea dos
lipideos (Lee et al., 2005) e ao seu mddulo de expansdo de area (ou de compressibilidade)
(Allende et al., 2005).

T/r r

Figura 2: Esquema representativo da visdo transversa de um poro (visto de forma expandida)
com raio r em uma bicamada de espessura e. A abertura do poro é dirigida pela tensdo
superficial, o, e é oposta ao termo de tensdo de linha, t/r, (Karatekin et al., 2003).

Com o fechamento do poro alguns peptideos séo transferidos para a monocamada interna
da membrana, por um mecanismo denominado translocagdo (Matsuzaki et al., 1999 a e b). Dessa
forma, as camadas internas e externas tornam-se continuas e as moléculas de lipideo podem
mover-se entre ambos lados em um rapido "flip-flop™, pois a estrutura do poro é bastante
instavel. Este mecanismo redistribui as moléculas de peptideo entre as camadas, e a velocidade
de formacdo de poro é reduzida, desativando o processo.

E preciso salientar que esses modelos foram construidos sobre evidéncias indiretas da
formacdo do poro, baseados na semelhanca entre o padrdo de difracdo de néutrons obtido para
gramicidina e aqueles obtidos para alameticina e magainina, onde agua deuterada foi usada para
dar o contraste necessario a observagdo dos poros. E, ainda, estes s6 puderam ser observados nas
condicBes em que 0s peptideos encontravam-se no estado ativo, ou seja, perpendicularmente ao
plano da bicamada.

Dentre os peptideos antimicrobianos, existem o0s peptideos Mastoparanos, que sao
extraidos do saco de veneno de vespa social e fazem parte do sistema de defesa inato destes
insetos. Eles sdo tetradecapeptideos de carater catidnico, ricos em residuos bésicos e
hidrofobicos, e formam estruturas helicoidais anfipaticas em ambientes adequados. Devido a

quantidade e posicionamento dos residuos basicos e hidrofébicos esses peptideos apresentam
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atividade antimicrobiana, desgranuladora de mastocitos e hemolitica (Nakajima, 1986). O
mecanismo de acdo destes peptideos ainda ndo é completamente conhecido. Matsuzaki e
colaboradores (1996; 1999) propuseram 0 modelo toroidal para o peptideo Mastoparano X, (MP-
X) mostrando a evidéncia de “flip-flop” das moléculas de lipideo. Recentemente, um mecanismo
similar ao peptideo transportan 10 foi proposto para 0 MP-X (Yandek et al., 2009). Neste
modelo, representado pela figura 3, 0 monémero de peptideo estrutura-se quando em contato
com a superficie da bicamada lipidica. O acumulo de peptideo, pela adsor¢do na superficie da
membrana, leva ao aumento de massa na monocamada externa. Isto resulta na perturbacdo da
bicamada, possivelmente pelo stress local gerado na sua curvatura, aumentando a probabilidade
de o peptideo inserir-se transientemente. Desta maneira, este stress é aliviado através da insercéo
do peptideo na bicamada e através da sua travessia para a monocamada interna. Este processo
continua até que a concentragcdo de peptideo seja, aproximadamente, igual em ambos os lados
(Yandek et al., 2007).

Figura 3: Esquema da interacdo peptideo lipideo para o peptideo transportan 10. (Yandek et
al., 2007).
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Recentemente, uma nova familia de peptideos mastoparanos foi encontrada no extrato do
veneno de uma vespa social nativa da biodiversidade brasileira denominada Polybia Paulista
(Souza et al. 2005, Souza et al. 2009). Espectrometria de massa ESI revelou que além de lisinas
estes peptideos possuem residuos &cidos, de tal maneira que em pH neutro eles apresentam
diferentes cargas elétricas liquidas. O posicionamento dos residuos acidos e basicosemiei+ 3
ou i = 4 poderia favorecer a formagdo de ponte salina ou de hidrogénio (Marqueese & Baldwin,
1989), possibilitando tanto a estabilizacdo de estruturas helicoidais quanto a formacdo destas
pontes com a cabeca polar dos grupos lipidicos (Pantos et al., 2008). Estes peptideos apresentam
desde pouca a moderada atividade hemolitica, desgranuladora de mastdcitos e consideravel
atividade antimicrobiana (Souza et al. 2005, Souza et al. 2009). A maioria das suas atividades
parece estar relacionada a interacdo peptideo-lipideo, e provavelmente modulada pelo carater dos
residuos dos peptideos como a carga elétrica liquida, a hidrofobicidade média, a propensdo em
formar estrutura helicoidal e o angulo de face polar (Dathe e Wieprecht, 1999; Dathe et al.,
2002). A carga elétrica liquida é dada pela soma da carga elétrica de cada residuo, em pH 7. A
hidrofobicidade meédia é dada pela média aritmética da hidrofobicidade intrinseca dos residuos,
de acordo com a escala de consenso de Eisenberg (Eisenberg et al., 1984) nesta escala o residuo
mais hidrofobico € a isoleucina <H> = 0,73 e o residuo menos hidrofobico € a arginina <H> = -
1,76 O angulo de face polar ¢ dado pelo angulo compreendido pelos residuos carregados na
projecao da sequéncia peptidica em estrutura helicoidal ideal, figura 4.

N&o existem informacbes sobre os mecanismos de acdo destes peptideos, e tdo pouco,
haviam sido realizados estudos biofisicos sobre eles. Desta forma, este trabalho teve o proposito
de entender como suas caracteristicas estruturais podem modular suas interacbes com bicamadas
modelo. Com este intuito foram estudadas as interagcdes de quatro peptideos mastoparanos com
vesiculas constituidas por fosfolipideos aniénicos e zwitteribnicos. Dois destes peptideos foram
extraidos de Polybia paulista, Polybia MP-3 e MP-2, um analogo sintético do Polybia MP-1 e o
Mastoparano X foi extraido do veneno de vespa xanthoptera. As cargas elétricas liquidas destes
peptideos variam de +1 a +4, enquanto as hidrofobicidades médias variam de 0,08 a —0,11 e 0s
angulos de face polar variam de 60° a 120°. A interacdo peptideo-lipideo foi investigada por
dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia e medidas de potencial eletrocinético. As
atividades liticas dos peptideos foram avaliadas por espectroscopia de fluorescéncia pelo

vazamento de um marcador e as mudancas conformacionais induzidas pela interagdo com as
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membranas modelo foram monitoradas por espectroscopia de dicroismo circular. A afinidade e a
insercdo dos peptideos nas vesiculas foram avaliadas atraves de espectroscopia de fluorescéncia
do triptofano, que é um residuo intrinsecamente fluorescente presente na posicdo 3 de todos 0s
peptideos estudados. A ligacdo do peptideo a bicamada foi monitorada por espectroscopia de
fluorescéncia e por variacbes na mobilidade eletroforética das vesiculas enquanto os peptideos
interagiam com as bicamadas lipidicas. Estes dados foram quantificados de acordo com o
proposto por Bashford et al. (1979) e pelo modelo de Gouy-Chapman (Verwey e Overbeek,
1948).

Figura 4: Projecdo da sequéncia dos quatro peptideos em estudo em estruturas helicoidais
ideais.

12



1.2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho € explorar, do ponto de vista experimental, como a
estruturacdo e o mecanismo de atividade litica destes peptideos antimicrobianos sdo modulados
pela composigdo lipidica da bicamada e pelas caracteristicas estruturais dos peptideos, como

carga elétrica liquida e hidrofobicidade média.
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CAPITULO 2

MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Peptideos Polybia MP-2, Polybia MP-3, o analogo sintético Polybia N2-MP-1 e
Mastoparano X (MP-X) foram sintetizados pelo grupo do Prof. M. S. Palma do IB-UNESP-
Campus de Rio Claro. As seqliéncias sdo mostradas na tabela 1 e a concentracdo dos peptideos
foi determinada espectrofotometricamente em 280 nm usando absortividade molar do triptofano
e = 5580 M'cm™. Os lipideos utilizados foram a L-a-fosfatidilcolina (PC) de natureza
zwitterionica e L-a-fosfatidil-DL-glicerol (PG) de natureza acida, ambos extraidos de gema de
ovo foram adquiridos da Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL.USA) e representados pela figura 5.
Acrilamida, tamp&o Tris (hidroxidometilaminometano), Na;EDTA, NaCl, NaF e cloroformio
foram adquiridos da Merck. Acido bérico (HsBO3) adquirido da Reagen. Carboxifluoresceina da
Sigma Chemical Co (S. Louis, MI, USA)

Tabela 1- Caracteristicas estruturais dos quatro peptideos estudados. A carga elétrica liquida, Q, a
hidrofobicidade média, <H> e o angulo de face polar, ®.

Q <H> @

Polybia MP-3 IDWLKLGKMVMDVL-NH; +1 0,06 60
Polybia MP-2 INWLKLGKMVIDAL-NH; +2 0,08 60
Polybia N2-MP-1 INWKKLLDAAKQIL-NH; +3 -0,11 120
MP-X INWKGIAAMAKKLL-NH; +4 0,01 100
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a)

L-a-Fosfatidilcolina - -

b)
L-a-fosfatidil-DL-glicerol

Figura 5: Estrutura dos principais fosfolipideos extraidos utilizados neste trabalho, ambos
extraidos de gema de ovo foram adquiridos da Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL.USA). a) L-a-
Fosfatidilcolina, PC, de carater zwitteridnico. b) L-a-fosfatidil-DL-glicerol, PG, de carater

anidnico.
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2.2 Métodos

2.2.1 Preparagdo de Vesicula

Vesiculas compostas por L-a-fosfatidilcolina (PC) e pela mistura de 70%, de L-o-
fosfatidilcolina com 30%, de L-a-fosfatidil-DL-glicerol mol/mol (PCPG 70:30) foram
preparadas como segue.

Inicialmente deposita-se fosfolipideo de uma solucéo de cloroférmio, numa determinada
concentragdo, em tubos de ensaio de vidro com fundo arredondado. O solvente é entdo
evaporado sob o fluxo de nitrogénio (N>), que acarreta na formagéo de um filme fino nas paredes
do fundo do tubo. O excesso de solvente foi retirado a vacuo durante 3 horas no minimo. As
bicamadas se reorganizam de modo a formarem vesiculas multilamelares (MLVs) quando é
adicionado tampédo (Tris 5mM H3BO; 1mM NaEDTA, 150mM NaF, pH 7,5 para o0s
experimentos de dicroismo circular ou 10mM Tris/HCI, 1mM NaEDTA, 25mM
Carboxifluoresceina em pH 7,5 para experimentos extravasamento ou 10mM Tris/HCI, 1mM
Na;EDTA, 150mM NaCl em pH 7,5 para os demais experimentos) a 25°C. A forca i6nica dos
diferentes tampdes € a mesma. O tubo foi entdo submetido a agitacdo em vortex para deslocar as
bicamadas que haviam sido empilhadas sobre as paredes do mesmo.

Para preparacdo de vesiculas unilamelares grandes (LUVSs) a suspensdo foi submetida a
extrusdo (usando um extrusor Avanti Mini-Extruder), através de membrana dupla de
policarbonato de 0,4 pum, em um total de 6 extrusdes, € posteriormente sob membrana dupla de
policarbonato 0,1 um (Nuclepore Track-etch Membrane, Whatman Nuclepore, PCMB 19 mm
0,1 um e 0,4 um) por mais 11 extrusGes. Vesiculas contendo carboxifluoresceina sédo entéo
separadas do excesso de marcador empregando-se coluna pd10 (GE Bioscience) Medidas de
espalhamento dinamico de luz realizadas com ZetaSizer Nano NS-90 (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK), A = 633 nm P = 4mW, revelaram suspensdes de LUV homodispersas com
didametro médio de 110-120 nm para uma série de preparagdes. Estas vesiculas foram mantidas
refrigeradas e utilizadas dentro de um periodo de 72 horas (dos Santos Cabrera, 2006).

Para preparacao de vesiculas unilamelares pequenas (SUVSs) a suspensdo foi submetida a

agitacdo em sonicador de ponta de titanio (Sonicador Virsonic 475, Virtis Co., Inc., NY) em
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baixa poténcia e em banho de agua e gelo e sob fluxo de N,. Ultra-som foi aplicado por
aproximadamente 50 minutos. Para remover particulas de titanio a suspenséo foi centrifugada em
centrifuga de bancada (Eppendorf Centrifuge 5417C), durante 6 minutos e extrusada, através de
membrana dupla de policarbonato de 0,05um, em um total de 11 extrusfes. Medidas de
espalhamento dindmico de luz revelaram suspensées de SUV homodispersas com diametro
médio de 70-90nm para uma série de preparagdes. Estas vesiculas foram mantidas refrigeradas e
utilizadas dentro de um periodo de 24 horas (dos Santos Cabrera, 2006).

As LUVs foram utilizadas na realizagdo dos experimentos de extravasamento, titulacéo
fluorimétrica, supressdo de fluorescéncia do Triptofano (W) por acrilamida e medidas de
potencial zeta enquanto as SUVs foram utilizadas na realizacdo dos experimentos de dicroismo

circular para reduzir os efeitos de espalhamento de luz.
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2.2.2 Extravasamento monitorado por fluorimetria

O espectrofluorimetro ISS PC1 (Urbana Champaign, IL,USA) foi utilizado para
monitorar o processo de permeabilizagdo de vesiculas aniénica e zwitteridnica. A interacdo de
peptideos com vesiculas, que contem carboxifluoresceina (CF), foi monitorada pelo aumento da
fluorescéncia causado pela ruptura destas vesiculas; a CF, quando em alta concentracéo, tem sua
fluorescéncia auto-suprimida e fluoresce mais intensamente pela diluicdo que sofre ao ser
liberada do interior das vesiculas pela acdo de peptideos ou detergentes.

Uma aliquota de lipideo €é adicionada sob agitacdo continua a cubeta de quartzo com
caminho 6tico de 1 cm, contendo solucdo de peptideo em diferentes concentragcbes em tampéo
Tris/HCI em pH 7,5 a 25°C. A razdo molar entre as concentracdes totais de peptideo e lipideo
([PJ/[L]) variou de acordo com a liberagdo de corante para cada peptideo em cada tipo de
vesicula. A intensidade de emissdo de fluorescéncia em 520 nm foi registrada em funcdo do
tempo, tendo sido excitada em 490 nm, utilizando fendas de excitacdo e emissdo de 0,5nm. O
tempo de coleta dos dados foi de 20 minutos para vesiculas aniénicas e 30 minutos para
vesiculas zwitteridnicas.

A porcentagem de corante liberado foi determinada apos intervalos de tempo regulares

como 3min, 5min, 10min, 15min, 20min, 25min e 30min e foi calculada com a seguinte equacao:

100.(1 —1
% vazamento = (—0)

D)

100_|o

onde | é a intensidade de fluorescéncia medida, lo corresponde a intensidade de
fluorescéncia das vesiculas intactas e l1go € a intensidade de fluorescéncia apos liberacdo total do
conteddo das vesiculas, que é determinada pela adicdo de 20uL de solu¢do 10% TRITON X-100.
A liberacdo de CF do interior da vesicula em funcéo da razéo [P]/[L] é caracterizada por um
processo cooperativo (dos Santos Cabrera et al., 2008). Curvas dose resposta sdo obtidas
tracando graficos dos valores de % vazamento em funcdo da razdo [P]/[L]. Estas curvas possuem

perfil sigmoidal e foram ajustadas pela equacao sigmoidal de Boltzmann:
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(2)

onde y € dado pela % vazamento, x é a razdo [P]/[L], A; é a minima % vazamento, A; é a
maxima % vazamento, Xo é a [P]/[L] em uma % vazamento = 50% da % vazamento total e dx é
0 intervalo do eixo x correspondente a inclinacdo da curva sigmoidal e representa uma medida da

cooperatividade da interacdo, como esquematizado pela figura 6.
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Figura 6: Esquema representativo dos parametros presentes na equacdo sigmoidal de
Boltzmann. A; é a minima % vazamento, A, é a maxima % vazamento, Xo € a [P]/[L] em uma %
vazamento = 50% da % vazamento total e dx é o intervalo do eixo x correspondente a inclinacéo
da curva sigmoidal e representa uma medida do quanto a interacéo é cooperativa.Baseado nos
dados obtidos com o peptideo Polybia MP-3.
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2.2.3 Dicroismo Circular (CD)

Dicroismo circular é a diferenca na absorcdo entre luz circularmente polarizada para a
esquerda e luz circularmente polarizada para a direita. Este fenGmeno ocorre quando uma
molécula contém um ou mais cromoforos quirais, que sdo grupos absorvedores de luz cujas
imagens espelho ndo se sobrepde.

Espectroscopia de dicroismo circular é uma técnica na qual uma molécula qualquer ¢é
analisada sobre uma faixa de comprimentos de onda e € muito utilizada para estudar moléculas
quirais de todos os tipos e tamanhos fornecendo informagdes estruturais, termodinamicas e
cinéticas de macromoléculas, como proteinas e peptideos. A aplicagdo mais importante esta na
analise de estruturas secundarias e como estas estruturas sdo sensiveis as interacbes com outras
moléculas e as variagdes no ambiente como: temperatura e pH.

As medidas feitas na regido do visivel e do ultra-violeta do espectro eletromagnético
monitoram transigdes eletronicas, e caso a molécula de interesse contenha croméforos quirais,
um estado circularmente polarizado sera absorvido e o sinal de dicroismo circular sobre o
correspondente comprimento de onda sera diferente de zero. O sinal de dicroismo circular pode
ser positivo ou negativo dependendo da intensidade da luz circularmente polarizada para a
esquerda e para a direita. Se a intensidade da luz circularmente polarizada para a esquerda for
maior que para a direita entdo o sinal de dicroismo circular é negativo.

Os espectros de CD no ultra-violeta distante (abaixo de 260 nm) podem ser usados para
estimar a porcentagem de cada elemento estrutural secundario de uma proteina a partir dos
padrdes espectrais para cada um destes elementos como: hélice a, folha B e estruturas

desordenadas, figura 7.

20



Figura7: Padrdes de espectro de dicroismo circular para elementos de estruturas secundarias
(Applied photophysics).
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Os espectros de CD foram obtidos para os peptideos a 20 uM na ausé€ncia e na presenga
de SUVs com carater zwitterionico e anidonico a 100 uM e a uma concentra¢do de saturacdo do
teor helicoidal. Os ensaios foram realizados a 25°C usando um espectropolarimetro Jasco-710
(Tokyo, Japdo) e cubetas de quartzo de 0,5 cm de caminho dptico. Os espectros foram coletados,
em 6 acumulagdes, no intervalo de comprimento de onda de 190 a 260 nm com velocidade de 20
nm/min, largura de banda 1,0 nm, tempo de resposta 1,0 s e resolu¢do de 0,2 nm. As linhas de
base foram obtidas com 7 acumulagdes.

Apobs descontar a linha de base e corrigir para diluicdo de volume, a elipticidade medida,
6(mdeg) foi convertida em elipticidade molar média por residuo [@](deg cm?/dmol) usando a
equacgdo [®] = 100 6/(fcn), onde £ o comprimento do caminho 6tico em centimetros, ¢ € a
concentracdo do peptideo em mM e n é o nimero de residuos do peptideo. A fragdo de a-hélice

(fy) foi calculada através da elipticidade média por residuo em 222 nm, [©]222° de acordo com

Deber e Li (1995):
@obs _ @O
fo = %—Hﬁé_@zﬂ ®
222 222

onde [@]2220 ¢é zero e [®]222100 é dada por:

0395 = —39500[1_ 2_57] (4)

n é o nimero de residuos do peptideo, n = 14 para os peptideos utilizados neste trabalho.
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2.2.4 TitulacgGes Fluorimétricas

Fluorescéncia é o resultado de um processo em trés estagios que ocorre em moléculas
denominadas de fluoréforos, como o residuo de triptofano presente em todos os peptideos. Um
marcador fluorescente é um fluoréforo projetado para se localizar dentro de uma regido
especifica de um espécime bioldgico ou para responder a um estimulo. O processo responsavel
pela fluorescéncia desses marcadores e de outros fluoréforos é ilustrado por um simples
diagrama de estados eletronicos (diagrama de Jablonski) como mostra a Figura 8 (Haugland,
1996).

Figura 8: Diagrama de Jablonski ilustrando o processo envolvido na criacdo de um estado
eletrénico excitado singleto por absorcdo dptica e subsequente emissdo de fluorescéncia. Os
estagios identificados como 1, 2 e 3 sdo explicados no texto.

No estagio 1 conhecido como excitagdo um féton com energia hvex proveniente de uma
fonte externa como um laser € absorvido pelo fluoréforo, criando um estado eletrénico excitado
(S1”). No estagio 2 o estado excitado existe por um tempo finito (tipicamente 1-10 x 107
segundos). Durante esse tempo o fluoro6foro sofre mudangas conformacionais e também esta

sujeito a inumeras possiveis interaces com seu ambiente molecular. Estes processos tém 2
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conseqliéncias importantes. Primeira, a energia de S;” ¢ parcialmente dissipada, resultando em
um estado excitado relaxado (S;) de onde a emissdo fluorescente se origina. Segundo, nem todas
as moléculas inicialmente excitadas pela absorcdo (Estagio 1) voltam ao estado fundamental (So)
pela emissdo de fluorescéncia. Outros processos tais como supressdo por colisdo, transferéncia
de energia fluorescente e cruzamento intersistemas podem também despovoar S;. No estagio 3
um féton com energia hvey é emitido, retornando o fluoréforo ao estado fundamental So.

O processo completo de fluorescéncia é ciclico, ou seja, 0 mesmo fluor6foro pode ser
repetidamente excitado e detectado. Para moléculas poliatdmicas em solugdo, como 0s peptideos,
as transicdes eletronicas discretas representadas por hvex e hvgy na Figura 8 sdo substituidas por
espectros de energia bastante largos chamados de espectro de excitagdo de fluorescéncia e
espectro de emissdo de fluorescéncia, respectivamente. Estes espectros apresentam parametros
como largura de banda e comprimento de onda de maxima excitagdo ou emissao, que sdo de
importancia particular para as aplicacdes de espectroscopia de fluorescéncia e monitoramento de
fluordforos.

Com a finalidade de obter as isotermas de associacdo do peptideo em vesiculas os
experimentos de titulacdes fluorimétricas foram realizados através da adicédo de aliquotas de uma
solucdo de vesicula a uma solugdo de peptideo com concentracdo fixa (Cp = SuM). Nestes
experimentos, peptideo e vesicula foram preparados em tampdo 10mM Tris/HCI, 1mM EDTA,
150 mM NaCl, pH 6,8. Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm. A
temperatura foi mantida constante a 25°C. Os experimentos foram realizados em
espectrofluorimetro PC1 — ISS Urbana Champaign, IL, EUA.

Efeitos de espalhamento de luz das vesiculas foram corrigidos colocando polarizadores
cruzados e nos feixes de emissao e excitacdo. Um polarizador é mantido perpendicular ao feixe
de excitacdo e paralelo ao feixe de emissdo (Ladokhin et al., 2000), e subtraindo-se o espectro
obtido para cada concentracédo de lipideo sem o peptideo. As larguras das fendas de emissédo e de
excitacdo foram de 2 nm.

A cada adicdo de vesicula a intensidade de emissdao de fluorescéncia de triptofano foi
medida quando a amostra foi excitada em 285 nm e a emissdo medida de 300 a 500 nm.

Através destes espectros foi possivel calcular o deslocamento espectral (AL) para menores

comprimentos de onda (Blue Shift):
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Aki=h o= 4 (5)

onde A € A; S840 0s comprimentos de onda dos picos dos espectros na auséncia e na presenca de
cada concentracéo i de vesicula, respectivamente.

Para obter as constantes de associagdo utilizou-se um método de andlise, que tem como
base alteracGes Opticas observadas ao longo da titulacdo (Bashford et al., 1979). Para isto, a
concentracdo do peptideo foi mantida constante, enquanto a concentragdo de vesicula variou de 0
a 2000uM. Ou seja, uma concentracdo de lipideo proxima da qual espera-se que todos 0sS
peptideos estejam ligados as membranas modelo. Este procedimento foi utilizado para calcular a
fracdo de peptideo ligado em cada concentracdo de lipideo através da seguinte razdo:

|
1, ©)

onde € ¢ a razdo entre as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenga de
concentragdes crescentes de vesicula, Iy e I, respectivamente.

Se todos os sitios de ligacdo séo idénticos, como € o caso do sistema em analise, podemos
definir um pardmetro ¢, ESte pardmetro € uma constante que caracteriza as propriedades
espectrais do complexo membrana-peptideo ligado e quando todos os peptideos em solucéo estédo
associados as vesiculas tem o mesmo valor de €. Assim, podemos calcular a fracdo de peptideo

ligado, c, através da seguinte expressao:

I=1,(1-c)+l,e.C (7

e utilizando a razao ¢ se tem:
|
8=|—=(1—C)+8bC (8)
0

Isolando a fracdo de peptideo ligado se obtém:

L) ©
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A adsorcédo do peptideo & membrana pode ser representada por:
peptideo + membrana < complexo peptideo-membrana (10)
Definindo que a concentracgdo inicial de peptideo € Cp, a concentracdo de lipideo é C., 0
namero de sitios de ligacdo por unidade de membrana é n, a concentragdo de sitios ocupados ao
longo da titulacdo € b, a concentragdo de sitios ocupados é Cy e considerando que o nimero total

de sitios € muito maior que o nimero de ligantes. E possivel mostrar que a constante de

dissociacao é:

(11)

tem:

nC, (12)

e1= (e, -1)- Ka(e=D) (13)

Como ¢ possivel inferir da equagdo 13, a inclinagdo do grafico de € — 1 vs. (¢ — 1)/C
resulta em Kgy/n, cujo inverso, n/Kgy, € considerado como a constante de associacdo classica para
a interacdo peptideo-lipideo (Scatchard, 1949) e fornece uma base para comparar 0S varios

peptideos estudados (Bashford et al., 1979). Nenhuma manipulacdo foi feita com a finalidade de
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separar o termo Kg/n pois este tipo de titulagdo foi usada para propdsitos comparativos; este
termo resulta em uma indicagdo de afinidade do peptideo pela vesicula mais confidvel que o
parametro Ky (Bashford et al 1979).
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2.2.5 Anisotropia de fluorescéncia do Triptofano

A anisotropia de fluorescéncia do residuo triptofano, W, foi medida utilizando um
espectrofluorimetro ISS modelo PC1 (Urbana, Champaign, IL, USA) com polarizadores Glan-
Thompson. A anisotropia foi determinada por meio das componentes paralela e perpendicular da
emissdo quando o triptofano é excitado com feixe polarizado nestas direcfes. Os feixes de
excitagdo e emissdo foram fixados em 285 e 365 nm, e a largura de banda de 2 e 2 nm,
respectivamente.

Anisotropia de fluorescéncia é dada pela equacao a seguir:
r= (F|| - GFJL) / (F“ + ZGFJL) (14)
onde Fy é a intensidade de fluorescéncia paralela ao plano de excitacdo, FL é a componente

perpendicular ao mesmo plano e G € o fator para correcdo de artefatos instrumentais (Lakowicz,
1999).
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2.2.6 Experimento de supressdo de emissdo de fluorescéncia de Triptofano por

acrilamida

Reacdes de supressdo de fluorescéncia dao informacgdes sobre a acessibilidade do supressor
ao residuo de W na cadeia peptidica que é uma sonda intrinseca. Alteragdes no ambiente do
peptideo ao interagir com diferentes bicamadas lipidicas podem ser acompanhadas através das
mudancas na acessibilidade da acrilamida ao residuo de W.

Sucessivas aliquotas de uma solucdo de acrilamida em &gua a 2,77 M foram adicionadas a
uma solug¢ao de peptideo a SuM em tampao Tris/HCI 10mM contendo 1 mM de EDTA e 150
mM de NaCl, pH 7,5, na auséncia e na presenga de 500 uM de fosfolipideos. Espectros de
emissdo de fluorescéncia de W foram registrados entre 308 e 450 nm, com excitagdo em 285 nm
e a 25°C. Os espectros obtidos foram corrigidos pelo fator de diluicdo e foi descontada a
contribuicdo do espalhamento de luz a partir de uma titulacdo da suspensdo de vesiculas com
acrilamida na auséncia de peptideo. Os dados foram analisados de acordo com a equagao de

Stern-Volmer para supressao colisional:

Fo/F=1+Ksv[Q] (15)
onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do supressor, a
acrilamida (Q), respectivamente, e Ksv é a constante de supressdo de Stern-Volmer, que € uma
medida da acessibilidade do W a acrilamida. No caso de supressdo estatica a equacdo usada para
0 ajuste numeérico foi:

Fo/ F = 1+Ksv[Q]exp (V[Q]) (16)

cujo V é uma constante de supressao estatica (Eftink e Ghiron 1976).
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2.2.7 Potencial Zeta (0)

O potencial zeta para as vesiculas, na auséncia e presenca de peptideos incorporados,
foram determinados por meio da mobilidade eletroforética usando Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments, Worcestershire, U.K.), em pH 7,5 a 25°C + 0,2. As soluc¢des tinham
concentragdo de vesicula constante, 40 uM em PCPG 70:30, variando a concentracdo de
peptideo em um intervalo que permitiu observar a inversdo de potencial e de carga da vesicula.
Foram utilizadas celas capilares em forma de U com eletrodo de ouro e volume de 1,0 mL
(DTS1060).

O potencial Zeta, {, foi calculado da mobilidade elétroforética, ug, de acordo com a

equacédo de Helmholtz-Smoluchowski

nug

= (17)

880

onde # é a viscosidade da fase aquosa (y = 0,8872 cP), &, € a permissividade do vacuo e ¢ é a
constante dielétrica do meio aquoso (& = 80).

As curvas de potencial zeta versus concentracdo de peptideos foram analisadas pelo
modelo de Gouy Chapmann (Verwey & Overbeek, 1948) utilizando a estratégia descrita por
Beshiaschivili e Seelig (1990) e Klocek e Seelig (2009).

De acordo com este modelo o peptideo e a espécie ibnica em solucdo sdo adsorvidos a
bicamada lipidica, com uma constante de adsorcéo aparente, Ky, através da isoterma de adsorgéo
de Langmuir. A bicamada, supostamente, € constituida de fosfolipideos neutros como
fosfatidilcolina (zwiteridnicos (PC)) e uma fracdo Xpg de fosfolipideos acidos (fosfatidilglicerol
(PG)). Neste trabalho o eletrolito suporte € o NaCl. Os ions de sédio (Na*) sdo particionados
entre a bicamada e a solucdo. Considerando que a constante de associacdo do sodio pelo grupo

fosfato seja Kna € que a fracdo destes ions ligados a bicamada seja Xna pode-se escrever que:

KNa'CM,Na

= 18
. (1+ KNaCM,Na) ( )
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onde Cyuna é a concentracdo de sodio sob a influéncia do potencial eletrostatico da bicamada. Se
a concentracao de sodio na solucéo é Cy,entdo Cy na € dado por:

_ woF
Cuna = CpaXP [— —FgT(’j (19)

na qual Fo ¢ a constante de Faraday, R ¢ a constante dos gases, T a temperatura absoluta e yo € 0
potencial na superficie da membrana.

No sistema estudado além de ions, peptideos também sdo associados a bicamada, em uma
primeira aproximacgdo como um processo ideal, representado também por uma isoterma de

Langmuir.

Se Xpc 6 a fracdo molar de lipideos carregados na bicamada (ntimero de moles de PG
pelo nimero de moles total de lipideo), Xg a fracdo molar de peptideos associados por lipideo e
Ze a carga efetiva do peptideo, entdo a densidade superficial de carga, o , pode ser descrita como
(Beschiaschivili e Seelig, 1990) :

U:(ij_XPG(l_XNa)_'_Zef'XB (20)

1+(A A )X,

onde e é a carga elementar, Ap e AL sd0 a area do peptideo e do lipideo, respectivamente, que
estabelecem contado durante a interacdo. O termo (Ap/AL).Xg leva em conta a penetracdo do
peptideo na bicamada.

A equacdo 20 possui duas incdgnitas, a carga efetiva do peptideo z¢ e o potencial
eletrostatico na superficie. Uma segunda relagdo independente entre ¢ e o € dada pela equacéo

de Grahame (Grahame, 1947):

1

L *
o =(2000.e5,RT )ZZ{CW exp (%;”(X)j _ 1}2 (21)

onde Cieq € a concentragdo molar do i-ésimo eletrolito, R ¢ a constante dos gases e y (X) 0

potencial da vesicula a uma distancia x da sua superficie.
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A densidade superficial de carga depende da concentracédo e da carga dos ligantes que estéo
sendo adsorvidos pela membrana. O modelo de Gouy Chapman pode ser utilizado para retratar a
interacdo entre peptideos liticos e membranas modelo (Klocek et al., 2009).

As equacbes (20) e (21) podem ser combinadas para determinar zes ¢ yo. A solucdo
entretanto, pode ndo ser Unica, para isso € importante a comparacdo do potencial na superficie
com o obtido de medidas do potencial zeta. A relagdo entre o potencial zeta ({) e o potencial na

superficie (o) é dada por:
= oo (-xd.) (22)

onde « ¢ o parametro de Debye e d; a posi¢cdo do plano de cisalhamento em relacéo a bicamada
(dc~2 A) (Stankowski, 1991).

O valor negativo do potencial na superficie o acarreta aumento da concentracdo de
peptideos na interface e a concentracdo imediatamente acima do plano de associacdo pode ser
dada por

— Ly FOV/
Coy = CFexp[TOJ (23)

onde Cr ¢ a concentragdo de peptideo distante do plano (“bulk”™).
Para determinar a constante de adsorcdo dos peptideos a bicamada levando em conta as

contribuicdes eletrostaticas e ndo eletrostaticas, utilizou-se a seguinte expresséo:

(24)

onde Xg € a fracéo de peptideo ligado a bicamada e dado por Xg = CpepLigado/CLipideo-

Para determinar o valor de Xg foi feito um programa computacional que a partir dos
valores obtidos das medidas de potencial zeta com o aumento da concentracdo de peptideo,
calcula a densidade superficiall de carga pelas equacbes 20 e 21

Quando essas equacdes sdo satisfeitas, simultaneamente, conhecemos as variaveis necessarias
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para obter a constante de ligacdo, que sdo Xp, Zer, Cr € as variaveis dependentes dessas
grandezas.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Extravasamento

A permeabilizacdo de vesicula tem sido utilizada para explorar a atividade litica de
peptideos bioativos cujas funcGes como atividade antimicrobiana e hemolitica sdo centradas na
fase lipidica. E aceito que os constituintes da membrana celular agem como uma barreira seletiva
para a acdo dos peptideos (Matsuzaki et al., 1999a). Desta maneira, como 0s lipideos aniénicos
sdo preponderantes na camada externa da membrana de seres procariotos e lipideos
zwitteridnicos sdo mais abundantes em membranas de mamiferos (Yeaman e Yount, 2003;
Zasloff, 2002) foram utilizados neste trabalho PC como lipideo zwitteribnico e PCPG 70:30
como anidnico para simular membranas de mamiferos e bactérias, respectivamente.

A liberacdo de corante fluorescente induzida pelos quatro peptideos estudados foi
monitorada pelo aumento da fluorescéncia. As curvas dose resposta mostradas na figura 9 séo
sigmoides ajustadas pela equacdo sigmoidal de Boltzmann, cujos parametros estdo dispostos da
tabela 2, para a interacdo de peptideo tanto com vesicula zwitteribnica quanto com vesicula
anidnica. Estas curvas caracterizam um processo cooperativo e representam a porcentagem de
liberacdo de CF como funcdo da razdo entre as concentracdes molares de peptideo e de lipideo,
[P]/[L]. A atividade litica pode ser quantificada por um valor [P]/[L] critico, acima do qual
ocorre um processo intenso de liberacdo de corante. Neste valor critico, a eficiéncia e a
cooperatividade da liberacdo de CF pareceu ser dependente da carga liquida do peptideo e da
densidade superficial de carga da vesicula, devido a diferenca na constituicdo lipidica. Em
vesiculas zwitteridnicas, foi observado que a razdo [P]/[L] aumenta com a carga liquida do
peptideo enquanto as curvas dose resposta se tornam menos cooperativas. Em vesiculas
anidnicas, o comportamento parece ser similar aquele observado para vesiculas zwitteridnicas.
As curvas dose resposta para 0s peptideos de carga +1 e +2 sdo caracterizadas por baixas razdes
[P]/[L] criticas, que sdo um pouco maiores que aquelas encontradas em vesiculas eletricamente
neutras. Por outro lado os peptideos mais carregados +3 e +4 apresentam valores menores para

vesicula aniénica quando comparados com os valores obtidos para vesiculas zwitteriénicas.
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Figura 9: Curvas dose resposta: % liberacdo apds 10 min de contato como funcédo da razéo
molar peptideo-lipideo ([P]/[L]). a — vesicula zwitteriénica a 100 uM. Valores [P]/[L] criticos
sao 0,006 para o Polybia MP-3, 0,0085 para o Polybia MP-2, 0,0137 para o Polybia N2-MP-1 e
0,033 para MP-X. b — vesicula ani6nica a 100 uM. Valores [P]/[L] criticos sdo 0,0055 para
Polybia MP-3, 0,0084 para Polybia MP-2, 0,0079 para Polybia N2-MP-1 e 0,009 para MP-X.
As curvas continuas sdo ajustes realizados com a equacgdo sigmoidal de Boltzmann com
coeficientes de correlacdo superiores a 0,98.
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Tabela 2- Parametros do ajuste pela equacdo sigmoidal de Boltzmann, equacéo 2, A; a minima %
vazamento, A, a maxima % vazamento, X, a [P]/[L] em uma % vazamento = 50% da % vazamento total e
dx é o intervalo do eixo x correspondente a inclinacdo da curva sigmoidal e representa uma medida do
guanto a interacdo é cooperativa. Valores da razdo molar [P]/[L] critica.

Q A, A, X0 (107) dx (10%)  [PY/[L] critico (10°°)

PC PCPG PC PCPG PC PCPG PC PCPG  PC PCPG

Polybia MP-3 +1 68 90 97,0 1000 6,9 6,8 0,3 0,4 6,0 55
Polybia MP-2 +2 63 121 1000 1000 11,5 10,0 11 0,7 8,5 8,4
Polybia N2-MP-1 +3 30 21 926 99,0 21,8 13,0 3,3 2,2 137 79
MP-X +4 57 20 835 1000 58,8 19,6 8,8 4,4 330 90
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3.2 Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular (CD) em tampédo apresentaram uma banda de
intensidade negativa posicionada em torno de 200 nm, caracteristica de uma estrutura secundaria
desordenada, enquanto os espectros dos peptideos em SUVs apresentaram duas bandas de
intensidade negativa posicionadas em 222 e 208 nm, como mostrado pela figura 10, sendo este
padrdo de espectro caracteristico de estruturas helicoidais. O contetdo de hélice a, na presenca
de lipideo a 100 uM e a uma concentracdo de saturag@o, ¢ mostrado na tabela 3 e parece ser
dependente da carga liquida dos peptideos, pois, em vesicula zwitteridnica a 100 uM, o teor de
hélice diminui com o0 aumento da carga liquida dos peptideos. Nesta condi¢do, o peptideo MP-X
apresentou teor helicoidal que representa aproximadamente 90% do teor na condicdo de
saturacdo enquanto os demais apresentaram pouco mais de 50%. Em vesicula anibnica, nesta
mesma razéo peptideo-lipideo (P/L=0,2), foi observado maior teor de hélice que em vesicula
eletricamente neutra, com excecdo do peptideo de carga liquida +2. Isto sugere que a indugéo de
hélice € modulada pela interacdo eletrostatica entre as cabecas polares dos lipideos e os residuos
carregados nos peptideos. Além disto, o peptideo Polybia MP-2, de maneira intrigante,
apresentou 35% da fracdo de hélice da condicdo de saturacdo, enquanto os demais apresentaram

valores superiores a 50%.
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Tabela 3- Fracdo de hélice em vesiculas anidnica e zwitterionica a 100 pM, f,, e em
concentracdo de saturacao, fy,.

Polybia MP-3 IDWLKLGKMVMDVL-NH;
Polybia MP-2 INWLKLGKMVIDAL-NH;
Polybia N2-MP-1 INWKKLLDAAKQIL-NH;
MP-X INWKGIAAMAKKLL-NH;
PC PCPG
fH fHoo fH fHOO
Polybia MP-3 0,30 0,44 0,54 0,55
Polybia MP-2 0,33 0,48 0,18 0,51
Polybia N2-MP-1 0,21 0,30 0,30 0,59
MP-X 0,12 0,14 0,41 0,52
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Figura 10: Espectros de CD dos quatro peptideos em vesiculas PC, PCPG 70:30 e em Tamp&o
Tris 5mM H3BO3;, 1mM NaEDTA e 150mM NaF pH 7,5 a 25°C.
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3.3 Titulagbes Fluorimetricas
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Figura 11: Espectro de emissdo do residuo triptofano do peptideo MP-X a 5 uM, na auséncia e
na presenca de diferentes concentragdes de vesicula anibnica, excitagdo em 285nm e pH 7,5 a
25°C. Tampao 10mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 0,15 NaCl, pH 6,8 . Comprimento de onda de
maxima emissdo de fluorescéncia no tampéo Ao = 347nm.

Espectros de emissdo do triptofano (W) para os quatro peptideos foram coletados na
auséncia e na presenca de concentracdes crescentes de vesiculas PC e PCPG. Isto foi feito com a
finalidade de avaliar a afinidade de cada peptideo pelas membranas modelo utilizadas.

O comprimento de onda de maxima emissao de fluorescéncia dos peptideos em tampéo
variou de 348 a 346 nm. Isto indica que este residuo estad em um ambiente altamente polar. No
entanto o espectro de emissdo de fluorescéncia, na presenca de vesiculas, mostrou significante
deslocamento espectral para menores comprimentos de onda como pode ser observado na Figura
11, sugerindo que o residuo triptofano move-se para um ambiente de menor polaridade, que
poderia ser a regido das cadeias acilicas da bicamada lipidica.

Na Figura 12a e b os deslocamentos espectrais, ou seja, as diferencas entre as posicdes
dos picos do espectro de emissdo do W foram dispostas em grafico em funcdo da concentracéo
total de lipideo. Em vesicula zwitteridnica, o0 maior deslocamento espectral foi observado para 0s

peptideos de menor carga liquida, sugerindo que o acesso ao ambiente menos polar e

40



provavelmente a afinidade dos peptideos por vesicula neutra decresce com a carga elétrica

liquida do peptideo.
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Figura 12: Deslocamento espectral da emissdo de fluorescéncia do W com o aumento da
concentragdo de lipideo dos quatro peptideos a 5uM incubados com diferentes concentragoes de
lipideo acima de 40uM em 10mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 0,15 NaCl, pH 7,5 a 25°C. a Vesicula
Zwitteriénica. b Vesicula anidnica. Peptideo Polybia MP-3 representado pelo circulo em
vermelho, Polybia MP-2 representado pelo quadrado em preto, Polybia N2-MP-1 representado
pelo triangulo para baixo em verde e MP-X representado pelo triangulo em azul.
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Procurando quantificar a afinidade dos peptideos pelas bicamadas lipidicas foram
utilizados os valores das intensidades maximas dos espectros na presenca de vesicula, I, e na

auséncia, lo.
3,0 3,0
PC PCPG
—m— Polybia MP-3 a 1 —=— Polybia MP-3 b
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Figura 13: Razdo entre os valores de intensidade de fluorescéncia na presenca de vesicula, I, e
na auséncia, lp obtidas do espectro de emissdo do triptofano com excitacdo em 285 nm em
funcdo da concentracédo total de lipideo. Peptideo Polybia MP-3 representado pelo circulo em
vermelho, Polybia MP-2 representado pelo quadrado em preto, Polybia N2-MP-1 representado
pelo triangulo para baixo em verde e MP-X representado pelo tridangulo em azul. a — vesicula
zwitteridnica e b — vesicula aniénica.
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(e-1)

A razdo entre estes valores (g = 1/Ip) foi usada na equacéo 13 (Materiais e Métodos) para
construir um grafico (g-1) vs. (e-1)/m como mostrado pela Figura 14. A reta foi obtida do melhor

ajuste dos pontos usando o método dos minimos quadrados.

1,20 LUVs PC 1,20 LUVs PCPG 70:30
. [ 4 :

1 m  Polybia MP-3 1 = Polybia MP-3
1,05 4 ® Polybia MP-2 1,05 4 ® Polybia MP-2

] A Polybia N2-MP-1 ] A Polybia N2-MP-1
0,90 v MP-X 0,90 v MP-X
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Figura 14: Grdfico (e-1) vs. (e-1)IC. para os peptideos em vesiculas PC, PCPG 70:30. A linha
continua € dada pelo ajuste feito com a equacédo 6 cuja inclinacédo resulta no parametro de
afinidade Kqy/n, que representa o reciproco da primeira constante de associacao classica para a
interacao peptideo-lipideo.

De acordo com a equacdo 13 a inclinacdo fornece a razdo entre a constante de
dissociacdo e o numero de lipideos por peptideo, ou seja, 0 nimero de sitios de ligacdo. Para
MP-X em PCPG foi obtida Kg¢/n = 0,039 £ 0,003 mM. O inverso deste valor foi referido
simplesmente como constante de associacao aparente, que resultou em 26000 M™ coerente com a
literatura que apresenta um valor de 22500 M™ em vesiculas PCPS 90:10 (Schwarz e Reiter,
2001). Este procedimento foi realizado para os quatro peptideos e os dados sdo apresentados na
tabela 4.
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Tabela 4 - Dados de afinidade dos peptideos pelas bicamadas lipidicas ani6nica, PC, e zwitteridnica, PCPG.

Ka/n (MM) &b Kap (10° M7
PC PCPG PC PCPG  PC PCPG
Polybia MP-3  0,057+0,003 0,044+0,003 1,97 2,17 17,5+8,0 23,0+1,7
Polybia MP-2 ~ 0,080£0,001 0,047+0,002 2,18 1,79  12,5#0,1 21,3+0,9
Polybia N2-MP-1  0,08620,003 0,040+0,003 1,80 1,79  11,6+0,4 25,0+1,7
MP-X 0,092+0,003 0,039+0,003 1,79 1,86 10,8+0,3 26,0+1,4

Na tabela 4 sdo mostrados os valores dos parametros de afinidade Kq/n e Ky para cada

peptideo. Quanto menor é o parametro de afinidade do peptideo pela bicamada lipidica, Kqg/n,

maior é a constante de associagéo aparente Ka,. Em vesiculas zwitteridnicas, os peptideos menos

carregados e com maior hidrofobicidade média apresentam maior K,,. Este resultado esta em

bom acordo com os dados ja apresentados. Isto ocorre tanto pela menor repulsdo eletrostatica na

acomodacdo desses peptideos na bicamada eletricamente neutra quanto pela hidrofobicidade

média, sugerindo que esta interacdo seja dirigida pela interacdo hidrofébica. Em vesiculas

anidnicas, observamos valores maiores de K,, quando comparamos com os valores obtidos em

vesiculas zwitteridnicas, indicando que o processo de associacdo dos peptideos a bicamada é

significativamente influenciado pelas interacdes eletrostaticas. Nas vesiculas anibnicas a

tendéncia é de Ky, crescer com a carga liquida do peptideo, evidenciando a importancia da

componente eletrostatica, entretanto, a comparacéo entre os valores de K,, para Polybia MP-3 e

MP-2, com cargas +1, +2, sugere que além da interacdo eletrostatica outros aspectos tais como,

residuo acido extra em MP-3 e distribui¢do de cargas sdo importantes para modular a afinidade.
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3.4 Anisotropia de Fluorescéncia do Triptofano

Os experimentos foram realizados para medir a anisotropia de fluorescéncia do triptofano, r,
em funcdo da concentracdo total de lipideo, e os resultados estdo mostradas em forma de gréfico
nas Figuras 15a e b. De maneira geral, estes resultados confirmam a interacdo entre os peptideos
e as membranas modelo, pois, na auséncia de vesicula observaram-se valores de anisotropia da
ordem de 0,01 indicando que o peptideo em solucdo possui rapida difusdo rotacional Browniana.
No entanto, na presenca de vesicula este valor aumenta continuamente mostrando que o peptideo
e, conseqlientemente, o residuo triptofano tem sua mobilidade limitada. Este resultado sugere
que ha interacdo entre o peptideo e a membrana modelo, pois, o triptofano migra para um
ambiente mais anisotropico. Em vesicula anionica, os valores de r aumentam com a carga
elétrica liquida de cada peptideo, sugerindo restricdo de movimento do W, pela bicamada, e
coerente com o maior teor helicoidal e maior estruturacdo observados para todos os peptideos
nesse tipo de ambiente. Em vesicula zwitteridnica, observou-se para os peptideos com menor
carga liquida que o aumento de r pode ser devido tanto a estruturacdo desses peptideos, como
demonstrado pelos dados de CD, quanto a interacdo peptideo-lipideo, como indicado pelas
constantes de associacdo. Intrigantemente, para os peptideos com maior carga liquida e mais
hidrofilicos observou-se os maiores valores de anisotropia e menor teor de hélice (tabela 3). Isto
poderia sugerir que esses peptideos estariam interagindo com a regido das cadeias acilicas da
bicamada; no entanto, o menor teor de hélice, as menores constantes de associacdo e 0 menor
deslocamento espectral de MP-X se opdem a essa possibilidade. Esses resultados, aparentemente
contraditérios, indicam que outros fatores que afetam o microambiente do W e ligados a
solvatacdo desse residuo estdo presentes, como verificou-se nos experimentos de supressao de

fluorescéncia de triptofano por acrilamida (tabela 5).
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Figura 15: Anisotropia de fluorescéncia do W com o aumento da concentragéo de lipideo dos

cinco peptideos a 5uM incubados com diferentes concentragoes de lipideo acima de 40uM em
10mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 0,15 NaCl, pH 7,5 a 25°C. Comprimento de onda de excitacéo
285nm e de emissdo 350nm. a- vesicula zwitteridnica. b- vesicula anidnica.
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3.5 Supressao de Emissao de Fluorescéncia do Triptofano por Acrilamida

Os experimentos de supressdo de emissdo fluorescéncia do triptofano foram realizados
com a finalidade de quantificar a extensdo da penetracdo dos peptideos na regido hidrofdébica da
bicamada. A acrilamida foi usada como um supressor para a fluorescéncia do triptofano e a perda
da intensidade de fluorescéncia devido a adicdo deste supressor foi analisada por meio de
graficos de Stern-Volmer, mostrados na Figura 16. Considerando a faixa de concentracdo do
supressor utilizada, os graficos de Stern-Volmer ndo se apresentaram lineares, sugerindo que nao
existe um processo de supressao colisional, mas sim de supressao estatica. Isto pode ser atribuido
a presenca de moléculas de acrilamida vizinhas ao triptofano quando este é excitado (Eftink e
Ghiron, 1976). Os valores das constantes de Stern-Volmer foram obtidos de duas formas: pelo
ajuste linear utilizando a equacgdo 15 e pelo ajuste ndo linear como mostrado pela figura 16,
utilizando a equacdo 16. Este ultimo apresentou coeficiente de correlacdo superior ao ajuste
linear e as constantes obtidas apresentaram melhor correlacdo com os dados obtidos no conjunto
dos experimentos. As constantes de Stern-Volmer na presenca de vesiculas mostraram que a
bicamada protege parcialmente o fluoroforo, W, do supressor. Com a finalidade de comparar os
dados de supressdo, as constantes de Stern-Volmer para cada peptideo (Ksyi) em vesiculas foram
normalizadas pelos respectivos valores em tampédo (Ksyrt) e 0s resultados s&o mostrados na
tabela 5. Desde que a acrilamida seja acessivel a todos os residuos de triptofano em solugdo, com
excecdo daqueles que sdo protegidos na fase lipidica da bicamada (Mishra et al. 1994), estas
constantes normalizadas representam a fracdo da intensidade de fluorescéncia residual depois da
incorporacdo do fluoroforo na bicamada e estima a afinidade do peptideo pelo lipideo de maneira
qualitativa: quanto menor o valor, mais protegido o fluoréforo esta e maior € a afinidade. Apesar
da similaridade destes parametros é possivel notar que os residuos W destes peptideos foram
incorporados as bicamadas de maneira particular dependendo da sua constituicdo lipidica
(zwitteribnica ou anibnica). Os valores das constantes normalizadas sugerem a mesma ordem de
afinidade observada dos valores das constantes de associacdo obtidos por fluorescéncia. Os
diferentes valores das Ksy para os peptideos em tampao revelam que a solvatacéo do residuo de
W ndo é a mesma, embora nesse meio todos os peptideos apresentem-se ndo estruturados
conforme dados de CD. Curiosamente o peptideo de maior carga, MP-X, e 0 de menor carga,

Polybia MP-3, apresentam respectivamente, a menor e a maior Kgsyt. Esses fatos mostram que os
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resultados aparentemente contraditérios obtidos nos experimentos de anisotropia de

fluorescéncia de W apenas refletem caracteristicas do ambiente desse residuo quando ele se

encontra pouco associado as bicamadas lipidicas.

Tabela 5 — Constantes Stern-Volmer normalizadas em vesiculas PC e PCPG.

Polybia MP-3
Polybia MP-2
Polybia N2-MP-1
MP-X

Q Ksvr Ksvi/Ksyr em PC  Kgy /Ksytr em PCPG
+1 16,8 + 0,6 0,26 £ 0,02 0,25 +0,02
+2 140+0,3 0,32+0,03 0,27 £ 0,03
+3 146 £0,3 0,29 £ 0,03 0,21 +£0,03
+4 11,4+0,1 0,49 £ 0,03 0,22 £ 0,02
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Figura 16: Graficos de Stern-Volmer dos cinco peptideos Polybia MP-3, MP-2, N2-MP-1 e MP-

X supressdo da fluorescéncia do triptofano por acrilamida em tampéo e na presenca de LUVs

PC e PCPG. Peptideo a 5 uM e lipideo a 500 uM em um volume de 1300 ulL em tampdo 10 mM

Tris/HCI, 1 mM EDTA, 0,15 NaCl, pH 7,5 a 25°C. As linhas continuas sdo os melhores ajustes

obtidos com a equacde de Stern-Volmer para supressao estatica (Materiais e Métodos).

49



3.6 Potencial Zeta

A associacdo dos peptideos em vesiculas PCPG também foi monitorada atraves das medidas
de potencial zeta. A associa¢do dos peptideos induziu aumento no potencial zeta da vesicula até
ocorrer a sua inversdo como mostrado na figura 17. Como era esperada, a concentracdo de
peptideo necesséria para a inversdo do potencial da vesicula € menor quanto maior a sua carga
elétrica liquida do peptideo. Entretanto, as razdes entre estas concentracdes e as cargas nao sao as
mesmas sugerindo que hd uma ordem de afinidade que depende ndo somente da carga do
peptideo. Na auséncia de peptideo o valor do potencial zeta para a vesicula anidnica é —30,0 +
0,3mV e corresponde ao potencial elétrico entre a vesicula e a solugdo devido a interacdo das
bicamadas com os ions de NaCl.

5
° °
[ ] [}
0 [ ]
| ° L °
5
1 e o
-10 4 ® .
] [ ]
E -15 ® ¢
S
® [}
0] e . ® MP-X
° ® ® Polybia N2-MP-1
258 S o @ b ® Polybia MP-2
L e Polybia MP-3
-30
-35 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

[Peptideo] (uM)

Figura 17: Medidas de potencial zeta em funcédo da concentracdo dos peptideos em vesicula
PCPG 7030 a 40 uM. Tampdo 10mM Tris/HCI, I mM EDTA, 0,15 NaCl, pH 7,5 a 25°C

Utilizando o modelo de Gouy Chapman, como descrito em Materiais € Métodos e 0
protocolo proposto por Beschiaschvili e Seelig (1990), foi possivel determinar a constante de

associacdo aparente (Ka) € 0 valor da carga efetiva (zer) dos peptideos para a interagdo com

50



membrana modelo anidnica. Os resultados estdo na tabela 6. O algoritmo utilizado nestes
calculos tem como entrada os valores de potencial zeta obtidos experimentalmente em funcéo da
concentracdo dos peptideos (Cp) e da concentragdo de lipideo (C.). Os valores de potencial zeta
sdo convertidos em potencial de superficie de acordo com a equacdo 22 reescrita da seguinte

forma

- ¢ 25
Yo exp(—;cdg“) ( )

onde k ¢ o inverso do comprimento de Debye e d: é a posi¢do da camada de cisalhamento na
qual o potencial zeta é medido e nos calculos foi considerado estar a 2A da superficie da

vesicula. Combinando a expressdo 24 com a lei de conservagdo das massas, C, =C. + X ,C_

podemos escrever:
Cp:CF+XBCL:CF+KapCFCL (26)

O algoritmo procura valores de K, € Zer, que satisfagam esta equacdo. Com estes valores
é possivel calcular a densidade de carga superficial atraves das equacgdes 20 e 21. Os valores de
Kap € Zer encontrados que igualam, numericamente, as equagdes 20 e 21 sdo armazenados.
Alternativamente pode-se utilizar os valores de K, e de Xg calculados através da equagédo 26
para estimar Cpy € usando a equacdo 23 para obter o potencial zeta utilizando a equacao 25. A
comparacdo entre os valores tedricos de potencial zeta e os valores medidos experimentalmente é
utilizada para avaliar o processo de busca das incognitas na determinagéo de Ky, € zZef, ja que
pode existir mais de um conjunto de solugdes.

Na figura 18 sdo mostrados os graficos de potencial zeta experimental e o tedrico em
funcdo da concentracdo total de peptideo, para o Polybia N2-MP-1. Os demais parametros para
este peptideo sdo apresentados na tabela 5. A partir desta figura podemos observar um bom
acordo entre os valores experimentais e tedricos indicando que a solucdo obtida por Gouy-
Chapman é adequada para o sistema em questdo. Esta verificacdo foi feita para os quatro

peptideos e a mesma concordancia foi observada.
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Figura 18: Potencial zeta tedrico e experimental em fungdo da concentracdo de Polybia N2-
MP-1 com vesicula PCPG a 25°C e concentra¢do fixa em 40uM.

Tabela 5 - Valores de Cy, Xg, K, Cr, potencial zeta, zs e densidade superficial de carga, o, para o Polybia N2-MP-

1 em vesicula PCPG 7030 obtidos através da solucdo obtida do modelo de Gouy-Chapman.

Cu(uM) X (10%)  Kgxp(M?Y)  Cr(uM) ¢ (mV) Zef lo| (mC/m?)
0,90 24,3 27000 0,003 26,4 2,69 33,7
1,74 46,9 27000 0,121 22,0 2,41 19,5
3,08 83,1 27000 0,676 ~18,9 1,59 8,19
5,27 142,0 27000 2,310 8,90 1,84 39,5
5,58 150,0 27000 5,970 0,75 1,79 30,2
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Os valores das constantes de associacdo aparente e da carga efetiva para 0s cinco
peptideos foram obtidos de acordo com este procedimento e sdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6 - Constantes de associacdo aparente da interacdo peptideo-lipideo obtidas a partir do modelo de
Gouy Chapmann.

Peptideo Kap (M) Zet
Polybia MP-3 29200500 0,7+0,12
Polybia MP-2 22900300 1,6+0,3

Polybia N2-MP-1 27000400 2,2+0,5
MP-X 29400200 2,7+0,3

Os valores das constantes de associacdo aparente séo da mesma ordem de grandeza que
as constantes de associacdo encontradas atraves das titulagdes fluorimétricas. A carga efetiva é
menor que a carga liquida nominal, isto € uma consequéncia do método de andlise utilizado
(Arbuzova e Schwarz, 1999) e foi atribuida a descricdo simplista do sistema, pelo modelo de
Gouy-Chapman, que ndo considera efeitos importantes como exclusdo de volume (Stankowski,
1991).
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CAPITULO 4

4.1 Discussao

Tabela 7 - Sequéncia e caracteristicas Fisico-Quimicas dos peptideos estudados. Q, a carga
liquida do peptideo, <H>, hidrofobicidade média por residuo, obtida de acordo com a escala de
Eisenberg et al. (1984) pela soma dos residuos hidrofébicos e, @, angulo de face polar.

Polybia MP-3 IDWLKLGKMVMDVL-NH;
Polybia MP-2 INWLKLGKMVIDAL-NH;
Polybia N2-MP-1 INWKKLLDAAKQIL-NH;
MP-X INWKGIAAMAKKLL-NH;

Polybia MP-3 Polybia MP-2 | Polybia N2-MP-1 MP-X

Q +1 +2 +3 +4
<H> 0.06 0.08 -0.10 0.01
)] 60 60 120 100

No presente trabalho, foram utilizados quatro peptideos da familia dos mastoparanos com
carga elétrica liquida variando de +1 a +4 cujas seqliéncias e caracteristicas fisico-quimicas e
estruturais sdo apresentadas na tabela 7. O mecanismo de acédo de trés destes peptideos ndo é
completamente conhecido, entretanto para o peptideo MP-X dois mecanismos de acédo diferentes
foram propostos: poro toroidal, (Matsuzaki et al., 1996) e mecanismo similar ao transportan, que
€ um peptideo construido para penetrar membranas celulares (CPP) proposto recentemente por
Yandek et al. (2009). Observacdes do nosso grupo mostraram que existem intervalos de valores
de concentracdo de peptideo, [P], nos quais diferentes modos de atividade litica podem ser
observados: em concentracGes da ordem de micromolar ndo se observa liberacdo de marcador
fluorescente induzida pelo peptideo Anoplin, no entanto, nesta mesma concentracao observa-se
condutividade i6nica. Acontece que os poros formados por Anoplin sdo menores que o diametro
do marcador (dos Santos Cabrera et al., 2008a). No caso do peptideo Polybia MP-1, em
concentracdo da ordem de micromolar, observam-se curvas sigmoidais caracterizadas por
liberacdo controlada de marcadores (dos Santos Cabrera et al., 2008b). A atividade litica intensa,

caracteristica de ruptura de membrana (modelo carpete) é observada em concentracGes mais altas
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da ordem 10° a 10 M.

A razdo critica entre as concentracbes molares do peptideo e do lipideo [P]/[L] foi
utilizada para quantificar a atividade destes peptideos nos dois tipos de vesicula. Este parametro
mostrou que os peptideos Polybia MP-3 e MP-2 apresentam valores de razdo [P]/[L] critica
baixos independentemente do carater da vesicula e o que €& mais importante,
surpreendentemente, em concentracdo submicromolar na qual outros peptideos ndo apresentaram
liberacdo de marcador fluorescente. Além disso, a razdo [P]/[L] critica para o Polybia MP-3 em
vesicula anidnica foi praticamente a mesma que em vesicula zwitteridnica, assim como para 0
MP-2. Os peptideos mais carregados apresentaram menor razao [P]/[L] em vesicula ani6nica que
em vesicula zwitteridnica, sugerindo que suas cargas contribuiram de maneira a favorecer a
interacdo peptideo-lipideo anidénico. Com o intuito de estimar o tamanho dos poros formados
pelos peptideos, foi feito o calculo do raio de um poro na razéo [P]/[L] critica para os quatro
peptideos nos dois tipos de vesicula. O raio de um poro, na concentracdo limite para desencadear
0 processo cooperativo de liberacdo de corante, é dado por R'= y/c onde o é a tensio de
superficie exercida na membrana pelo peptideo, que é dada por 6 = Ky(Ap/AL)(P/L), onde K; é 0
médulo de expanséo de area (K, = 240 mN/m), Ap a 4rea estimada para um peptideo (135 A?),
A. a area estimada para um lipideo (68 A?) e Xg a fracdo de peptideo ligado & monocamada
externa na [P]/[L] critica e y é a tensdo de linha na borda do poro (y = 10 pN) de acordo com
Huang e colaboradores (2004). Xg foi calculado de acordo com a equacdo 24 utilizando a
definicdo de Xg e as constantes aparentes de associacdo obtidas dos experimentos de titulacdo
fluorimétrica. Os valores de raio obtidos estdo mostrados na tabela 9. Estes valores estdo
correlacionados a atividade litica em vesiculas, indicando que os peptideos, que apresentam
maior atividade litica, como os Polybia MP-3 e MP-2 teriam poros de maior didmetro
comparado com a dimensao da carboxifluoresceina com 1 nm (dos Santos Cabrera et al., 2008),
portanto, quanto maior o poro formado pela interacdo peptideo-lipideo, maior é a porcentagem

de corante liberado.

55



Tabela 8- Os valores de R” calculados pela razio entre a tensdo de linha na borda do poro, v, e a tensio de
superficie exercida na membrana pelo peptideo, 6, R = y/6 onde ¢ = K,(As/A.)Xz), onde K, é 0 mddulo de
expanséo de area (K, = 240 mN/m), As a area estimada para um peptideo (135 A?), A, a area estimada para
um lipideo (68 A% e Xg a fracdo de peptideo ligado & monocamada externa bicamada na [P]/[L] critica, eq.
23, ey =10 pN de acordo com Huang e colaboradores (2004).

Polybia MP-3 Polybia MP-2 _ Polybia N2-MP-1 MP-X
PC PCPG PC PCPG PC PCPG PC  PCPG
Xs (107) 381 383 472 573 736 5064 156 6,50
o (mN/m) 1,81 1,83 225 273 350 2,69 74 31
R*(nm) 552 546 444 366 286 3,72 1,35 3,23

Entretanto, de acordo com Wimley (2010) um Unico poro aquoso de 1nm de diametro
esvaziaria completamente uma vesicula em décimos de segundos e o que geralmente
observamos € um extravasamento incompleto em dezenas de minutos. Essa analise sugere que
na [P]/[L] critica ocorre uma destrui¢do total da integridade da bicamada de algumas vesiculas,
enquanto outras ainda permanecem pouco afetadas. Esse ponto de vista foi recentemente
demonstrado em experimentos com o peptideo Gomesina em vesiculas gigantes (Domingues et
al., 2010) e ¢ consistente com o comportamento denominado “tudo-0u-nada” ou até mesmo com
0 modelo carpete também observado em experimentos com LUVS. A rapidez e a forma como a
bicamada se recuperara (ou ndo) do desequilibrio de carga, area e tensao superficial gerados pela
adsorcdo de moléculas de peptideos que dirigem as falhas da estrutura da bicamada determinardo
a forma como o extravasamento se dara, gradual ou “tudo-ou-nada”. Uma parte das vesiculas
recobra o equilibrio pela destruicdo total e outra pela translocacdo de peptideos e lipideos
simultaneamente, sem causar extravasamento (Wimley, 2010). Assim, os valores de R*
calculados na [P]/[L] critica, e mostrados na tabela 8, podem estar refletindo esse tipo de
comportamento e ndo o tamanho de cada poro individualmente.

Ensaios de dicroismo circular possibilitaram avaliar a extensdo da mudanca
conformacional dos peptideos em diferentes ambientes como: tampédo, vesiculas zwitteridnica e
anionica. Utilizando uma razdo [P]/[L] baixa, de aproximadamente [20 pM] /[500 uM] = 0,04,
observou-se saturacdo nos espectros de dicroismo circular. Nesta condicdo, foi visto que o
conteddo de hélice em vesicula anidnica é significativamente maior que em zwitteriénica (tabela

3) sugerindo que a interacdo eletrostatica € um dos fatores moduladores da mudanca
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conformacional. No entanto, com exce¢do do peptideo MP-X (Q = +4) os peptideos apresentam
um ou dois residuos acidos, que em determinadas posi¢des na seqiiéncia podem contribuir com o
aumento da estabilidade da estrutura em hélice como proposto por Marqusee e Baldwin (1989).
Através de uma série de experimentos, eles observaram que a conformacdo helicoidal é
estabilizada por pontes de hidrogénio e/ou salinas entre uma cadeia lateral de carater acido na
posicdo i e cadeias laterais de carater basico como o i £ 3 ou i * 4 vizinho. Desta forma, a
presenca de residuos &cidos nas posi¢des 2 e 8, inter-espacados por lisinas nas posi¢des 4 e/ou 5,
como os Polybia MP-3 e MP-2, favoreceriam a formacao de pontes de hidrogénio ou salina entre
estas cadeias laterais estabilizando a conformacéo helicoidal. O mesmo acontece com o peptideo
Polybia N2- MP-1, que possui um residuo &cido na posigdo 8 e lisinas como seus terceiros e
quartos vizinhos mais préximos. Além da posicdo relativa de residuos &cidos e basicos, a
hidrofobicidade meédia do peptideo e o tamanho de sua face polar (tabela 7) sdo fatores que
também podem contribuir para a estabilizacdo de estruturas helicoidais. Em vesicula
zwitterionica, o peptideo Polybia MP-2 possui pouco maior teor de hélice a que o MP-3,
aparentemente contrariando a observacdo de Marqusee e Baldwin. Entretanto, a hidrofobicidade
média deve ser levada em conta, assim como a propensdo intrinseca dos residuos em formar
estrutura helicoidal. Desta forma a maior fracdo de hélice observada para Polybia MP-2 em
vesicula eletricamente neutra deve ter origem na hidrofobicidade média do peptideo (<H> =
0,08). Em vesicula anidnica, entretanto, 0 peptideo menos carregado e que possui 0 residuo
acido extra, na presenca de 100 uM de lipidio apresenta um contetido helicoidal praticamente
idéntico ao valor méximo, indicando que o efeito estabilizador da possivel ponte de hidrogénio
ou salina € mais evidente em vesicula anidnica. Polybia N2-MP-1 com carga liquida +3,
apresenta a maior fracdo de hélice em vesicula anidnica, que pode ser devido a carga liquida e a
posicdo do residuo &cido em sua sequéncia que possui duas lisinas nas posices i-4ei+ 4.0
peptideo mais carregado dentre os estudados, 0 MP-X, possui trés residuos basicos e apresenta a
menor quantidade de hélice em vesicula eletricamente neutra, isto pode ser atribuido a sua carga
elétrica liquida e a auséncia de residuos &cidos, que promove a repulsdo eletrostatica e
conseqlientemente o baixo teor helicoidal em vesicula zwitteribnica enquanto favorece a

formacdo de hélice em vesicula ani6nica.
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Tabela 9 — Resultados obtidos por espectroscopia de dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia.
Razéo [P)/[L] critica, fracdo de estrutura helicoidal em concentracdo de saturagdo, f,, deslocamento
espectral dos peptideos nas razdes [P]/[L] criticas obtidos das titulagbes fluorimétricas, AX, constante
aparente de associagéo obtida das titulacbes fluorimétricas, K, razéo entre as intensidades de fluorescéncia
obtida das titulagdes fluorimétricas, I/, e as constantes de Stern-Volmer normalizadas, Ksy /Ksyr.

Polybia MP-3 Polybia MP-2 Polybia N2-MP-1 MP-X

PC__PCPG PC PCPG PC _PCPG PC PCPG
[PV/[L] 0.006 0.0055 0.0085 00084 00137 00079 003 0.009

critica
fooo 0,44 0,54 0,48 0,51 0,30 0,59 0,14 0,52
AL 21 21 20 24 20 20 15 21
Kap 17500 23000 12500 16000 11600 25000 1080 26000
0
/1o 2,35 1,94 2,00 2,03 1,77 1,61 1,30 1,77

Kswvi/Ksvt 0,26 0,25 0,32 0,27 0,29 0,21 0,49 0,22

A ligacéo do peptideo a bicamada foi monitorada por meio da variacdo da intensidade de
emissao de fluorescéncia e do deslocamento espectral do triptofano nos dois tipos de vesiculas.
O deslocamento espectral aumenta com a concentracdo de lipideo e atinge um patamar em
concentracdo alta de lipideo. Os valores do deslocamento espectral nas concentrac6es de lipideo
que correspondem aos valores de razdo [P]/[L] critica, onde a atividade litica tem inicio séo
mostrados na tabela 9; esses valores sd@o praticamente iguais aos valores obtidos ao final da
titulacdo. Em vesicula zwitteribnica o deslocamento espectral aumentou de maneira mais
acentuada para os peptideos Polybia MP-3 e MP-2 do que para 0s demais, enquanto que em
vesicula ani6nica o aumento em AA foi semelhante para todos os peptideos com excecdo do MP-
X. Para as concentracOes altas de lipideo que correspondem aos valores das razdes [P]/[L]
criticas, mostradas na tabela 9, pode-se observar o0 mesmo deslocamento espectral para todos 0s
peptideos em vesicula zwitteribnica, com exce¢do do MP-X que apresentou deslocamento
menor. O mesmo pode ser observado para vesiculas anidnicas com excecdo de Polybia MP-2
para o qual o deslocamento espectral foi maior. Numa tentativa de compreender as diferencas
observadas neste parametro, foram realizados alguns experimentos nos quais o desnaturante

hidrocloreto de guanidina (HG), a 6M, foi adicionado a solucdo de peptideo livre e na presenca
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de bicamada em diferentes razGes [P]/[L]. Este agente caotrdpico promove a desnaturacdo do
peptideo, competindo pelas ligagcdes de hidrogénio. Foi observado que para uma razdo [P]/[L] ~
0,1 os deslocamentos para Polybia MP-3 e MP-2 que eram AL ~ 19 e 18 respectivamente,
passaram a ser AA ~2 apds a adi¢do de guanidina; enquanto em razdes da ordem da razao critica
encontrada nos experimentos de atividade litica ([P]/[L] ~0,005) o deslocamento para estes
peptideos que era de AL ~ 22 manteve-se em AL ~ 15 ap6és a adigdo de guanidina. Estes
resultados mostram que em menores razdes P/L os peptideos formam ligagdes de hidrogénio
mais estaveis e em maior quantidade com os grupos cabeca dos fosfolipideos e, com isso, menos
susceptiveis a competicdo com o agente HG, do que sdo possiveis em altas razdes P/L; além
disso, na formacdo dessas ligacGes de hidrogénio moléculas de agua sdo excluidas tornando o
ambiente do residuo W menos polar. E importante esclarecer que o desnaturante ndo induziu
mudanca nas posicoes dos picos de emissdo dos peptideos em tampdo indicando que os
peptideos ndo apresentam agregacao ou interacédo intercadeia.

As constantes de Stern-Volmer normalizadas indicam a fracdo da acessibilidade do
residuo W ao supressor em uma razdo [P]/[L] = 0,01. Os valores de Ksvi/Ksyr para 0s
peptideos, em vesicula zwitteridnica e em vesicula anibnica, variam entre 0,21 e 0,49 sugerindo
que os peptideos sdo protegidos pela bicamada lipidica, mas ndo completamente.

Outro aspecto importante nas interacdes peptideo-lipideo é a possibilidade de ocorrerem
interacdes com as caudas de hidrocarbonetos dos fosfolipideos. Zhao et al. (2001 e 2002)
determinaram com auxilio de fosfolipideos brominados nas caudas ou da sonda DPH que
peptideos como Temporin L, Indolicidin e Magainina interagem com a regido das caudas.
Temporin L e Indolicidin sdo peptideos com 13 residuos na cadeia, de hidrofobicidade
semelhante a Polybia MP-2, mas com 3 cargas positivas, enquanto Magainina tem 23 residuos
na cadeia, carater hidrofilico e carga liquida +3. Encontraram que Temporin L estd ha cerca de
0,8 nm do centro da bicamada (ou seja a 0,7 nm da regido das cabecas) e que Indolicidin e
Magainina em altas razdes P/L (0,02 a 0,20) afetam a anisotropia da sonda DPH que se localiza
no centro hidrofobico da bicamada. No caso dos peptideos deste estudo ndo se observaram
quaisquer efeitos na anisotropia da sonda DPH (dados mostrados em outro trabalho do grupo).
Esse fato aliado aos resultados obtidos nos experimentos de anisotropia do W e de supressao de
fluorescéncia de W por acrilamida sugerem que Polybia MP-3, Polybia MP-2, Polybia N2- MP-1

e MP-X interagem com a regido das cabecas dos fosfolipideos e/ou com a interface entre essa
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regido e a das cadeias de hidrocarbonetos seu mecanismo de acéo estaria mais proximo daquele
descrito pelo modelo da atividade interfacial (Wimley, 2010).

As constantes de associagcdo aparente, obtidas dos experimentos de titulagdo fluorimétrica
mostrados na tabela 9, indicam que em vesicula zwitteridnica a afinidade do peptideo diminui
com o aumento da carga liquida. Além da carga, a hidrofobicidade parece ter um papel
importante na afinidade, os peptideos com maior hidrofobicidade média apresentam maiores
valores de K,. Isto sugere que a ligacdo peptideo-lipideo zwitteribnico ndo é dirigida por
interacOes eletrostaticas, mas sim pela interacdo hidrofébica. Em vesicula aniénica os peptideos
mais carregados e mais hidrofilicos possuem maiores constantes de associacdo que os demais.
Surpreendentemente, o peptideo menos carregado Polybia MP-3 apresentou afinidade por
vesicula anidnica comparavel aquelas observadas para os peptideos mais carregados, enquanto
que para MP-2 foi aproximadamente 30% menor que 0 MP-3. Este resultado é compativel com a
expressiva atividade antimicrobiana destes dois peptideos em microorganismos Gram-positivos e
Gram-negativos (Souza, et al., 2009). Os valores das constantes de associacdo em vesicula
anidnica sdo maiores que as constantes encontradas para vesiculas eletricamente neutras,
evidenciando a preferéncia dos peptideos por bicamadas anibnicas independentemente das
caracteristicas intrinsecas dos peptideos.

O acumulo pela adsorcdo de peptideos na superficie da membrana modelo pbéde ser
avaliado em medidas de potencial zeta. O carater catidnico dos peptideos ndo poderia resultar em
outra situacdo ja que a superficie membranar € eletricamente neutra ou anibénica. As constantes
de associacdo foram encontradas pela analise dos dados experimentais utilizando modelo de
Gouy-Chapman em vesiculas anidnicas. Estas constantes sdo da mesma ordem de grandeza que
as encontradas pela titulacdo fluorimétrica, mas de maneira intrigante a afinidade do peptideo
menos carregado, Polybia MP-3, em vesicula anibnica ¢ uma das maiores e é comparavel
aquelas observadas para os peptideos, que possuem maior carga liquida. Além da constante
aparente de adsorcéo, a utilizacdo desta técnica permite avaliar a contribuicdo da energia livre
eletrostatica na interacdo peptideo-lipideo anibnico, e esta contribuicdo foi utilizada para estimar
a energia livre hidrofébica nesta interacao.

A energia livre de adsorcdo AGygs calculada com a constante de particdo aparente (Kap)
peptideo-bicamada ani6nica é:

4G4 =—RTIn(K,,555) (27)
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onde RT é a energia térmica e o fator 55,5 é a concentragdo molar da agua que corrige para
contribuigdes do solvente.

A contribuicdo eletrostatica na adsorcdo dos peptideos na bicamada pode ser calculada
reescrevendo a equagéo 23:

— CM
AG, = —RTIn(C—j (28)

.
onde Cy e Cr sdo obtidos da analise dos dados experimentais de potencial zeta usando o modelo
de Gouy-Chapman. As energias livres eletrostaticas mostradas na tabela 10 variam de 0,3 a —
1,9 kcal/mol e refletem a contribuicdo eletrostética para a interacdo de adsorcdo podendo ser
adicionada a energia livre de adsorcdo para calcular a contribuicdo ndo eletrostéatica.

A adsorcao destes peptideos em vesiculas lipidicas é seguida da estruturacdo do peptideo
e da sua insercdo na bicamada, como indica os resultados de dicroismo circular, deslocamento
espectral e a protecdo da supresséo. A energia livre para a formagéo de estrutura helicoidal pode

ser estimada da fracdo de hélice (f,) medida dos experimentos de CD.

4Gy =nf, .Gy (29)

onde n é o nimero de residuos, G¢ € a energia livre de enovelamento por residuo, que foi
estimada por Ladokhin e White (1999) e White e Wimley (1999) ser —0,4 kcal/mol por residuo.
Este valor foi estimado das energias de transferéncia de hélices transmembranares e proteinas de
membrana. Utilizando as fragdes de hélice a, f, na condicdo de saturacdo na equacdo 29,
encontra-se que a estruturacdo do peptideo reduz a energia livre de —2,8 Kcal/mol para o Polybia
MP-2 e de —3,0 kcal/mol para 0 MP-X.

A contribuicdo da energia livre hidrofobica foi calculada como abaixo:

4Gy =AG 45 AGy= 4Gy (30)

A energia livre hidrofébica esta relacionada as contribuicdes energéticas remanescentes
do processo estruturacdo-particdo, e tem como origem as interacdes fracas estabelecidas no
contato peptideo-lipideo, a imobilizacdo do peptideo e o disturbio na bicamada causado pelo

peptideo. E valido notar que a interacdo peptideo-lipideo é dirigida pela contribuicdo hidrofobica
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e que a comparacao entre as energias livres de adsor¢do mostra que elas dependem n&o somente
da hidrofobicidade, mas também da carga elétrica liquida do peptideo. A tabela 10 mostra os
valores destas componentes energéticas para os quatro peptideos em bicamada aniénica. Nesta
tabela pode-se observar que o peptideo menos carregado Polybia MP-3 (Q = +1) e 0 mais
carregado MP-X (Q = +4) com hidrofobicidades 0,06 e 0,01 respectivamente, apresentam 0s
maiores valores de energia livre de adsorcdo sugerindo que a menor carga liquida do Polybia
MP-3 foi compensada pela elevada hidrofobicidade na interacdo com vesicula anibnica, assim
como para o peptideo Polybia MP-2 com hidrofobicidades 0,08 e Q=+2. Entretanto, os valores
das energias livres hidrofébicas calculados desta maneira ndo parecem estar correlacionados com
a hidrofobicidade média dos peptideos, como seria esperado. A ordem observada na energia
hidrofdbica, diminuindo com o aumento da carga liquida esta refletindo a ordem observada para
a componente eletrostatica, sugerindo que o processo de interacdo peptideo-lipideo seja mais
complexo do que o hipotisado ao calcular as componentes energéticas. Entretanto, os valores de
energia hidrofobica sdo da mesma ordem de grandeza das energias calculadas para transferir os
peptideos da agua para octanol usando o programa Mpex (Jayasinghe et al., 2009). A diferenca
entre as energias hidrofobicas do Polybia MP-3 e MP-2 de ~1,0 kcal/mol pode ser devida a

formacdo de ponte de hidrogénio entre as cadeias laterais de acido aspartico e lisina.

Tabela 10 — Energia livre para a interacao peptideo-lipideo através da constante aparente de associacdo obtida
das medidas de potencial zeta.

AGags (Kcal/mol)  AGg (Kcal/mol)  AGgoq (Kcal/mol)  AGhyp (Kcal/mol)

Polybia MP-3 -8,5 -0,3 -3,1 -5,1
Polybia MP-2 -8,3 -1,3 -2,8 -4,2
Polybia N2-MP-1 -8,4 -1,6 -3,3 -3,5
MP-X -8,5 -1,9 -3,0 -3,6
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CAPITULO5

5.1 Considerag0es Finais

Neste trabalho, foram estudadas as intera¢cdes de quatro peptideos com vesiculas anidnica
e zwitteribnica. Os peptideos que apresentam menor carga elétrica liquida sdo aqueles que
possuem maior hidrofobicidade média, enquanto os peptideos que possuem maior carga Sao
hidrofilicos.

Através dos experimentos de extravasamento, observou-se que os peptideos com menor
carga elétrica possuem as maiores atividades liticas tanto em vesicula zwitteridnica quanto em
vesicula anidnica. Além disto, os resultados para estes peptideos foram praticamente 0s mesmos
para os dois tipos de vesicula. Isto sugere que a interacdo eletrostatica ndo foi a principal
moduladora desta interag&o.

Os ensaios de dicroismo circular possibilitaram avaliar o grau de estruturacdo dos
peptideos quando estes interagem com bicamadas lipidica. Em vesicula zwitteribnica, os
peptideos menos carregados e mais hidrofébicos apresentaram maior teor helicoidal que os
demais. Isto sugere que esta interacdo peptideo-lipideo zwitteribnico ndo é modulada
especialmente pela interacdo eletrostatica, mas também pela interacdo hidrofobica. Em vesicula
anidnica, observou-se que todos peptideos apresentaram maior teor helicoidal que em vesicula
eletricamente neutra, sugerindo que a interacdo eletrostatica influenciou de maneira significante
na estruturacdo destes peptideos em baixa razdo [P]/[L]. Os experimentos de titulacdo
fluorimétrica forneceram resultados como o deslocamento espectral e as constantes aparentes de
associacgdo, que possibilitam avaliar a afinidade dos peptideos pelas bicamadas lipidicas. A partir
destes dados foi possivel notar que os peptideos menos carregados possuem elevada afinidade
por vesicula zwitteribnica e aniénica. Enquanto os peptideos mais carregados possuem menor
afinidade por vesicula zwitteribnica e afinidade elevada por vesicula aniénica assim como foi
visto pelos dados de dicroismo circular e atividade litica.

A variacdo do potencial da superficie das membranas modelo pela interagdo com 0s
peptideos foi monitorada pelas medidas de potencial zeta. Estas medidas mostraram que a
concentracdo de peptideo necessaria para a inversdao do potencial da vesicula é menor quanto

maior a sua carga elétrica liquida. Entretanto, as razdes entre estas concentracdes e as cargas ndo
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sdo as mesmas sugerindo que ha uma ordem de afinidade que depende ndo somente da carga do
peptideo. Para isto foi feita a andlise destes dados utilizando o modelo de Gouy-Chapmann com
a finalidade de encontrar as constantes de associacdo aparente. Estas constantes sdo da mesma
ordem de grandeza que aquelas encontradas por titulacdo fluorimétrica e mostram que 0s
peptideos com menor carga possuem elevada afinidade por vesicula anibnica, assim como 0s
experimentos anteriores. Neste contexto, foi feito o célculo das energias livres que contribuem
para a interacdo peptideo-lipideo. Os valores de energia livre eletrostatica aumentaram com a
carga elétrica, enquanto os valores de energia livre hidrofobica aumentaram com a
hidrofobicidade média dos peptideos. No entanto, as contribui¢des da interacdo eletrostatica sdo
menores que as encontradas para a interacdo hidrofobica, independentemente da carga dos
peptideos. Através das curvas de potencial zeta e dos valores das contribuicdes energéticas das
interacdes eletrostatica e hidrofobica foi possivel concluir que a interacdo eletrostatica é
fundamental para atrair o peptideo a superficie da bicamada, mas a principal interacdo,
responsavel pela sua ligagcdo a bicamada, é a interacao hidrofobica.

Alguns modelos de interagdo peptideos-bicamadas mais discutidos na literatura
estabelecem a formacéo de poros. No caso do modelo tadbua de barril verificado para o peptideo
Alameticina os peptideos interagem entre si lateralmente e formam poros semelhantes a aquele
das proteinas de canais i6nicos. O modelo toroidal, em tese compativel com peptideos de cadeia
curta e com um comportamento cooperativo como observamos neste trabalho, pelo qual a
segregacdo existente na membrana entre suas regides polares e ndo polares é rompida, ndo foi até
0 presente estabelecido para peptideos antimicrobianos, segundo Wimley (2010). Por outro lado
no modelo de mecanismo carpete ou no detergente a existéncia da estrutura de um poro ndo € um
requisito. Recentemente outros modelos ou varia¢es dos anteriores foram propostos para como
0 de Bechinger e Lohner (2006, 2009) baseado nas formas moleculares e em descri¢des da
interacdo feitas a partir de diagramas de fase, o de Epand e colaboradores (2010) que considera
formacdo de aglomerados de fosfolipideos induzidos pela presenca dos peptideos e que o
extravasamento ocorreria pela existéncia de defeitos nas fronteiras entre fases, o de Almeida e
Pokorny (2009) baseado em constantes de ligacdo, inser¢do e perturbacdo de bicamadas e o de
Wimley (2010) denominado modelo de atividade interfacial.

Analisando os resultados obtidos a luz desse Gltimo modelo, observamos as seguintes

correlacdes: os peptideos mais eficientes na atividade litica sdo também os menos seletivos; ha
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um importante equilibrio entre residuos hidrofobicos e polares carregados; os peptideos ligam-se
as bicamadas, sdo imperfeitos na segregacdo de seus residuos polares e apolares como mostram
nas projecdes helicoidais (Figura 4) e o fato de que o teor helicoidal mal ultrapassar 50%. Essa
“anfipaticidade imperfeita” facilitaria acomodar o peptideo na bicamada e o extravasamento de
solutos polares ocorreria porque eles seriam carregados através da bicamada juntamente com
moléculas de peptideo e lipideo quando a estrutura perturbada da bicamada fosse formada. E
ainda, quando as constantes aparentes de associacdo sdo semelhantes, verificamos um
comportamento semelhante na atividade litica. Em outros trabalhos do grupo utilizando
microscopia de vesiculas gigantes observamos também a segregacédo de porcdes lipidicas.

Em suma, foi visto que as caracteristicas estruturais dos peptideos como a carga elétrica
liquida, a hidrofobicidade média, o tamanho da face polar e a posi¢do dos residuos acidos,
béasicos e hidrofébicos assim como a constituicdo lipidica das membranas modelo influenciam de

diferentes maneiras na interacdo peptideo-lipideo podendo potencializa-la ou néo.
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