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RESUMO

Versdes diméricas dos peptideos antimicrobianos (PAMs) Aureina 1.2 (AU) e Magainina 2
(MG2) foram sintetizadas e avaliadas em relacdo a influéncia da dimerizacdo e da posic¢do do
linker (N- ou C- terminal) na estrutura e atividade bioldgica. Em solugdo aquosa, o peptideo AU
ndo apresentou estrutura secundaria definida. Por sua vez, os dimeros (AU).K e E(AU);
apresentaram uma estrutura helicoidal. Em presenca de miméticos de membrana, os trés
peptideos adquiriram uma estrutura tipo a-hélice. Estudos preliminares de atividade hemolitica e
vazamento de carboxifluoresceina mostraram que a atividade do peptideo AU é dependente da
concentracdo. No entanto, para as versdes diméricas este efeito foi menos pronunciado. Isto
sugeriu que a dimerizacdo muda o mecanismo de acdo, o que logo foi confirmado por diferentes
técnicas biofisicas (microscopia de contraste, calorimetria de titulagdo isotérmica, dicroismo
circular e vazamento de carboxifluoresceina). Em relacdo a atividade antimicrobiana, as versdes
diméricas tiveram uma diminuicdo da atividade contra Escherichia coli, Saphylococcus aureus e
Candida albicans quando comparadas com o mondmero. Entretanto, os dimeros apresentaram a
capacidade de agregar células de C. albicans. Empregando técnicas espectroscopicas (dicroismo
circular e fluorescéncia), foi evidenciado que o dimero (AU);K interage com mananos, 0
principal componente da parede celular de C. albicans. Esta interacdo ndo foi observada para o
mondmero. Em funcdo destes resultados, foi proposto um modelo pelo qual o dimero interage
com 0s mananos, levando a agregacao das células de levedura. Em um segundo bloco o peptideo
MG2 foi estudado. Em solugdo aquosa, 0 peptideo MG2 e as duas versGes diméricas ndo
apresentaram estrutura secundaria definida. Por sua vez, em presenca de miméticos de
membrana, os trés peptideos adquiriram estrutura helicoidal. Os resultados mostraram que a
dimerizagdo N-terminal ndo afetou a atividade biologica do peptideo MG2. J4, o peptideo
(MG2),K apresentou uma atividade antimicrobiana entre 8 e 16 vezes maior que 0 menémero.
Motivados por estes resultados, a velocidade de atividade foi avaliada. Os dados mostraram que a
dimerizacdo C-terminal do peptideo MG2 aumenta consideravelmente a velocidade com que o
peptideo age sobre E. cali. Os peptideos MG2 e E(MG2), ndo apresentaram atividade hemolitica,
enquanto que (MG2),K foi hemolitico, mas sé acima da concentracdo inibitéria minima. Os
resultados de vazamento de carboxifluoresceina mostraram que as versdes diméricas tem uma
maior capacidade de permeabilizar LUVs. De modo geral, os resultados mostraram que em
funcdo do peptideo utilizado e a posi¢do do linker, a dimerizagdo pode aumentar, diminuir ou néo
alterar a atividade bioldgica. Assim, a dimerizagcdo ndo é um tdpico conclusivo e constitui uma
interessante estratégia no desenho de novas moléculas com potencial biotecnologico.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos. Dimerizacdo. Atividade biolégica. Mecanismo de
acao.



ABSTRACT

Dimeric versions of the antimicrobial peptides (AMPs) Aurein 1.2 (AU) and Magainin 2 (MG2)
were synthesized and evaluated for the influence of dimerization and the position of the linker
(N- or C-terminal) in the structure and biological activity. In aqueous solution, AU showed no
defined secondary structure. On the other hand, the dimers (AU);K and E(AU), showed a helical
structure. In the presence of membrane mimetics, the three peptides acquired a a-helix structure.
Preliminary studies of hemolytic activity and leakage of carboxyfluorescein showed that the
activity of AU is concentration dependent. However, this effect was less pronounced for the
dimeric versions. This suggested that dimerization would change the mechanism of action, a fact
that was confirmed by different biophysical techniques (contrast microscopy, isothermal titration
calorimetry, circular dichroism and leakage of carboxyfluorescein). Regarding antimicrobial
activity, dimeric versions had a marked decrease in activity against Escherichia cali,
Saphylococcus aureus e Candida albicans when compared to the monomer. However, dimers
showed the ability to aggregate cells of Candida albicans. Using spectroscopic techniques
(circular dichroism and fluorescence), it was shown that (AU).K interacts with mannans
molecules, the main component of the cell wall of C. albicans. This interaction was not observed
for the monomer. Based on these results, a model has been proposed by which the dimer interacts
with mannans, leading to aggregation of the yeast cells. In a second part, MG2 was studied. In
aqueous solution MG2 and the two dimeric versions showed no defined secondary structure.
However, in the presence of membrane mimetics, all three peptides have acquired helical
structure. The results showed that the N-terminal dimerization did not affect the biological
activity of the peptide MG2. On the other hand, the peptide (MG2),K showed an antimicrobial
activity between 8 and 16 times higher. Encouraged by these results, the “time-kill” activity was
evaluated. The data showed that the C-terminal dimerization of MG2 increases the speed with
which the peptide acts on Escherichia coli. The peptides MG2 and E(MG2), showed no
hemolytic activity, while (MG2),K was hemolytic, but only above the minimum inhibitory
concentration. Carboxyfluorescein leakage assay showed that the dimeric versions have a greater
ability to permeabilize LUVs. Overall, the results showed that depending on the peptide used, and
the position of the linker, dimerization can increase or decrease the biological activity. Thus,
dimerization is not a conclusive topic and is an interesting strategy in the design of new
molecules with biotechnological potential.

Keywords: Antimicrobial peptides. Dimerization. Biological activity. Mechanism of action.
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1.1- Resisténcia aos antibioticos

N&o ha duvidas de que a resisténcia aos antibidticos constitui um dos maiores desafios da
medicina e o maior da infectologia na atualidade (Fair e Tor, 2014; Khan e Siddiqui, 2014;

Martinez e Baquero, 2014).

O primeiro alerta sobre essa situacdo foi feito em 1981, durante a “International Plasmid
Conference on Molecular Biology”, na cidade de Santo Domingo, Republica Dominicana, onde
se alertava que os antibidticos comegavam a perder sua efetividade e, se a¢bes ndo fossem
tomadas, poderia chegar o dia no qual esses agentes ndo seriam mais Uteis para combater doengas

(Levy et al., 1981). Esse momento parece estar proximo.

A resisténcia aos antibidticos é considerada uma questdo de salde publica pela
Organizacdo Mundial da Saude, entre outras organizacdes, e vem sendo cada vez maior (figura
1).

Figura 1 - Resisténcia de alguns microrganismos 0s antibidticos tradicionais. 1- Staphyl ococcus aureus
resistente a meticilina, 2- Enterococos resistentes a vancomicina, 3- Pseudomonas aeruginosa resistente a

imipenem, 4- Acinetobacter ssp resistente a imipenem, 5- Candida ssp resistente a fluconazol.
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Fonte: Adaptado de: http://www.dfwhcfoundation.org.
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E interessante destacar que a problematica nio é alheia ao Brasil. O panorama da
resisténcia aos antimicrobianos € preocupante, e a crescente identificacdo de cepas
multirresistentes nos hospitais brasileiros vem causando preocupacdo entre os profissionais da
salde (Rossi, 2011). A resisténcia aos antibioticos tem prolongado o tempo de internacdo de
pacientes, aumentando os custos e, principalmente, elevando a mortalidade. Entre os casos de
resisténcia no Brasil, Enterococos resistentes a vancomicina e Estafilococos resistentes a

meticilina sdo os que se destacam (Dabul e Camargo, 2014).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno que esta relacionado a existéncia de
diferentes mecanismos bioquimicos que inibem a acdo dos antibidticos. A resisténcia pode ser
originada em mutac6es que ocorrem no microrganismo durante seu processo reprodutivo e que
resultam em modificacGes na sequéncia de bases que formam o DNA. Essas modificacdes ao
acaso podem conferir uma vantagem, e assim possibilitar a selecdo da cepa resistente uma vez
que essa entra em contato com o antibiotico (figura 2a).

A outra origem da resisténcia, muito mais frequente, € a transferéncia de genes causadores
do fenbmeno, a chamada resisténcia transferivel (figura 2b). Essa resisténcia acontece por meio
dos mecanismos de transducdo, transformacgdo e conjugacdo de elementos genéticos mdveis

como plasmideos e transposons (Cunha, 1998; Martinez, 2012).

Figura 2 - Mecanismos de aquisicdo de resisténcia. Mutacdo (a) e transferéncia génica (b).
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Fonte: http://www.niaid.nih.gov/topics/antimicrobialresistance/Pages/default.aspx
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Como explicado anteriormente, a resisténcia antimicrobiana pode ser considerada um
fenbmeno natural, mas o uso irracional de antibioticos, entre outras causas, vem contribuindo

para o aumento desse problema (figura 3).

Figura 3 - Principais causas da resisténcia aos antibidticos.
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Fonte: http://www.who.int/world-health-day/2011/en/

O inadequado uso de antibidticos €, provavelmente, a principal causa da ocorréncia de
microrganismos resistentes. Considera-se que mais da metade das prescri¢cdes sdo inadequadas e
pelo menos 2/3 dos antibidticos sdo usados sem prescricdo médica no mundo (Wannmacher,
2004). Somado a isso, hd uma diminuicdo do nimero de novos antibiéticos aprovados para a
comercializacdo (figura 4), o que agrava ainda mais a situacao (Shlaes et al., 2013). Finalmente, a
falta de programas efetivos de controle do uso de antibidticos também contribui para o aumento

do problema.
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Figura 4 - Numero de novos antibidticos aprovados pela FDA.

..

Fonte: Adaptado de: Center for Drug Evaluation and Research, FDA. 2013
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Os microrganismos tém demonstrado uma incrivel flexibilidade de adaptacdo que lhes
permitiu colonizar praticamente todos os ambientes da Terra, incluindo o homem. A incrivel
plasticidade do seu genoma lhes permite desenvolver mecanismos de resisténcia para
praticamente qualquer antibidtico (Rodriguez-Rojas et al., 2013).

Mesmo que o0 panorama da resisténcia pareca sombrio, é necessario reafirmar que, desde a
descoberta de Fleming, os antibi6ticos vém trazendo bem-estar a humanidade e, mesmo tendo
gue enfrentar o grande desafio da resisténcia, esses continuardo sendo as armas mais poderosas

para o controle dos microrganismos.

1.2- Peptideos antimicrobianos

A situacdo acima descrita obriga os pesquisadores a trabalhar no desenvolvimento de
novas moléculas para o controle das doencas provocadas por microrganismos patdgenos. Entre
essas moléculas, os peptideos antimicrobianos (PAMs) surgem como uma alternativa interessante

ja que atuam principalmente mediante mecanismos nos quais 0os microrganismos dificilmente
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desenvolvem resisténcia (Marr et al., 2006; Fjell et al., 2012; Roscia et al., 2013). Em contraste
com os antibioticos convencionais, que exercem atividade tdxica pela ligacdo a alvos especificos,
a maioria dos PAMs tem sido considerada desestabilizante de membrana.

Os PAMs sdo componentes do sistema de defesa de primeira linha de muitas formas de
vida e podem ser encontrados em microrganismos, insetos, plantas e até no homem. Em
organismos superiores, essas moléculas fazem parte do sistema imune inato, o qual é a principal
defesa para a maioria desses organismos (Hancock e Sahl, 2006). Os PAMs tém a capacidade de
ativar o sistema imune e provocar a eliminacdo do agente patdgeno, mas também podem mata-lo

diretamente (figura 5).

Figura 5 - Mecanismos de a¢do dos PAMs.
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Fonte: Modificado de Hancock e Sahl, 2006.

O amplo espectro de atividade, a rapida acdo microbicida e a possibilidade de ser utilizado
em combinacdo com outros antibioticos fazem com que os estudos com PAMSs sejam cada vez
maiores, evidenciando o alto potencial dessas moléculas (Fjell et al., 2012; Seo et al., 2012;
Wenzel et al., 2014). A larga gama de atividade dos PAMs é, talvez, sua principal carateristica e
a que os posiciona como alvo de estudo de pesquisas em diferentes areas das ciéncias bioldgicas

e da salde. Muitos PAMs apresentam uma atividade bioldgica multifuncional, sendo ativos
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contra bactérias Gram positivas, Gram negativas, fungos e até virus. A atividade antiparasitaria
também tem sido descrita para muitas dessas moléculas. Finalmente, muitos PAMs tém se
mostrado ativos contra diferentes linhagens de células tumorais (Hoskin e Ramamoorthy, 2008;
Li et al., 2012; Roscia et al., 2013).

Além de inibir o crescimento microbiano, muitos dos PAMs tém mostrado a capacidade de
inibir tanto a formac&o de biofilmes como também a desintegracdo do mesmo, uma vez formado
(Batoni et al., 2011; Pompilio et al., 2011).

Essas carateristicas fazem que o numero de publicacdes relacionadas aos PAMs venha
crescendo exponencialmente, evidenciando o forte interesse da comunidade cientifica por esse

tipo de moléculas (figura 6).

Figura 6 - Evolucéao das pesquisas sobre peptideos antimicrobianos.
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Fonte: Web of Knowledge, 2014. Critério de busca: “antimicrobial peptide”.

1.2.1- Caracteristicas

Os PAMs apresentam uma grande variedade estrutural, entretanto, é possivel agrupa-los
em quatro grupos caracteristicos de estruturas secundarias: a-hélice, folha-p, mistura o/p e
randomica (figura 7). As estruturas helicoidais sdo formadas durante a interacdo do peptideo com

a superficie externa de membranas. Os peptideos estruturados em folha-p sdo formados pelo
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emparelhamento de cadeias polipeptidicas, podendo formar dois padrdes distintos de folha-f: a
forma antiparalela e a forma paralela. Também é possivel encontrar PAMs com estrutura mista
a/p estabilizada por ligacdes de dissulfeto, como é o caso da defensina humana 2. Finalmente,
mesmo sendo parte de um pequeno grupo, alguns PAMs ndo apresentam estrutura secundaria
definida, mesmo quando estdo em contato com uma interfase agua-lipideo (Jenssen et al., 2006;
Zhang et al., 2014).

Figura 7 - PAMs com as quatro estruturas secundarias mais representativas.
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Fonte: Zhang, 2014

O maior grupo de PAMs que agem sobre as membranas celulares, algumas vezes
denominados PAMs catibnicos, apresentam certas propriedades fisico-quimicas que 0s
caracterizam como um grupo especial de biomoléculas: 1) sdo constituidos normalmente por 12 a
50 residuos de aminoacidos, 2) apresentam carga liquida positiva, 3) possuem aproximadamente

50% de residuos hidrofobicos; e 4) formam uma a-hélice com carater anfipatico (figura 8).

A cationicidade ocorre devido a presenca de residuos de aminoécidos bésicos, tais como
arginina e lisina. Muitos modelos mostram que esse carater é determinante para a atracao inicial

dos PAMs a superficie das membranas de bactérias e de outros microrganismos. Ja, a
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anfipaticidade é caracterizada pela separacdo da estrutura da a-hélice em uma face hidrofébica e
outra hidrofilica. O carater anfipatico € formado por uma sequéncia periddica de residuos polares
e apolares em um intervalo entre trés a quatro residuos de aminoacidos. Dessa forma, as cadeias
laterais polares e apolares dos residuos de aminoacidos posicionam-se adequadamente para uma
separacdo em faces opostas (Matsuzaki, 2009; Li et al., 2012; Wang, 2013).

Figura 8 — Principais carateristicas fisico-quimicas dos PAMSs cationicos.
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Fonte: Modificado de Wang, 2013.

1.2.2-Mecanismos de agao

Muitos PAMs foram estudados, porém, o mecanismo de acéo destas moléculas ainda néo é
totalmente claro (Gofman et al., 2010; Wimley, 2010; Cirac et al., 2011). Varios mecanismos
tém sido propostos para explicar o modo de acdo dos PAMs que envolve, principalmente, a

desestabilizacdo da membrana plasmatica dos microrganismos. A formacéo de poros ou o efeito
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detergente dos peptideos explica o evento acima (Brogden, 2005; Sengupta et al., 2008; Melo et
al., 2009).

Neste processo, em uma primeira etapa, mediante interacdes eletrostaticas, os PAMs
interagem com as cabecas polares dos fosfolipidios da membrana plasmatica. Apo6s essa
interacdo, e dependendo de varidveis préprias da membrana (composicdo, carga, etc) e do
peptideo (sequéncia, carga, concentracdo e estado de oligomerizacdo), a desestabilizacdo da
membrana pode ocorrer mediante trés mecanismos (Giangaspero et al., 2001). O modelo
conhecido como “barrel-stave” (figura 9a) descreve a formacdo de poros ou canais
intramembranares na forma de barril, em que cada aduela pode ser representada por uma cadeia
peptidica na forma de uma alfa hélice anfipatica. Nesse modelo, a face hidrofébica do peptideo
interage com as caudas apolares dos fosfolipidios da membrana, enquanto a face hidrofilica

permanece voltada para o interior do poro.

Figura 9 - Mecanismos de acdo propostos para PAMs que agem sobre a membrana plasmatica. a)

“barrel-stave”, b) “toroidal pore”, c) “carpet-like”.

Fonte: Modificado de Brogden, 2005 .

Segundo o mecanismo “toroidal pore” (figura 9b), baseado também na formagao de poros,
0s peptideos ficam associados as cabecas dos fosfolipidios e induzem uma curvatura na bicamada

lipidica. Esse modelo difere do “barrel-stave”, pois além dos peptideos, as cabecas polares dos
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lipidios constituem o interior polar do poro formado. O peptideo Magainina 2 € um exemplo de
PAM que age segundo esse mecanismo (Tamba et al., 2010).

Em contraste com esses dois mecanismos, o0 mecanismo denominado “carpet-like” (figura
9c) propde a permeabilizacdo da membrana por meio da acdo detergente dos peptideos. Assim, a
partir de uma determinada concentra¢do de peptideos na superficie da membrana (“threshold
concentration”) ocorre a formagdo de agregados micelares, iniciando o processo de solubilizacdo
(Brogden, 2005; Lorenzon et al., 2013).

E interessante destacar que, além da atividade sobre membranas plasmaticas (figura 10a),
outros alvos intracelulares também devem ser tidos em conta. Um grande nimero de PAMs tém a
capacidade de atravessar a membrana plasmatica e interferir em uma grande variedade de
processos bioldgicos, como o metabolismo de acidos nucleicos (figura 10b e c), a sintese e
enovelamento de proteinas (figura 10e e f), a sintese da parede celular (figura 10d), a alteracdo da
membrana mitocondrial e a sintese de ATP/NADH (figura 10g), entre outros (Andreu e Rivas,
1998; Peters et al., 2010).

Figura 10 - Mecanismos alternativos de acdo dos PAMSs. Atividade (a) em membranas plasmaéticas; (b,c)
sobre 0 metabolismo de acidos nucleicos; (d) na sintese da parede celular; (e,f) na sintese e enovelamento

de proteinas; (g) na membrana da mitocéndria ou na sintese de ATP/NADH.

Fonte: Modificado de (Peters et al., 2010).
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1.2.3-Dimerizacéo

Como descrito, a maioria dos PAMs atua em nivel da membrana celular dos
microrganismos. Pesquisas mostraram que, independentemente do mecanismo de acdo, a
agregacao/oligomerizacdo dos PAMs é um pré-requisito (Arnusch et al., 2007; Sengupta et al.,
2008; Melo et al., 2009). E por isso que, além dos fatores apresentados na Figura 8, atualmente se
sugere que a oligomerizacdo dos PAMs também contribui com sua atividade e seletividade (Sal-
Man et al., 2002; Glukhov et al., 2005; Yang et al., 2009; Zhu e Shin, 2009b).

Levando isso em conta, varios PAMs foram dimerizados obtendo maior atividade
antimicrobiana e vantagens farmacotécnicas, como o aumento da solubilidade e a resisténcia
frente a proteases (Hornef et al., 2004; Pini et al., 2005; Liu et al., 2006; Falciani et al., 2007,
Taylor et al., 2007; Welling et al., 2007; Lee et al., 2008; Dewan et al., 2009; Guell et al., 2012;
Hernandez-Gordillo et al., 2014; Lakshminarayanan et al., 2014). Porém, o efeito da dimerizacdo
na atividade biol6gica ndo é claro, ja que algumas versbes diméricas ndo apresentaram maior
atividade, ou foram muito toxicas (Mantyla et al., 2005; Yang et al., 2009; Zhu e Shin, 2009a;
Lorenzon et al., 2012; Lorenzon et al., 2013; Cameron et al., 2014; Jamasbi et al., 2014).

Diferentes estratégias foram abordadas para as sinteses de peptideos diméricos. Os mesmos
foram obtidos: 1) pela formacdo de ligacbes de dissulfeto (Lee et al., 2008) 2) por
poliaminoacidos (He et al., 2007); 3) pelo acido g-aminocapréico (entre o extremo amino-
terminal de um peptideo e o extremo carboxila-terminal de outro) (He et al., 2007); 4) pelos
grupos amino-terminal de um polietilenoglicol derivatizado (Biernat et al., 2006); 5) empregando
um derivado do &cido aminopropandico (Kamysz et al., 2006); 6) mediante residuos de lisina ou

acido glutdmico (Khrushchev et al., 2007); entre outros.

A autoassociacdo de peptideos e proteinas para formar dimeros e oligbmeros é um
fendmeno relativamente comum na natureza. Estudos mostraram que a dimerizacdo ou
oligomerizacdo é um fator chave na regulagdo de enzimas, canais ibnicos e receptores, entre
outros (Marianayagam et al., 2004). Dessa forma, a dimerizagdo de PAMSs se apresenta como
uma estratégia muito interessante no desenho de novas moléculas com potencial terapéutico (Liu
et al., 2006; Liu et al., 2010; Lakshminarayanan et al., 2014).
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1.2.4- PAMs de anfibios

Como citado anteriormente, PAMs tém sido encontrados em praticamente todas as formas
de vida. Em trabalhos relativamente recentes uma nova fonte de PAMs foi descoberta: a secrecéo
da pele de anfibios (Rinaldi, 2002; Apponyi et al., 2004; Castro et al., 2009; Conlon, 2011;
Konig e Bininda-Emonds, 2011; Won et al., 2011; Xie et al., 2014).

Embora esses peptideos venham sendo alvo de muitas pesquisas, a maioria das familias
de anuros ainda ndo teve suas toxinas completamente estudadas. Em vista disso, o estudo de
PAMs extraidos de ras pode ser uma fonte importante para o desenvolvimento de novas drogas
antimicrobianas, ndo s6 pela sua atividade intrinseca, mas também pela sua utilizacdo como
modelos a partir dos quais diferentes analogos com propriedades melhoradas podem ser

desenhados.

Entre essas moléculas, Aureina 1.2 e Magainina 2 sdo dois PAMs muitos estudados,
porém as bases moleculares dos seus mecanismos de acdo e os efeitos de modificacbes em sua

estrutura, como a dimerizagao, ainda ndo foram completamente entendidos.

1.2.4.1- Aureina 1.2

O PAM aureina 1.2 pertence a familia das aureinas, originalmente isoladas das rés
australianas Litoria aurea e Litoria raniformis (Chen et al., 2005). Dentro dessa familia, o
peptideo aureina 1.2 é um dos peptideos mais ativo e melhor caraterizado. Ela é uma molécula
relativamente curta, com 13 residuos de aminoécidos, massa molecular de 1480 g/mol e a

seguinte estrutura primaria:

GLFDIKKIAESF-NH;

Em relacdo a sua estrutura secundaria, o peptideo ndo tem uma estrutura definida em

solucdo aquosa, mas adota uma estrutura helicoidal na presenca de solventes estruturantes como
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o trifluoroetanol ou miméticos de membrana como micelas e vesiculas (Rozek et al., 2000;
Marcotte et al., 2003; Wang et al., 2005) (figura 11).

O peptideo aureina 1.2 além de possuir atividade antimicrobiana é também ativo contra
algumas linhagens tumorais. Além disso, nas concentracdes biologicamente ativas, ndo apresenta
toxicidade contra hemacias (Giacometti et al., 2007; Hoskin e Ramamoorthy, 2008). Essas
carateristicas fazem do peptideo um interessante molde a partir do qual diferentes analogos tém
sido desenhados (Li et al., 2006; Mishra e Wang, 2012; Lorenzon et al., 2013).

Figura 11 — Estrutura tridimensional do peptideo Aureina 1.2

Fonte: Protein Data Bank (http://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/view/entry/Ivm5/summary.html)

Segundo a bibliografia, 0 mecanismo de acdo proposto para este peptideo é o “carpet like”
(Balla et al., 2004; Ambroggio et al., 2005; Mechler et al., 2007; Gehman et al., 2008).

1.2.4.2- Magainina 2

O peptideo magainina 2 € um dos primeiros PAMs a serem descobertos e, talvez, um dos
mais estudados desde sua descoberta por Michael Zasloff em 1987 (Zasloff, 1987; Gregory et al.,
2009; Lee e Lee, 2014). A magainina 2 pertence a familia das magaininas, grupo de PAMs
isolados da pele do sapo africano Xenopus laevis, e possui 23 residuos de aminoacidos, massa

molecular de 2466 g/mol e a seguinte estrutura primaria:
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GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS-NH;

Como a grande maioria dos PAMs, a Magainina 2 ndo apresenta uma estrutura secundaria
definida em &agua, mas em presenca de solventes estruturantes ou miméticos de membrana, adota

uma estrutura helicoidal anfipatica (figura 12).

Figura 12 - Estrutura tridimensional do peptideo Magainina 2.

.

Fonte: Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=2MAG)

Em relacdo a sua atividade biologica, o peptideo € ativo contra um grande ndmero de
microrganismos, desde bactérias Gram+, Gram-, fungos, protozoarios e até células tumorais
(Aboudy et al., 1994; Westerhoff et al., 1995; Lehmann et al., 2006). Essa multifuncionalidade
do peptideo faz dele uma molécula muito interessante de ser estudada, apresentando um grande
potencial biotecnologico. Assim, desde sua descoberta, um grande numero de analogos da
magainina 2 tém sido sintetizados visando o aumento de sua atividade antimicrobiana (Zasloff et
al., 1988; Bessalle et al., 1990; Unger et al., 2001; Han e Lee, 2013).

De acordo com a bibliografia, 0 mecanismo de a¢do da magainina 2 estaria relacionado
com a formacédo de poros toroidais na membrana plasmatica tanto dos microrganismos como de
células tumorais (Matsuzaki et al., 1996; Tamba et al., 2010).
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1.3-Metodologias para o estudo do mecanismo de acdo de PAMs

O mecanismo de acdo de uma determinada molécula bioativa é sempre um quesito
essencial na hora de fundamentar a sua atividade. As bases moleculares do mecanismo de agéo

também sdo importantes no desenho de novas moléculas bioativas.

No caso particular dos PAMSs, a interacdo peptideo-lipideo tem sido objeto de
consideraveis debates, fazendo necesséria a utilizacdo de diferentes técnicas experimentais e
tedricas para a elucidacdo desse fendmeno. Entre essas técnicas (Figura 13) destacam-se a
ressonancia magnética nuclear, a microscopia oOtica e de forca atbmica, a calorimetria de titulacéo
isotérmica (ITC), o vazamento de carboxifluoresceina (CF), a fluorescéncia, o dicroismo circular

(CD) e a dinamica molecular, entre outras (Galdiero et al., 2013).

Figura 13 - Algumas metodologias utilizadas para o estudo da interagdo peptideo-lipideo.
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Fonte: Adaptados de Galdiero et al., 2013.

A utilizagdo conjunta de algumas destas metodologias fornece dados complementares que
favorecem o entendimento da interacdo peptideo-lipideo (Galdiero et al., 2013). Porém, um

acurado conhecimento sobre o mecanismo de acdo dos PAMs muitas vezes é dificil de atingir, ja
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que diferentes técnicas podem fornecer diferentes conclusdes sobre um mesmo fenémeno (Shai,
1999). Além disso, 0 mecanismo de acdo depende de variaveis como a concentracdo e o estado
de oligomerizacdo do peptideo; e da composicdo da membrana (Hoskin e Ramamoorthy, 2008).
Por outro lado, muitas vezes é dificil diferenciar os mecanismos carpete e toroidal, j& que o

primeiro tem sido considerado uma extensao do segundo (Mechler et al., 2007).

1.3.1-Miméticos de membrana

Tendo em conta que muitos dos PAMs tém como principal alvo as membranas dos
microrganismos e que muitos estudos, por questdes praticas, sdo impossiveis de serem realizados
com as bactérias e os fungos, diferentes sistemas que mimetizam as membranas destes sdo
utilizados (Papo e Shai, 2003; Kosol e Zangger, 2010).

Os sistemas miméticos mais usados para estudar a interacdo peptideo/membrana sdo as
vesiculas lipidicas, pois sua forma de bicamada lipidica é similar a parte lipidica das membranas
celulares. Ressaltamos, no entanto, que esse sistema macromolecular é simples, ndo possuindo
proteinas nem carboidratos em sua composicao, diferindo assim de uma membrana biologica.

Em funcdo do tamanho, as vesiculas podem ser classificadas como: 1) vesiculas
unilamelares pequenas (SUVs), que possuem diametro aproximado entre 10 e 100 nm, 2)
vesiculas unilamelares grandes (LUVs), apresentando didmetro aproximado entre 100 e 1000 nm,
e 3) vesiculas unilamelares gigantes (GUVs), que possuem diametro maior que 1 um (figura 14)
(Van Swaay e Demello, 2013).
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Figura 14 - Vesiculas de diferentes tamanhos.
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Fonte: Dirk van Swaay 2013

Essas vesiculas tém sido utilizadas em combinacdo com técnicas espectroscopicas e
microscopicas para estudar a interacdo com PAMSs e assim correlacionar os dados biofisicos com
a atividade biologica.

Os fosfolipidios sdo caracterizados pelo comprimento e a saturacdo da cadeia lipidica,
portanto, a confeccdo de vesiculas com diferentes lipidios pode propiciar a formacao de vesiculas
com propriedades diversas. A carga da superficie da vesicula também pode ser manipulada pela
introducdo de lipideos neutros, carregados negativa e/ou positivamente.

As diferencas existentes entre células eucarioticas e procariéticas podem propiciar o
desenvolvimento de alvos especificos. A principal diferenca tem a ver com a composi¢do
lipidica. Enquanto os eucariotos contém em sua maioria fosfolipidios zwitteriénicos (dipolares)
na face externa, as células procaridticas por sua vez, apresentam uma maior gquantidade de
fosfolipidios negativos. Por forca da presenca de maior carga negativa nas membranas
procaridticas, esta apresenta maior interacdo com os PAMs carregados positivamente (Toke,
2005).

Assim, a confeccdo de vesiculas a partir de diferentes lipideos pode contribuir ndo s6 com

informacao sobre o mecanismo de ac¢do dos PAMSs, mas também sobre a sua seletividade.
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O objetivo geral deste projeto foi avaliar o efeito da dimerizacdo na estrutura, no
mecanismo de acdo e na atividade bioldgica dos peptideos antimicrobianos Aureina 1.2 e
Magainina 2.

Inicialmente, para se atingir este objetivo foram desenvolvidas as seguintes etapas:

1- Sinteses dos peptideos nas formas monoméricas

2- Sinteses dos peptideos nas formas diméricas (C- e N- terminal).

3- Estudos da conformacéo dos peptideos mediante CD em solugdo aquosa e em presenca de
miméticos de membranas.

4- Estudos de vazamento de CF em vesiculas de diferentes composicoes.

5- Avaliagéo das atividades antimicrobianas (E. coli, S. aureuse C. albicans) e determinacao
da concentracdo inibitéria minima (CIM).

6- Avaliacéo do tempo de morte (“time kill”).

7- Determinacdo da atividade hemolitica.

Em funcédo dos resultados obtidos no decorrer da pesquisa, outros estudos foram feitos

com o objeto de compreender 0 mecanismo de acdo dos peptideos.

8- Estudos da interacdo peptideo-mananos por espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo
circular.
9- Observacgdo da interacdo peptideo-GUVs por microscopia de contraste.

10- Determinacdo da interacdo peptideo-LUVs por calorimetria de titulacdo isotérmica.
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3.1- Sinteses dos peptideos

A sintese quimica de peptideos implica na formacdo de ligacdes peptidicas (figura 15)
entre os grupos carboxila e amina dos diferentes aminoécidos que constituem uma sequéncia
determinada.

Figura 15 - Formacéo da ligacdo peptidica entre dois aminoacidos.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Inicialmente, a sintese de peptideos era realizada em solucdo. Nos anos 60, Merrifield
desenvolveu a sintese de peptideos em fase sdlida (SPFS) como ferramenta para a rapida e
eficiente producao de peptideos sintéticos, trabalho que Ihe valeu o Prémio Nobel de Quimica em
1986 (Merrifield, 1963). O protocolo proposto por Merrifield tem sido relativamente pouco
alterado nos ultimos anos. Os aperfeicoamentos técnicos estdo basicamente voltados para o
desenvolvimento de novos reagentes de acoplamento, resinas e de grupos protetores de cadeias

laterais, entre outros (Albericio, 2000).

A SPFS é baseada no crescimento da cadeia peptidica, aminoacido por aminoéacido, a
partir de sua regido C-terminal que se encontra ligada covalentemente ao suporte polimérico.
Assim, o crescimento da cadeia peptidica € no sentido do aminoacido C-terminal para o N-
terminal. A remoc&o de subprodutos de reacdo e reagentes em excesso em cada etapa é realizada
por filtragdo e lavagem. Essas caracteristicas, juntamente com a capacidade de automatizar o
processo sdo algumas das vantagens que fizeram da SPFS o método de escolha mais utilizado

atualmente para a sintese de peptideos.
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Duas estratégias principais tém sido desenvolvidas para a SPFS: a quimica do tert-
butiloxicarbonila (Boc) e a do 9-fluorenilmetiloxicarboxila (Fmoc). A estratégia Boc requer o uso
de &cido trifluoroacético (TFA) para as desprotecfes do grupo Boc e de fluoreto de hidrogénio
para a clivagem. Essas condicGes acidas em alguns casos podem provocar a degradacédo de alguns
aminoacidos, além da necessidade de instrumentais mais complexos. Essas dificuldades
orientaram as pesquisas para o desenvolvimento da quimica Fmoc, que utiliza piperidina para
remover o grupo protetor do a-amino (Fmoc) (Figura 16), e acido trifluoroacético (TFA) na etapa

final de clivagem do peptideo da resina e desprotecao de cadeias laterais (Céspedes, 2009).

Figura 16 - Esquema basico da SPPS segundo a estratégia Fmoc e Boc.
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Os peptideos utilizados neste trabalho foram obtidos manualmente pelo método de SPFS,
consistindo de passos ciclicos de desprotecdo e acoplamento, intercalados por lavagens para
eliminacdo dos reagentes utilizados e subprodutos obtidos. Como protocolo padrdo, o0s
acoplamentos foram realizados mediante a ativacao do grupo carboxila do Fmoc-aminoacido com
N,N’-diisopropilcarbodiimida/N-hidroxibenzotriazol (DIC/HOBt) durante duas horas com
agitacdo, utilizando como solvente 50% de dimetilformamida (DMF) em diclorometano (DCM).
Nessa etapa foi usado excesso de Fmoc-aminoacidos e agentes acoplantes de 2 vezes em relacdo
ao numero teorico de sitios reativos existentes na resina. A desprotecdo do grupo amino apds
acoplamento foi realizada em meio basico com uma solucdo 20% piperidina em DMF durante 20
minutos. Entre cada passo experimental foram efetuadas lavagens com DMF e DCM. O sucesso
de cada etapa de acoplamento/desprotecdo foi monitorado mediante o teste da ninidrina (Kaiser et
al., 1970), sendo que no caso de resultado positivo (cor azul), a reacdo de acoplamento era
repetida. No caso de resultado negativo (cor amarela) a Fmoc-peptidil-resina era desprotegida e o

Fmoc-aminoéacido seguinte era acoplado.

Ao fim das sinteses, para separar 0s peptideos das resinas, foi realizada a reacdo de
clivagem utilizando uma solugdo composta de supressores de reacdes colaterais (scavengers) em
acido trifluoroacético (TFA). As reacdes foram conduzidas sob agitagdo moderada durante duas
horas a temperatura ambiente. Ao término, os peptideos foram precipitados com éter etilico
gelado e lavados 3 vezes com esse solvente para eliminacdo dos reagentes presentes na solugéo
de clivagem. O precipitado obtido foi extraido da resina com uma solucdo agquosa contendo
0,045% de TFA. O sobrenadante contendo o peptideo foi liofilizado e identificado como peptideo

bruto.

As sinteses dos trés peptideos correspondentes ao bloco da AU foram desenvolvidas
seguindo os protocolos acima descritos, utilizando a resina Rink Amide MBHA de 0,6 mmol/g.
Para a sintese do peptideo (AU).K, foi utilizado um residuo de lisina (K) como linker entre as
duas cadeias de AU. O aminoéacido K caracteriza-se por ter dois grupos amino a partir dos quais
se pode realizar a elongacédo de cadeias peptidicas, e desta forma obter moléculas diméricas. Para
esta sintese foi utilizado o grupo Fmoc como protetor dos grupos &- € a-amino da lisina. Dessa
forma, a eliminacdo conjunta dos protetores permitiu a elongacdo simultanea das duas cadeias

peptidicas (figura 17a). Ja na sintese do peptideo E(AU),, foi utilizado, apos a sintese das cadeias
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monoméricas, um residuo de glutamato como linker das duas cadeias de AU (figura 17b). Esse
aminoacido foi utilizado na forma de Fmoc-Glu, que se caracteriza por ter dois grupos carboxila
(o e y) livres, podendo ser acoplado as extremidades N-terminal de duas cadeias peptidicas presas

a resina e dessa forma produzir peptideos diméricos unidos pela extremidade N-terminal.

As sinteses dos trés peptideos correspondentes ao bloco da MG2 foram desenvolvidas
seguindo a mesma estratégia acima, mas desta vez, utilizando a resina NovaPEG Rink Amide
resin LL de 0,23 mmol/g. A bibliografia reporta que a sintese do peptideo MG2 é dificil (Bacsa et
al., 2008), desta forma, o baixo grau de substituicdo e a boa solvatacdo da resina NovaPEG

poderia resolver o problema relacionado a dificuldade de sintese.

Figura 17 - Estratégias de sinteses dos peptideos diméricos. Sinteses dos peptideos dimerizados pela

extremidade C-terminal (a) e N-terminal (b).
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3.2- Purificacdo e caraterizacdo dos produtos de sinteses

A purificacdo dos produtos das sinteses foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fase reversa no modo semipreparativo, utilizando uma coluna Cig
Phenomenex de 25 x 2,12 cm. Durante a purificacdo foram recolhidas fragdes de 5 mL, e a
pureza dessas determinada por CLAE analitica com coluna C;3 KROMASIL de 15,0 x 0,46 cm.
Os tubos contendo o material puro foram juntados e liofilizados, obtendo-se fragbes que foram
analisadas na mesma coluna analitica acima descrita. As condi¢cdes cromatograficas utilizadas

estdo mostradas na tabela 1.

Tabela 1 - CondicGes cromatograficas empregadas na analise e purificacdo dos peptideos do bloco da AU.

Modo Semi-preparativo Analitico
Solventes A: 0,045% TFA em H,0O A: 0,045% TFA em H,O
B: 0,036% TFA em ACN B: 0,036% TFA em ACN
Gradiente 40-80% de solvente B em 90 min 5-95% de solvente B em 30 min
Fluxo 5 mL/min 1 mL/min
Comprimento de onda 220 nm 220 nm

A purificacdo dos produtos das sinteses correspondentes ao bloco da MG2 foi realizada da
mesma forma que a do primeiro bloco de peptideos. Mas dessa vez, as condi¢fes cromatogréaficas

utilizadas sdo as mostradas na tabela 2.

Tabela 2 - Condic¢Bes cromatograficas empregadas na analise e purificacdo dos peptideos do bloco da

MG2.
Modo Semi-preparativo Analitico
Solventes A: 0,045% TFA em H20 A: 0,045% TFA em H20
B: 0,036% TFA em ACN B: 0,036% TFA em ACN
Gradiente 30-60% de solvente B em 90 min 5-95% de solvente B em 30 min
Fluxo 5 mL/min 1 mL/min

Comprimento de onda 220 nm 220 nm
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A caracterizacdo dos peptideos sintetizados também foi realizada por espectrometria de
massas (EM). Os espectros de massas correspondentes ao bloco do peptideo AU foram obtidos
em um espectrometro LCQ Fleet LC/MS (Thermo Analitica), mediante infusdo direta, em modo
de deteccdo positiva, localizado no Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP, no
Departamento de Quimica Orgéanica. Os espectros correspondentes ao bloco do peptideo MG2
foram obtidos em um espectrémetro amaZon SL (Bruker), também mediante infusdo direta e em
modo positivo. Este equipamento se localiza no Departamento de Bioquimica e Tecnologia

Quimica do Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.

3.3- Dicroismo circular

Entre os diferentes mecanismos de acdo dos PAMs que agem sobre a membrana dos
microrganismos, ha um ponto em comum a grande parte deles: a formacgdo de uma estrutura tipo
a-hélice quando em contato com membranas biolégicas ou miméticas. Assim, a analise por CD

contribui com informagdes importantes a respeito da estrutura dessas moléculas.

O CD é uma técnica espectroscopica que possibilita classificar e quantificar os tipos de
estruturas secundarias de moléculas opticamente ativas, como proteinas e peptideos (Avitabile et
al., 2014).

Devido ao carater de dupla ligagdo resultante da coplanaridade dos atomos CONH, a
rotacdo ao redor da ligacdo peptidica € restrita, sendo possivel apenas na ligacéo entre o atomo de
nitrogénio e do carbono alfa (HN-Ca), representado pelo angulo de rotagdo @ (phi), e na ligagdo
entre o atomo de carbono alfa e a carbonila (Ca-C=0), representado pelo angulo de rotagdo ¥
(psi) (figura 18) (Nelson e Cox, 2011). As estruturas secundarias (a-hélice, folha B e estruturas
randdmicas, entre outras) obtidas por angulos phi e psi especificos sdo as responsaveis pelos
espectros de CD (figura 19) (Greenfield e Fasman, 1969).
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Figura 18 - Representacdo esquematica da ligacdo peptidica mostrando os angulos @ e V.

Fonte: adaptado de Nelson e Cox, 2011.

Figura 19 - Espectros de CD caracteristicos das principais estruturas secundarias de peptideos e proteinas.
Alfa-hélice (a), folha-beta (b) e random-coil (c).
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Fonte: extraido de Greenfield e Fasman, 1969.

Essas formas regulares e ordenadas de arranjos atémicos interagem de modo particular
com a radiacdo polarizada, fazendo com que a luz com polarizagédo circular no sentido horario
seja absorvida diferentemente de uma luz com polarizagdo no sentido anti-horario. A
espectroscopia de dicroismo circular mede justamente essa diferenca de absorcdo de radiagdo

polarizada circularmente (Greenfield, 2006).
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Dessa forma, o conhecimento das mudancas conformacionais e das estruturas secundarias
dos peptideos fornece dados cruciais para entender a relagdo entre a funcdo e a estrutura dessas

moléculas de grande interesse biolégico.

Neste trabalho, os peptideos foram estudados numa concentracdo de 30-40 umol/L em
tampdo fosfato 20 mmol/L, pH 7,2 (PB). Dependendo dos peptideos e dos objetivos especificos
para cada bloco, os experimentos foram realizados em PB, 10 mmol/L de lisofosfatidilcolina
(LPC), mananos e vesiculas contendo 5-95 e 50-50% de 1-estearoil-2-oleoil-sn-fosfatidilglicerol
(SOPG)-1-estearoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina  (SOPC) (mais detalhes na sessdo de

resultados dos respetcivos blocos).

Utilizou-se celas de 1,0 mm de caminho Optico e 6 varreduras por espectro. Os mesmos
foram obtidos em millidegrees e convertidos a elipticidade molar [0] (deg cm? dmol™). Para todos
0s experimentos o tempo de integracdo foi de 3 s por ponto e a leitura foi feita a cada 0,5 nm. Os
experimentos foram realizados a 25 °C. O equipamento utilizado foi o espectropolarimetro Jasco

J-815 localizado no Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP (equipamento multiusuario).

3.4- Vazamento de carboxifluoresceina

LUVs contendo um fluordforo (carboxifluoresceina, calceina, entre outros) tém sido usadas
para estudar a seletividade e o mecanismo de acdo de PAMs. Os dados fornecidos por este estudo
sdo Uteis para a comparagdo com a atividade biologica e com seu modo de acéo (Lorenzon et al.,
2012).

A afinidade de um determinado peptideo por uma composicao lipidica especifica pode ser
estudada utilizando LUVs que possuam 0s principais lipideos que constituem as membranas
procaridticas e eucariéticas (Crusca et al., 2011; Lorenzon et al., 2012).

Em relacdo ao mecanismo de agéo, essa metodologia se apresenta muito interessante. Um
aumento gradual da permeabilizacdo conforme a concentracdo do peptideo em estudo €
incrementada, significa que o mecanismo encontrado é o de formacéo de poros (figura 20a). Por

outro lado, porcentagens de permeabilizacdo ndo dependentes da concentragdo ou com variacao
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muito pequena corresponderiam ao mecanismo de solubilizagdo-carpete (figura 20b) (Russell et
al., 2010).

Figura 20 - Perfis de vazamento de carboxifluoresceina em vesiculas tratadas com PAMs. Exemplo de

formacdo de poros (a). Mecanismo de solubilizacdo-carpete (b).
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Fonte: extraido de Russell et al., 2010.

Assim, esse teste prové informacgdes valiosas sobre a interacdo peptideo-lipideo,
especificamente no que se refere a seletividade e ao mecanismo de acdo dos PAMs.

Nesta tese, os lipideos 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfato (DPPA), 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1-estearoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (SOPC) e 1-estearoil-
2-oleoil-sn-fosfatidilglicerol (SOPG) foram pesados na propor¢édo desejada e dissolvidos em uma
solucéo de cloroférmio-metanol (4-1). Posteriormente, a solucéo foi evaporada em N, até formar
um filme fino aderido na parede de um tubo. Esse filme foi mantido sob vacuo durante 12 h para
eliminacdo total dos solventes. Posteriormente, o filme foi hidratado com uma solugdo de
carboxifluoresceina (CF) 80 mmol/L em tampédo HEPES 0,01 mol/L pH 7,2 (HEPES), formando
vesiculas multilamelares (MLVs). Durante uma hora, o filme foi submetido repetidamente a
banho a 60°C, vortex e ultrassom, para que as camadas fossem quebradas e o tamanho das
vesiculas diminuidas. Para obter as vesiculas unilamelares grandes (LUVs), as MLVs foram
passadas por um extrusor contendo um filtro de policarbonato com poros de 100 nm de didmetro
(Avanti Polar Lipids). Para a homogeneizacdo do tamanho das vesiculas foram realizados 40
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ciclos de extrusdo. A CF ndo incorporada as vesiculas foi removida por filtracdo em gel em uma
coluna Sephadex G-50 (Amersham Biosciences) estabilizada com tampao HEPES 0,01 mmol/L,
glicose 0,15 mmol/L e pH 7,2. Nestes estudos foi utilizado um espectrofotémetro de
fluorescéncia Cary Eclipse VARIAN, com comprimentos de onda ajustados em 492 nm e 517
nm, para a excitacdo e emissao, respectivamente. O valor de 100% de permeabilizacao foi obtido
pela adi¢do do Triton x-100, o qual provoca a dissolugdo total das vesiculas e a liberagdo da CF.
As andlises foram realizadas em triplicata a temperatura ambiente. Devido a instabilidade das
vesiculas, a suspensdo de LUVs foi usada ho mesmo dia. A dosagem dos lipideos foi realizada

mediante o teste de quantificacdo de fosfatos (Rouser et al., 1970).

3.5- Atividade hemolitica

Foram feitos testes com eritrdcitos para avaliar a toxicidade dos peptideos sintetizados.
Este estudo é muito importante para se ter uma avaliacdo preliminar da toxicidade dos peptideos

em estudo.

O protocolo utilizado neste trabalho foi o de Onuma et al., com algumas modificagdes
(Onuma et al., 1999). Hemécias de sangue humano foram separadas do plasma por centrifugagdo
e lavadas 3 vezes com tampéo PBS (35 mmol/L fosfato de sédio; 0,15 mol/L de cloreto de sodio)
pH 7,4. Uma suspensao celular a 1 % (v/v) e dilui¢Oes seriadas dos peptideos foram usadas na
determinacdo da concentracdo que lisa 50% das hemacias (HCsp). Depois da incubagdo a 37°C
por 1 h, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 5 min e aliquotas de 100 pL do
sobrenadante foram pipetadas em microplacas de 96 pocos. A absorbancia a 405 nm foi
determinada usando leitor de microplaca (BioTek, modelo Epoch). O valor de 100% de hemolise
foi determinado utilizando 100 pL da suspensdo celular misturada com 100 pL de Triton X-100
1% (v/v), enquanto que o valor de 0% de hemodlise foi obtido utilizando 100 pL da suspensdo

celular com 100 pL de tampao. O ensaio foi realizado em duplicata.
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3.6- Determinacéo da concentracdo inibitoria minima

A avaliacdo da atividade antimicrobiana é, seguramente, 0 teste mais importante a ser
realizado quando PAMs s&o estudados. Estes testes, junto com o CD fornecem valiosas
informacOes que podem ser utilizadas para avaliar a relacdo estrutura-atividade biologica dos

peptideos.

A acdo antimicrobiana dos peptideos sintetizados foi testada contra trés microrganismos:
E. coli, Saureus e C. albicans, representantes das bactérias Gram negativas e Gram positivas, e
das leveduras, respectivamente. Os testes de susceptibilidade antimicrobiana foram realizados
com o objetivo de determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM). A CIM é definida como a

menor concentracdo em que ndo ha crescimento detectavel do microrganismo.

Para a determinacdo da CIM seguiu-se o protocolo descrito no manual “Clinical and
Laboratory Standards Institute” (CLSI), do ano de 2012. Os ensaios consistiram na incubagéo das
bactérias (E. coli ATCC 25922 e S aureus ATCC 25923) com uma diluicdo seriada (de 128 a 0,5
umol/L) dos peptideos em microplacas esterilizadas de 96 pocos (Costar microtiter plate) em um
volume final de 100 pL (50 pL da cultura bacteriana e 50 uL de peptideo dissolvido em agua). A
quantidade inicial de células foi aproximadamente 1 x 10’ células/mL. Como controle da
auséncia de proliferagdo bacteriana, utilizou-se o antibiotico ciprofloxacina. Os controles de meio
de cultura (Muller-Hinton) e de solvente (dgua) também foram realizados. A inibicdo do
crescimento foi determinada visualmente com ajuda de resazurina, ap0s incubacgédo por 24 h a

37°C. O ensaio foi realizado em triplicata.

Para a determinacdo da CIM da levedura Candida albicans (ATCC 18804), a mesma foi
incubada com uma diluigdo seriada dos PAMs (128 a 0,5 umol/L). A quantidade inicial de
levedura foi aproximadamente 1 x 10° células/mL. A inibicdo do crescimento foi determinada
visualmente ap0s incubacdo por 48 h a 37°C com ajuda de cloreto de trifeniltetrazolio (TTC). Os
controles negativos e positivos foram obtidos com fluconazol e meio Roswell Park Memorial

Institute (RPMI), respectivamente. O ensaio foi realizado em triplicata.
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3.7- “Time Killing”

A avaliacdo da atividade antimicrobiana em termos da CIM fornece dados sobre o efeito
dos PAMs em diferentes microrganismos em periodos que podem variar entre 24 e 48 h. Porém,
mediante esta técnica ndo é possivel avaliar o que acontece nos estagios iniciais da interacdo do
peptideo com o microrganismo. Neste sentido, o teste denominado de “time killing” fornece

informacdes importantes referentes a velocidade de a¢do do peptideo em estudo.

Este teste foi realizado utilizando o dobro da CIM, seguindo como base o protocolo
descrito por Zhu e Shin, 2009 (Zhu e Shin, 2009b). A quantidade inicial de bactéria foi de
aproximadamente 1 x 10° células/mL. Depois de 0, 5, 10, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos de contato
com os peptideos a 37°C, aliquotas de 20 L foram diluidas e plaqueadas de forma a obter UFC
que possam ser contabilizadas. O volume de 1 mL dessas diluicdes foi semeado em placas
contendo o meio Mieller-Hinton (MH) gar e incubadas a 37°C por 24 h. O controle foi realizado

em auséncia de peptideo. O ensaio foi realizado em duplicata.

3.8- Fluorescéncia

Uma das técnicas mais empregadas atualmente em analises da interacdo de peptideos e
proteinas com outras macromoléculas é a fluorescéncia (Lorenzén et al., 2014). Esta técnica é
baseada, resumidamente, na emissdo de energia na forma de luz apos a sua absor¢do (Lakowicz,
1983). A absorcdo de energia por certos grupos, denominados cromaforos, os faz passar para um
estado excitado, ocorrendo logo em seguida emissdo de parte desta energia em comprimentos de

onda especificos, voltando para seu estado fundamental.

Os dados obtidos por esta técnica permitem estudar o ambiente em torno do peptideo e a
interacdo desse com as moléculas do solvente e/ou outras macromoléculas. Este estudo é possivel
devido & sensibilidade dos fluordforos (residuos aromaticos do triptofano, tirosina e fenilalanina)
ao ambiente que os circunda, que alteram a energia do estado excitado e, consequentemente, a

frequéncia de emissao.
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Com o objetivo de estudar a possivel interacdo dos peptideos AU e (AU),K com
mananos, a técnica de fluorescéncia foi utilizada. Os experimentos foram realizados com 90
umol/L de peptideo e concentragdes crescentes do polissacarideo (0, 1, 5, 10, 20, 30, 40 e 50X)
em PBS. Os espectros de emissdo foram obtidos entre 270 e 400 nm, utilizando 257 nm como

comprimento de excitagdo (fenilalanina).

3.9- Microscopia de contraste de fase

Desde a introducdo do método de eletroformacéo, as GUVs vém sendo um modelo muito
utilizado para mimetizar membranas biolégicas (Walde et al., 2010). Atingindo um diametro de
até 100 pm, esses miméticos de membrana podem ser facilmente observados com um
microscopio confocal (Wesotowska et al., 2009). As GUVs sdo confeccionadas de forma tal que,
no meio interno apresentam uma solucdo de um determinado agUcar, enquanto que no meio
externo, apresentam outro. A diferenca de indice de refracdo entre a solucdo interna e a contida

fora das vesiculas permite, pela diferenca de contraste, a sua observacéo.

Dessa forma, se o peptideo em estudo produz uma perturbagdo na membrana, seja
mediante a formacg&o de poros ou solubilizagdo da membrana, as concentragdes de agucar dentro
e fora se igualardo e a diferenca de contraste serd perdida. A vantagem desta técnica se baseia na
visualizagdo da vesicula gigante e na possibilidade de distinguir os dois eventos antes
mencionados. No caso do peptideo agir segundo o mecanismo de solubilizacdo serd observada
além da perda de contraste a destruicdo da membrana (figura 21a). Por outro lado, se o peptideo
em estudo produz poros, a perda de contraste sera observada, mas a vesicula permanecera visivel
(figura 21b).
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Figura 21 - Diferenciacdo dos mecanismos de dissolucdo da bicamada lipidica (a) e de formacéo de poros
(b) em GUVs. Ampliagéo de 68X.

mnicial final inicial

Fonte: dados do autor ainda n&o publicados.

As condicOes experimentais utilizadas para a obtengdo das GUVs foram a eletroformacao
com 1V a 10 Hz por 1 h. A hidratacdo do filme (composto pelos mesmos lipideos utilizados no
teste de permeabilizacdo de vesiculas e ITC) foi realizada com uma solugdo de sacarose 0,2
mol/L e diluida em glicose 0,2 mol/L (condi¢&o de isotonicidade). Para evitar efeitos de pressdo
osmética, a osmolaridade das solucBes de sacarose e glicose foi checada em um osmodmetro
Osmette A 5002, Precision (USA). As diferencas de indice de refracdo entre a sacarose dentro e a
glicose fora das vesiculas proveem as melhores condi¢es de contraste para a observacdo em um
microscopio de contraste de fase. A suspensdo contendo as GUVs foi transferida a uma cdmara
de observacdo (constituida simplesmente por uma lamina e uma laminula). O microscépio
utilizado foi o Zeiss Axiovert 200 (Germany). Imediatamente depois da adicdo dos peptideos,

GUVs representativas foram focadas e observadas durante aproximadamente 10 min.

3.9- Calorimetria de titulacéo isotérmica

Além da observacéo direta e indireta da interacdo de PAMs com miméticos de membrana
(microscopia de perda de contraste e vazamento de carboxifluoresceina, respectivamente), muitas

vezes é interessante estudar a termodindmica dessa interacao.
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Da mesma forma que uma reacdo quimica pode ser endotérmica ou exotérmica, a
interacdo peptideo-lipideo também pode absorver ou liberar calor. Essa variacdo de calor, mesmo

que da ordem das microcalorias, pode ser medida (figura 22).

Figura 22 - Curvas de titulagdo calorimétrica lipideo/peptideo. Fluxo de Calor em funcéo do tempo (a).

Calores de reacdo obtidos da integracdo de cada traco calorimétrico (b).
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Fonte: extraida de (Domingues et al., 2013)

A ITC é uma das técnicas mais empregadas para determinar a entalpia de diferentes
sistemas biomoleculares, fornecendo a partir desta, uma completa descri¢do do sistema por meio
da obtencdo de parametros termodinamicos a energia livre de Gibbs AG e a entropia da rea¢do AS
(Wieprecht et al., 2002; Seelig, 2004; Domingues et al., 2013), entre outros.
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A variacdo de calor produzida pela interacdo peptideo-lipideo pode ser atribuida a
processos que acontecem simultaneamente, dificultando assim a interpretagdo dos dados. Dessa
forma o calor liberado pode ser consequéncia de uma combinacdo de eventos como interacdes
eletrostaticas entre o peptideo e a superficie da membrana, mudancas conformacionais do
peptideo, reorganizacdo dos lipideos, e outros fenbmenos pouco compreendidos (Henriksen e
Andresen, 2011).

Neste trabalho, para evitar a utilizacdo de peptideos em concentracdes elevadas, solu¢des
contendo 40 umol/L dos peptideos foram adicionadas na célula calorimétrica e tituladas com uma
suspensdo de LUVs 10 mmol/L (seringa de inje¢do). Foram realizadas injegdes de 5 pl de LUV a
cada 10 min. As medidas do calor liberado/absorvido foram realizadas num microcalorimetro
VP-ITC (Northampton, MA) a 25 °C. O tampao utilizado foi o HEPES 10 mmol/L. O calor de
diluicdo foi descontado da variacdo de calor produzida pela interacdo peptideo-LUVs. Os dados

experimentais foram analisados no software ORIGIN para ITC.
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4.1- Resultados da aureina 1.2
4.1.1- Sintese dos peptideos

A sintese dos trés peptideos correspondentes ao bloco do peptideo AU foi desenvolvida
seguindo os protocolos basicos da SPFS, utilizando a resina Rink Amide MBHA de 0,6 mmol/g.
Para a sintese do peptideo (AU).K foi utilizado no inicio da sintese um residuo de lisina como
linker entre as duas cadeias de AU (figura 18a), enquanto na sintese do peptideo E(AU), foi
empregado, apos a sintese das cadeias monomeéricas, um residuo de glutamato como linker das
duas cadeias de AU (figura 18b).

Os perfis cromatograficos obtidos dos peptideos do bloco da aureina 1.2 (AU) brutos e
puros podem ser observados nas figuras 23 a 25.

Figura 23 - Perfis cromatograficos do peptideo AU bruto (preto) e puro (vermelho).
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Figura 24- Perfis cromatogréaficos do peptideo (AU),K bruto (preto) e puro (vermelho).
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Figura 25 - Perfis cromatogréaficos do peptideo E(AU), bruto (preto) e puro (vermelho).
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Quando comparados os perfis dos peptideos brutos das figuras 23 a 25 e Tabela 3,
podemos observar que a melhor sintese, caracterizada pelo menor nimero de picos, foi a do
peptideo monomérico. A sintese do dimero contendo a lisina também apresentou um bom

resultado, com poucos contaminantes. O pior resultado foi encontrado para a sintese que
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envolveu a ligacdo do glutamato ao final da sintese da cadeia peptidica. Desde que o peptideo
E(AU), é obtido a partir da ligacdo de duas cadeias de AU por um residuo de glutamato, ndo é
possivel a utilizacdo de excesso de aminoacidos. A utilizacdo de igual quantidade de Fmoc-Glu,
em relacdo a quantidade de sitios tedricos, poderia levar a obtencao de sequéncias contendo a AU
ligada a apenas um residuo de Glu. Desta forma, foi utilizada apenas metade de equivalentes de
Fmoc-Glu. Esta baixa quantidade de reagente pode explicar a obtencdo de maior quantidade de
subprodutos. A presenca do peptideo Glu-AU e AU detectados pela CLAE (picos de 21,1 e 20,1
min, respectivamente) e por espectrometria de massas (ndo mostrado), nos levou a fazer uma
etapa adicional, com a adicdo somente de agentes acoplantes (DIC/HOBt). Esta etapa foi
realizada na tentativa de aumentar o nimero de cadeias diméricas. No entanto, apesar desta etapa
aumentar a obtencdo do peptideo dimérico, a analise do perfil cromatografico do bruto final

permitiu a observacao de picos referentes ao peptideo monomeérico e ao contendo Glu-AU.

As analises por CLAE das fragbes puras mostraram que as purificacdes foram eficientes

atingindo, para os trés peptideos, porcentagens de pureza maior que 98%.

As amostras puras foram analisadas por espectrometria de massas (EM). Os resultados
sdo mostrados nas figuras 26 a 28. Os valores das massas moleculares teoricas e observadas estéo

apresentados na tabela 3.



Figura 26 - Espectro de massas do peptideo AU puro.
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Figura 27 - Espectro de massas do peptideo (AU),K puro.
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Figura 28 - Espectro de massas do peptideo E(AU), puro
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Tabela 3- Dados das sinteses dos peptideos correspondentes ao bloco da aureina 1.2.

] Rendimento final Tempo de retenco Massa Molecular (MM) — g/mol
Peptideo 0 i
(%) (min) MMObservada MMCalculada
AU 28,4 20,1 1480,9 1479,8
(AU)K 13,0 25,3 3069,6 3069,7
E(AU), 3,2 24,0 3071,2 3070,6

Juntas, as andlises por CLAE e EM evidenciam o0 sucesso na obtencdo dos peptideos
desejados. Adicionalmente, os tempos de retencdo evidenciados pelos dados de CLAE mostraram
que a dimerizagdo aumenta a hidrofobicidade dos peptideos diméricos. Ao contrario do esperado,
0 peptideo E(AU), foi menos hidrofébico que o (AU),K, visto que 0 primeiro possui apenas uma

carga positiva na extremidade N-terminal, enquanto que o segundo possui duas.

Apds a obtencdo dos peptideos, estes foram avaliados em relacdo a sua estrutura e

atividade.
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4.1.2- Dicroismo circular (CD)

O conhecimento da estrutura secundaria de moléculas como proteinas e peptideos é
crucial para entender a relacdo entre a funcdo e a atividade destas moléculas. Em tal sentido, o
efeito da dimerizacdo na estrutura secundéaria dos peptideos sintetizados foi estudado por CD. A

estrutura secundaria dos peptideos foi avaliada em tampéao PBS e micelas de LPC.

Os resultados, apresentados na figura 29a, revelaram que em solugdo aquosa o peptideo
AU ndo apresentou uma estrutura secundaria definida, enquanto que os peptideos (AU).K e
E(AU); ja apresentaram estrutura helicoidal. E interessante observar que no espectro do peptideo
(AU),K o pico correspondente a 222 nm é mais intenso que o de 208 nm. Isto mostra que o
peptideo apresenta uma estrutura denominada “coiled-coil”, isso ¢, duas a-hélices interagindo

entre si (Bromley e Channon, 2011).

Na presenca de LPC os trés peptideos adquiriram uma estrutura em o-hélice bem definida
e similar entre si, com as caracteristicas bandas negativas em 208 e 222 nm e a positiva em torno
de 195 nm. (Figura 29b).

Figura 29 - Espectros de CD dos peptideos AU, E(AU); e (AU),K em solugdo aquosa (a) e em 10
mmol/L de LPC.
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A falta de estrutura secundaria definida em solug¢do aquosa e a estruturagdo tipo a-hélice
em solventes estruturantes, micelas e vesiculas, tem sido reportada previamente para o peptideo
AU (Marcotte et al., 2003; Seto et al., 2007; Huang et al., 2010). Haney, et al., (2009)
determinaram por RMN a estrutura desse peptideo na presenca de micelas de SDS, mostrando
que, ao longo de toda sua extensdo, o peptideo adota uma estrutura anfipatica tipo a-hélice bem
definida, orientando os residuos hidrofébicos (verde) do lado oposto aos residuos hidrofilicos

(azul e vermelho) (figura 30).

Figura 30- Estrutura da AU ligada a micelas de SDS.
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Fonte: extraido de (Haney et al., 2009).

Assim, 0s nossos resultados referentes a estrutura do peptideo aureina 1.2 sdo condizentes

com os da literatura.

Por se tratar de moléculas inéditas, ndo ha até o momento bibliografia a respeito da
estrutura dos dimeros. Porém, mediante o programa ‘“Pep Fold” (Maupetit et al., 2009), a
estrutura 3D do peptideo (AU),K em solucdo foi predita. O resultado pode ser observado na
figura 31, onde fica evidente que o peptideo, mesmo tendo a possibilidade de ficar estendido,
apresenta suas duas a-héelices bem prdéximas, provavelmente mantendo-se juntas mediante
interacOes hidrofdbicas. J&, em presenca do mimético de membrana LPC, o peptideo parece estar

numa conformagéo mais estendida.
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Figura 31 — Representacdo da estrutura secundaria (a) e da superficie de potencial eletrostatico (b) do

peptideo (AU),K em solucéo aquosa obtida pelo programa “Pep Fold”. A superficie em azul representa as

regides hidrofilicas e em vermelho as hidrofdbicas.

Estudos por dindmica molecular (MD) dos peptideos em solugdo aquosa e em presenca de
bicamadas lipidicas estdo sendo realizados. Esses dados serdo muito importantes ndo so para
confirmar os dados experimentais obtidos por CD, mas também para poder discutir os resultados
de atividade bioldgica considerando a relagdo estrutura-fungéo.

4.1.3- Vazamento de carboxifluoresceina

Visando obter informacfes a respeito da interacdo dos peptideos com miméticos de
membrana, LUVs contendo 5% de DPPA e 95% de DPPC foram confeccionadas. O DPPA foi
adicionado a composicdo da vesicula por apresentar carga negativa, mimetizando assim a carga
negativa da membrana plasmatica das bactérias. A figura 32 mostra o perfil de liberacdo de CF
para estas vesiculas em diferentes concentracdes de peptideos.
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Figura 32 - Permeabilizagdo de LUVs de DPPA/DPPC (5/95) pelos peptideos AU, E(AU), e (AU).K.
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Para o peptideo AU, a porcentagem de vazamento de CF aumenta significativamente com

a concentragdo, passando de aproximadamente 15% para 85% de permeabilizacdo quando a

concentracdo varia de 1 para 16 pmol/L, respectivamente. Esse comportamento foi menos

evidenciado para os dimeros, sugerindo que a dimerizacdo poderia estar alterando o mecanismo

de acdo do peptideo AU. Como foi citado na sessdao de materiais e métodos, alguns estudos

indicam que a relacdo entre a concentracao e a liberacdo de CF esta diretamente associada com o
mecanismo de acdo (Russell et al., 2010). O aumento gradual da intensidade de fluorescéncia

com a concentracdo de peptideo € relacionada ao mecanismo de formacao de poros (figura 20a).
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Por outro lado, pequenas variacOes nas porcentagens de permeabilizagcdo correspondem ao

mecanismo de solubilizag&o - carpete (figura 20b).

4.1.4- Atividade hemolitica

O desenvolvimento de novos antimicrobianos requer necessariamente que eles nao atuem
nas células eucariotas. Dessa forma, o teste de atividade hemolitica foi utilizado como modelo
para avaliar a toxicidade dos peptideos. Os resultados obtidos podem ser observados na figura 33,
onde fica evidente que a dimerizacdo afeta a atividade hemolitica. A atividade da versdo
monomeérica s6 é encontrada em concentracGes acima de 16 pmol/L, ponto a partir do qual a
atividade é proporcional a concentracdo. Por outro lado, as versdes diméricas sofrem pequena
variacdo em funcdo da concentracdo. No entanto, os resultados obtidos quando comparamos as
duas versdes diméricas foram diferentes. O peptideo E(AU), apresentou uma atividade préxima a

zero enquanto o (AU),K mostrou atividade entre 15 e 30% de hemolise.

Figura 33 - Atividade hemolitica dos peptideos AU, (AU),K e E(AU),.
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E interessante destacar que estes resultados mostraram relagdo com os observados nos
testes de permeabilizacdo antes descritos. Assim, em LUVs e em hemécias, a atividade do

mondmero parece ser mais dependente da concentracdo do que as versdes diméricas.

4.1.5- Atividade antimicrobiana

Determinou-se a CIM por meio do teste de microdiluicdo emplacas. Os microrganismos
escolhidos para avaliar a atividade bioldgica dos peptideos foram E. coli, S. aureus e C. albicans,
sendo esses representantes das bactérias Gram negativas, Gram positivas e leveduras,
respectivamente. A atividade, avaliada em termos da CIM, pode ser observada na tabela 4. Para
todos os microrganismos testados, as versdes diméricas tiveram uma marcada diminuicdo ou
perda de atividade antimicrobiana quando comparadas com o mondmero. E interessante ressaltar
que este fendmeno também foi observado quando os PAMs Temporin A e Penetratin foram
dimerizados (Méntyl4 et al., 2005; Zhu e Shin, 2009b).

Tabela 4 - Atividade antimicrobiana dos peptideos AU, (AU),K e E(AU),.

CIM (umol/L)
Peptideo E.coli S aureus C. albicans
AU 16 8 32
(AU)}K 128 >128 >128
E(AU), 128 >128 >128

A diminuicdo ou perda da atividade bioldgica ndo contradiz os dados de capacidade de
permeabilizar vesiculas. Para exercer sua atividade, os PAMs precisam atravessar outros
componentes da parede celular antes de atingir a membrana plasméatica, como 0s
lipopolissacarideos e estruturas complexas como peptideoglicanos, ausentes nas vesiculas (Papo e
Shai, 2003; He et al., 2014). N6s atribuimos, a alta atividade de permeabilizar vesiculas e a baixa
atividade biologica dos peptideos diméricos a interacdo com 0s outros componentes da parede
celular. Esta interacdo impede que os peptideos atinjam a membrana celular e promovam a morte

do microrganismo.
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Adicionalmente, chamou a nossa aten¢do que as versdes diméricas, em todo o intervalo de
concentracdo, apresentaram a capacidade de agregar células de C. albicans, enquanto que o

peptideo AU ndo mostrou este efeito (figura 34).

Figura 34 — Foto da microplaca correspondente ao estudo da atividade dos peptideos AU, (AU).K e

E(AU), sobre C. albicans. Os pontos brancos foram identificados como agregados de células de leveduras.
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4.1.6- Interacdo peptideo-mananos

A capacidade dos dimeros de agregar células de levedura, de possuirem baixa atividade
bioldgica e de permeabilizar vesiculas sugerem que hd algum componente na parede das
leveduras que impede os peptideos de atingir a membrana plasmatica. Recentemente, a
capacidade do peptideo LL-37 de agregar células de levedura foi atribuida a ligacdo do peptideo
com moléculas de mananos, o principal componente da parede celular de C. albicans (Tsai et al.,
2011). Tendo isso em consideracao, hipotetizou-se que a falta de atividade antifungica poderia
ser explicada em termos da interacdo dos dimeros com carboidratos da parede celular. E
interessante observar que os peptideos (AU),K e LL-37 possuem certa identidade na estrutura
priméaria (figura 35), o que poderia explicar o fato dessas moléculas terem propriedades

bioldgicas similares.
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Figura 35 - Alinhamento da estrutura primaria dos peptideos LL-37 e (AU),K.
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Visando corroborar e entender os mecanismos moleculares que governam essa interacéo,
o0s peptideos AU e (AU),K foram titulados com uma solucéo de mananos. A interacao entre estas

moléculas foi estudada mediante CD e fluorescéncia.

Os espectros de CD e fluorescéncia obtidos da titulagdo do peptideo AU com o
polissacarideo ndo mudaram significativamente, mostrando que o0 peptideo ndo estaria
interagindo com essas moléculas (Figura 36a e 36b). E interessante esclarecer que as intensidades
registradas a partir de 320 nm correspondem somente a adi¢cdo dos mananos, sem contribuicéo de
qualquer interacdo com o peptideo. J4, o comportamento para o dimero (AU).K foi diferente.
Conforme se incrementa a concentracdo de manano, ha uma possivel redistribuicdo dos peptideos
sobre as cadeias do polissacarideo, o que faz com que as interacbes entre as duas cadeias
(mondmeros) do peptideo diminuam, promovendo a diminui¢do da intensidade de fluorescéncia.
Este fato também pode ser evidenciado pela analise dos espectros de CD, onde a absor¢do em
222 nm diminui e a em 208 nm permanece praticamente constante, indicando a desestabilizagédo
da estrutura “coiled-coil”. Além disso, o comprimento de emissdo maxima experimenta um “red
shift” (deslocamento para maiores comprimentos de onda) de 6 nm (Figura 36¢ e 36d). Uma
explicacdo para estes resultados € a diminuigédo da interacdo hidrofébica inicial, que faz com que
0 ambiente ao redor dos residuos de fenilalanina, inicialmente mais apolar, seja exposto ao meio
aquoso com a adicdo de mananos, promovendo este deslocamento no comprimento de onda e a
diminuicdo da emissdo (Herasimenka et al., 2005). Um modelo da desestabilizacdo da estrutura

“coiled-coil” e a interagdo com 0s manamos esta apresentado na figura 37.



Figura 36 - Espectros de fluorescéncia e CD dos peptideos AU (a e b) e (AU),K (c e d) em diferentes
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Figura 37 — Modelo proposto para a interagdo do peptideo (AU),K com mananos.
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De acordo esses dados, e em conjunto com os acima descritos (atividade bioldgica e
permeabilizacdo), o peptideo AU atravessaria a parede celular de C. albicans, atingindo a
membrana plasmatica conduzindo a morte da célula. Por outro lado, devido a interacdo com 0s

mananos, as versdes diméricas ndo conseguiriam atingir a membrana plasmatica (figura 38).

Figura 38 - Modelo proposto para a interagdo do peptideo AU e (AU)2K com a parede celular de
leveduras. (Adaptado de Hardison and Brown, 2012).
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Interacdes especificas entre PAM e polissacarideos (entre outras moléculas) parece ser um
fendbmeno relativamente comum, e deve ser considerado na hora de desenhar uma nova molécula

com propriedades antimicrobianas (Ding et al., 2003).

Analisando os dados obtidos, fica claro que a dimerizacdo do peptideo AU reduziu a
atividade antimicrobiana. Esse fato pode ser explicado, em primeiro lugar, pela interacdo dos
peptideos diméricos com componentes da parede celular dos microrganismos, como confirmado
mediante o teste de interacdo com mananos. Analogamente, a falta de atividade frente a bactérias

pode ser devido a interacdo dos peptideos com moléculas como os lipopolissacarideos (Papo e
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Shai, 2003; Domingues et al., 2012). Em segundo lugar, o estado “estruturado” em solugdo
aquosa pode fazer com que as versdes diméricas experimentem uma interacdo inicial diferente
com a membrana, levando a uma mudanca no mecanismo de acdo ou até a diminuicdo da
atividade. Em um trabalho recente de Jamasbi et al., a versao dimérica de um analogo do PAM
melitina também se mostrou menos ativo quando comparado com 0 mondmero. Chama a atencédo
que esse dimero também apresenta uma estruturacgdo tipo helicoidal, mesmo em solu¢do (Jamasbi
et al., 2014). Assim, o estado “ndo-estruturado” de alguns PAMSs parece ser um requisito para a

sua atividade biologica.

4.1.7- Mecanismo de agao

Independentemente da perda de atividade antimicrobiana, os resultados de CD e
vazamento de CF nos alentaram estudar com mais detalhes a possivel diferenga no mecanismo de
acdo provocada pela dimerizacdo do peptideo. Para isso decidimos utilizar diferentes técnicas
biofisicas como a microscopia de contraste, calorimetria de titulacdo isotérmica, CD e vazamento
de CF. Como sistemas modelos de membranas foram utilizadas LUVs e GUVs compostas de
diferentes proporc¢des dos lipideos SOPC e SOPG. O SOPG foi utilizado para conferir carga
negativa as vesiculas e, desta forma, mimetizar membranas procarioticas (Polozov e Gawrisch,
2004). E importante esclarecer que, devido ao baixo rendimento de sinteses do peptideo E(AU),,

0 mesmo ndo foi utilizado em todos 0s experimentos.

4.1.7.1- Microscopia de contraste

Visando obter informacdo em relacdo a possivel mudanca no mecanismo de agédo
provocada pela dimerizacao, a técnica de microscopia de contraste de fase foi utilizada. Essa foi
escolhida porque permite visualizar diretamente os efeitos provocados pelos peptideos nas
bicamadas lipidicas de GUVs.
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Assim, GUVs compostas de SOPC/SOPG, nas propor¢des 50/50, 75/25 e 95/5 foram
confeccionadas e avaliadas frente aos peptideos AU e (AU);K nas concentra¢des 0,5; 1; 2; 5; 10 e
20 pmol/L. E interessante destacar que a concentragdo dos peptideos ndo mudou
significativamente a forma com que estes interagiram com as GUVs, mas sim a velocidade com
que o efeito produzido foi evidenciado. Quanto maior a concentracdo de peptideo, mais
rapidamente os peptideos agiram sobre as membranas.

Como pode ser observado na figura 39, a atividade do mondmero sobre GUVs com 95/5
de SOPC/SOPG ¢ caracterizada pela perda gradual de contraste. Este comportamento é atribuido
a formacdo de poros, isto é, ocorre sem a solubilizacdo da membrana. Por outro lado, sobre
GUVs com 50/50, o peptideo provoca uma instantanea perda de contraste, seguido da
desintegracdo completa da membrana. A perda de contraste, da mesma forma que para GUVs
com 95/5 esta relacionada com o vazamento do agUcar no interior da GUV, no entanto, neste caso
ocorreu 0 processo de solubilizagdo da bicamada lipidica, provavelmente devido a formacgéo de

um grande nimero de poros.

Figura 39 - Efeito do peptideo AU sobre GUVs compostas de 95/5 (A) e 50/50 (B) SOPC/SOPG.
a b

Tempo inicial Tempo final Tempo inicial Tempo final

E interessante ressaltar que, segundo a bibliografia, o peptideo AU é considerado como
representante dos PAMs que agem segundo o mecanismo “carpete”. Independentemente da
composicdo lipidica e a técnica empregada, o argumento encontrado na bibliografia sobre a acéo
detergente do peptideo tem a ver com o tamanho da molécula. Segundo varios pesquisadores, 0

curto comprimento do peptideo, quando comparado com a espessura das membranas, seria a
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causa da falta de capacidade de formacao de poros (Ambroggio et al., 2005; Cheng et al., 2009;
Mccubbin et al., 2011).

Porém, mediante a técnica utilizada no nosso experimento, o peptideo parece formar
poros em GUVs com 95/5 de SOPC/SOPG e solubilizar aquelas com 50/50. E por isso que a
atribuicdo de um determinado mecanismo de acdo para um dado PAM muitas vezes ndo é
absoluta, e sim relativa, dependendo principalmente da composicao lipidica. A dependéncia do
modo de interacdo de PAMs com a carga da superficie de miméticos de membrana tem sido
reportada previamente para outros peptideos (Van Den Bogaart et al., 2007; Manzini et al.,
2014). Além disso, o mecanismo de solubilizagdo pode ser entendido como uma extensdo do
mecanismo de formacéo de poros, isto &, a formacdo de um grande numero de poros pode levar a
uma desintegracdo da membrana (David et al., 2012). No entanto, as variaveis que governam a

transicdo de um mecanismo para outro ainda ndo sdo completamente entendidas.

Por outro lado, o peptideo dimérico (AU).K parece agir de forma inversa a AU. Sobre
GUVs com 95/5 de SOPC/SOPG ocorre uma instantanea perda de contraste e a desintegracéo
completa da membrana, enquanto que sobre GUVs com 50/50 de produz somente uma perda

gradual de contraste (figura 40).

Figura 40 - Efeito do peptideo (AU),K sobre GUVs compostas de 95/5 (A) e 50/50 (B) SOPC/SOPG.

a b

Tempo inicial Tempo final Tempo inicial Tempo final

N&o foram encontradas diferencas significativas entre as duas versdes diméricas (dados
ndo apresentados). Ambos os peptideos teriam 0 mesmo mecanismo de acdo, porém o peptideo
(AU).K parece ser mais rapido que o E(AU),, provavelmente pela presenca das duas cargas
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positivas na extremidade N-terminal. O nosso grupo mostrou em analogos da Hylina-al, que a
presenca de cargas positivas na extremidade amino-terminal é importante para a atividade dos
PAMs (Crusca et al., 2011)

Em relacdo a composicdo lipidica 75/25, ndo foi possivel discriminar claramente o
mecanismo de agdo dos peptideos, possivelmente por se tratar de uma interagdo tipo “mista”
entre 0 mecanismo de formacéo de poros e solubilizacdo. Recentemente, foi demonstrado que um
mesmo peptideo pode agir sobre uma determinada composicdo lipidica mediante uma
combinacdo de mecanismos, tornando muito dificil a interpretagdo dos dados (Juhaniewicz e Sek,
2014). Tendo isto em consideracdo, os estudos continuaram somente com as composi¢oes 95/5 e
50/50 de SOPC/SOPG.

Os resultados, em geral, demostraram que a composicao lipidica e a dimerizacao afetaram

a forma com que os peptideos agem sobre as GUVs.

4.1.7.2- Calorimetria de titulacdo isotérmica

Visando compreender qualitativamente a termodindmica da interacdo dos peptideos com

0s miméticos de membrana avaliados por microscopia, recorreu-se a técnica de ITC.

A figura 41 mostra as isotermas de titulacdo do peptideo AU com LUVs compostas de
95/5 e 50/50 SOPC/SOPG. Para ambas as composicOes foi observada uma componente
exotérmica e outra endotérmica para relagdes lipideo/peptideo baixa e alta, respectivamente. E
interessante observar que a intensidade dos dois processos, principalmente o exotérmico, é maior
para as LUVs compostas de SOPC/SOPG 50/50.

Assim, pode se dizer que a energia envolvida na interacéo do peptideo AU é maior quanto
maior é a carga negativa na superficie das vesiculas. Este significativo aumento da intensidade de
interacdo pode explicar os dados de microscopia. Como mencionado anteriormente, 0 mecanismo
de formagé&o de poros e o de solubilizagcdo podem estar relacionados. Assim, segundo os dados de

ITC, muita mais energia (tanto liberada quanto absorbida) estd envolvida na interacdo do
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peptideo com LUVs 50/50, o que poderia estar provocando a mudanga de um mecanismo para o

outro (poro em vesiculas 95/5 para carpete em vesiculas 50/50).

Figura 41 — Curva calorimétrica de titulacdo (a) e integracdo da area da curva (b) do peptideo AU (40
umol/L) com LUVs contendo 95/5 (vermelho) e 50/50 (preto) de SOPC/SOPG (10 mmol/L).
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Em relacdo ao peptideo (AU),K, os resultados mostraram somente uma componente, a
exotérmica. E interessante destacar que, além de uma significativa diferenca de intensidade desta

componente, o perfil das isotermas também ¢ diferente (figura 42).

Analisando os resultados, € evidente que a componente exotérmica do dimero € maior e
mais acentuada quando o peptideo € titulado com LUVs contendo 50/50 de SOPC/SOPG. Ja,
com LUVs contendo 95/5 de SOPC/SOPG a isoterma apresenta um minimo (méaximo
exotérmico) no inicio da titulacdo e experimenta uma progressiva diminuicdo conforme se

incrementa a quantidade de vesiculas. Mesmo existindo diferencas significativas para os dois
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modelos de membranas, ndo é possivel correlacionar estes resultados com os obtidos mediante
microscopia. Neste ponto destacamos que as condi¢Ges experimentais séo diferentes, enquanto na
microscopia o0 peptideo é adicionado a vesicula, no segundo o contrario acontece. Desta forma,

fendmenos diferentes podem estar sendo evidenciados.

Figura 42 - Curva calorimétrica de titulag&o (a) e integracéo da area da curva (b) do peptideo (AU).K (40
umol/L) com LUVs contendo 95/5 (vermelho) e 50/50 (preto) de SOPC/SOPG (10 mmol/L).
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Quando comparamos o mondmero e o dimero nos dois modelos de membrana, podemos
observar que, os perfis e as intensidades das isotermas sdo diferentes, fato pelo qual poderiamos
afirmar que a composicéo lipidica e a dimerizacdo afetam a forma com que os peptideos agem
sobre as LUVSs.

A auséncia de referéncias bibliografica sobre estudos por ITC da interacdo do peptideo

AU (e subsequentemente das versdes diméricas) com miméticos de membrana dificulta uma
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analise comparativa. Além disso, mesmo sendo uma técnica bastante utilizada, ainda h4 uma
grande dificuldade na atribuicdo de um determinado mecanismo de acdo avaliando as isotermas
obtidas (Abraham et al., 2005; Russell et al., 2010; Henriksen e Andresen, 2011).

4.1.7.3- Dicroismo circular em vesiculas

No intuito de relacionar os processos biofisicos observados por microscopia e ITC com a
estrutura, os peptideos foram estudados por CD. Desta vez, os mesmos foram titulados com

LUVs de composicao similar as utilizadas nos experimentos antes mencionados.

Na figura 43 observa-se que na auséncia de LUVs o peptideo ndo tem estrutura secundaria
definida, como previamente observado (figura 29a). Por sua vez, a adi¢do de LUVs promove uma
estruturacdo tipo helicoidal. Esta estruturacdo, mesmo que em outro mimético de membrana
(LPC), também ja tinha sido observada (figura 29b).

Quando comparadas as duas composicdes lipidicas, a estruturacdo do peptideo ocorre
mais intensamente em LUVs com 50% de SOPG do que em LUVs com 5% de SOPG. Esta maior
estruturacdo, medida em termos de elipticidade molar a 222 nm, pode ser observada na figura 44
e estaria relacionada com uma maior interacdo do peptideo com a membrana. Isto poderia ser a
explicagcdo da maior intensidade das isotermas e solubilizagdo das vesiculas contendo 50% de

SOPG. Assim, os dados de CD estdo em concordancia com os resultados de ITC e microscopia.
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Figura 43 - Espectros de CD do peptideo AU em diferentes concentrages de LUVs compostas de 95/5
(a) e 50/50 (b) de SOPC/SOPG.
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Figura 44 — Variacgdo da elipticidade molar a 222 nm para o peptideo AU em diferentes concentracdes de
LUVs compostas de 95/5 (a) e 50/50 (b) de SOPC/SOPG.
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Em relacdo ao peptideo (AU),K, em solucdo aquosa este apresenta uma estrutura
secundaria definida como “coiled-coil”, resultado também observado na figura 29a e 36b. E
interessante destacar que a intensidade de absor¢do nos comprimentos de onda em 208 e 222 nm

vai diminuindo conforme se incrementa a concentracéo lipidica (figura 45). Porém, a proporc¢éo
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com que a intensidade nestes dois comprimentos de onda diminui é diferente, o comprimento de
onde em 220 nm sofre uma variagdo mais acentuada que a em 208 nm. De fato, a intensidade em
222 nm diminui mais que a de 208 nm quando a quantidade de lipideos aumenta (figura 46). Este
comportamento indica que o peptideo esta inicialmente com suas cadeias interagindo umas com
outras, e quando em contato com a membrana adotaria uma conformacao mais estendida, sem ter
as suas duas hélices em contato uma com a outra.

Figura 45 — Espectros de CD do peptideo (AU).K em diferentes concentra¢fes de LUVs compostas de
95/5 (a) e 50/50 (b) de SOPC/SOPG.
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Figura 46 - Variacdo da razdo de elipticidade molar 222/208 nm para o peptideo (AU),K em LUVs
compostas de 95/5 (a) e 50/50 (b) de SOPC/SOPG.
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Quando comparadas as duas composi¢cdes lipidicas, ndo parece haver diferencas
significativas para o peptideo (AU):K.

4.1.7.4- Vazamento de carboxifluoresceina de LUVs contendo SOPC e SOPG.

No intuito de obter mais informacdo relacionada ao efeito da dimerizacdo e da
composicdo lipidica, os peptideos AU e (AU),K foram avaliados quanto a sua capacidade de

permeabilizar LUVs preenchidas com CF.

Na figura 47 pode-se observar a porcentagem e o perfil de vazamento de CF provocado
pelo peptideo AU sobre LUVs compostas de 95/5 e 50/50 SOPC/SOPG. Para ambas as
composicdes lipidicas, o peptideo se mostrou ativo, porém a dependéncia da concentracdo do
peptideo na porcentagem de permeabilizacdo foi notavelmente diferente. No caso das LUVs
contendo 5% de SOPG, se observou uma atividade proporcional a concentracdo do peptideo
(figuras 47 e 48).

Figura 47 - Porcentagem de vazamento de CF para o peptideo AU em LUVs compostas de 95/5 (a) e
50/50 (b) de SOPC/SOPG.
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Figura 48 - Porcentagem de permeabilizacdo em LUVs promovida pelo peptideo AU em diferentes
relacOes peptideo/lipideo. LUVs compostas de 95/5 (vermelho) e 50/50 (preto) de SOPC/SOPG.
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E interessante destacar que estes resultados sdo condizentes com aqueles em LUVs com
5% DPPA, onde o peptideo AU também mostrou uma permeabilizacdo concentragdo-dependente
(figura 32). Mesmo sendo lipideos diferentes (comprimento e insaturagdes), SOPG e DPPA

conferem a vesicula carga negativa e foram utilizados na mesma proporcéo.

Também € interessante ressaltar que a atividade concentracdo-dependente nesta
composicdo lipidica, indicou que o peptideo AU agiria sobre LUVs com 5% de lipideos
negativamente carregados segundo o mecanismo de formacdo de poros. Assim, este resultado

estd em concordancia com os dados anteriores.

Por outro lado, em LUVs contendo 50/50 de SOPC/SOPG, o peptideo apresenta uma
stbita mudanca de permeabilizagdo (de aproximadamente 0-15 até 100%) quando a concentracao
atinge 0,25 umol/L (figura 47 e 48). Este comportamento corresponde ao mecanismo “carpet” e
também estd em concordancia com os testes anteriores. Neste modo de acdo os peptideos se
acumulam na superficie da bicamada lipidica como um “carpete” e, apos atingir a concentra¢do
limiar (“threshold concentration”), a membrana plasmatica é permeada e desintegrada em um
mecanismo semelhante a acdo de um detergente. Segundo nossos dados, essa concentracao esta
relacionada a relacéo peptideo/lipideo entre 0,15 a 0,25.
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Por sua vez, para a versao dimérica (AU):K, os perfis de permeabilizacdo ndo mudaram

significativamente (figura 49). Diferente do que foi encontrado para o peptideo AU, para ambas

as composicdes lipidicas a permeabilizacdo teve uma marcada dependéncia com a concentracéo,

principalmente para LUVs contendo 50/50 SOPC/SOPG (figura 50). Assim, ndo foi possivel

encontrar uma concordancia clara entre este teste e 0s anteriores.

Acreditamos que, neste caso podemos ter os dois mecanismos acontecendo ao mesmo

tempo. Como mencionado anteriormente, mediante AFM foi proposto que o peptideo melitina

agiria segundo uma combinagdo dos mecanismos “carpete” e “toroidal pore”. Assim, uma precisa

diferenciacdo entre os mecanismos pode ser dificil (Juhaniewicz e Sek, 2014), e provavelmente

depende das condicdes experimentais utilizadas.

Figura 49 - Porcentagem de vazamento de CF para o peptideo (AU),K em LUVs compostas de 95/5 (a) e
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Figura 50 - Porcentagem de permeabilizacdo de LUVs do peptideo (AU).K para diferentes relacGes
peptideo/lipideo. LUVs compostas de 95/5 (vermelho) e 50/50 (preto) de SOPC/SOPG.
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Quando comparados 0 monémero e o dimero, vemos que para as LUVs contendo 50/50
de SOPG/SOPC, a dependéncia da porcentagem de permeabilizacdo com a concentracdo é
completamente diferente, evidenciando que a dimerizacéo estaria mudando o mecanismo de acao.
Apesar de, na concentracdo 0,25 umol/L ambos atingirem 100% de permeabiliza¢do, a brusca
mudanca (de 0-15% até 100%) encontrada para 0 mondmero corresponderia a0 mecanismo
“carpet”. Ja o dimero, que apresenta um aumento gradual da permeabilizacdo com a
concentragdo, teria um mecanismo relacionado a formacao de poros.

4.1.7.5- Mecanismo de acao e as metodologias utilizadas para seu estudo.

Conhecer 0 mecanismo de acdo de uma determinada molécula é sempre um quesito
indispensavel para fundamentar a sua atividade biologica. O entendimento detalhado do
mecanismo de a¢do também é importante, porque fornece as bases moleculares para o desenho de

novas moléculas bioativas. Nesse sentido, muitas metodologias vém sendo empregadas, porém as
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vezes é dificil atingir um acurado conhecimento sobre o mecanismo de acdo (Galdiero et al.,
2013).

A interacdo do peptideo AU com bicamadas lipidicas tem sido objeto de estudo de vérias
pesquisas nos Ultimos anos (Ambroggio et al., 2005; Cheng et al., 2009; Mccubbin et al., 2011).
Segundo estes estudos, que empregaram diferentes técnicas biofisicas, o peptideo AU agiria por
meio do mecanismo “carpete”. Porém, ha evidéncias que diferentes técnicas podem fornecer
distintas conclusdes a respeito do mecanismo de acdo dos PAMs (Shai, 1999). Isto pode ser
atribuido ao fato de um mesmo peptideo poder agir segundo diferentes mecanismos de a¢do em
funcdo, por exemplo, da composicdo lipidica utilizada no experimento, a concentracdo do

peptideo e da ordem de adi¢do dos componentes (Hoskin e Ramamoorthy, 2008).

Neste trabalho, evidenciamos que o mecanismo de acdo do peptideo AU ndo pode ser
generalizado, ja que parece depender tanto da composicdo do mimético de membrana utilizado,
como também do estado de oligomerizacdo (dimerizagdo) do peptideo.

As técnicas de microscopia de contraste e vazamento de CF estdo baseadas nos mesmos
principios, porém sdo diferentes enquanto ao modo de “detec¢do”. No primeiro caso, os efeitos
do peptideo sobre o mimético de membrana sdo observados de forma direta, utilizando um
microscopio. Ja, no segundo caso, a deteccdo € indireta e utiliza a espectroscopia de
fluorescéncia. Além disso, no teste de microscopia com GUVs, uma vesicula é observada por
vez, enquanto que nos experimentos de vazamento de CF, o aumento da intensidade de
fluorescéncia é resultado da contribuicdo de muitas LUVs. Assim, esta Gltima metodologia,
mesmo que de forma indireta, fornece informacdo mais representativa sobre a interacdo do

peptideo com as vesiculas.

Como mencionado anteriormente, a técnica de CD fornece dados sobre a conformacéao
de peptideos tanto em solucdo, como também em presenca de miméticos de membrana. Os dados
obtidos mediante esta técnica sdo muito importantes para o entendimento da relacdo estrutura-
funcdo. Mediante esta técnica evidenciamos diferencas significativas na conformacdo dos
peptideos. Estas diferencas afetam a forma como os peptideos interagem inicialmente com as

membranas e assim, podem ser a causa da mudanga no mecanismo de acao.
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Finalmente, a técnica de ITC vem sendo cada vez mais usada na investigacdo
termodindmica da interacdo entre peptideos e lipideos (Russell et al., 2010; Henriksen e
Andresen, 2011). Porém, geralmente € dificil atribuir a variacdo de calor a um determinado
processo de interacdo entre estas duas biomoléculas. Mesmo sem poder correlacionar diretamente
com as outras técnicas, 0S nossos resultados mostraram que tanto a dimerizacdo como a

composicdo lipidica pode afetar o processo de interacéo.

Como dito anteriormente, algumas das técnicas utilizadas no estudo da interacdo
peptideo-lipideo podem fornecer dados que muitas vezes ndo podem ser relacionados com outras
técnicas. Neste trabalho, quatro técnicas foram utilizadas com o objetivo acima mencionado.
Mesmo encontrando grandes dificuldades para relacionar os resultados das técnicas utilizadas,
vemos que, para o caso especifico do peptideo AU em 50/50 de SOPC/SOPG, os resultados
fornecidos pelas diferentes técnicas utilizadas parecem estar relacionados. Na figura 51 vemos
que conforme se incrementa a relacdo L/P, o peptideo comeca a estruturar-se, atingindo um
méaximo de estruturacdo na relacdo L/P igual a 4. E interessante observar que este maximo de
estruturagdo corresponde com o maximo do pico exotérmico determinado por ITC. E interessante
destacar também, que a maxima porcentagem de vazamento é atingida com a mesma relacéo L/P
que produz o méximo de estruturacdo e 0 maximo do pico exotérmico (L/P = 4). Como dito
anteriormente, quando se estuda a interacdo de peptideos com miméticos de membrana, o sinal
obtido de um experimento de ITC pode ser atribuido a uma combinagdo de eventos. Segundo
nossos dados, o sinal exotérmico corresponderia com, pelo menos, 0s dois processos mais
importantes da interacdo peptideo-lipideo: 1) a estruturacéo de peptideo e 2) a permeabilizacdo da

vesicula.
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Figura 51 - Comparacdo dos dados de microscopia, vazamento de CF, CD e ITC do peptideo AU em
vesiculas com 50/50 de SOPC/SOPG.
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4.1.8-Conclusdes do bloco do peptideo Aureina 1.2

Analisando os dados obtidos, fica claro que a dimerizacdo do peptideo AU reduz a
atividade antimicrobiana, mas ndo a capacidade de permeabilizar miméticos de membrana. Estes
fatos estariam relacionados com a interacdo dos dimeros com componentes da parede celular dos
microrganismos. Como confirmado mediante a agregacdo de celulas de C. albicans, a perda de
atividade antifingica esta relacionada diretamente com a interacdo dos dimeros com mananos.
Analogamente, a perda de atividade antibacteriana poderia também estar relacionada a interacéo

dos dimeros com componentes da membrana, como lipopolissacarideos.

Por outro lado, a estruturagdo dos dimeros em solugdo aquosa provocaria uma mudanca
no mecanismo de acdo. Além disso, a composicdo lipidica dos miméticos de membrana também

pode afetar o mecanismo. No caso de vesiculas contendo 50/50 de SOPC/SOPG, 0s experimentos
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de microscopia, CD e vazamento de CF mostraram que o peptideo AU age segundo o mecanismo

“carpete”.

4.2- Resultados da magainina 2

Propde-se que o peptideo MG2 age segundo o mecanismo de formacgdo de poros,
mediante a associacdo de varias moléculas (Kim et al., 2009; Nguyen et al., 2009; Tamba e
Yamazaki, 2009; Santo e Berkowitz, 2012). Este fato tem inspirado o desenho de versdes
diméricas visando potencializar a atividade antimicrobiana do peptideo. Para isto, 0s
pesquisadores usaram uma ligacdo dissulfeto entre dois residuos de cisteina adicionados na
extremidade (ou préximo) C-terminal do peptideo (Mukai et al., 2002; Dempsey €t al., 2003).

Como citado anteriormente, diferentes estratégias tem sido utilizadas para a sintese de
peptideos diméricos. Neste trabalho, foram desenhadas, sintetizadas e avaliadas a estrutura e
atividade biologica de versdes diméricas, tanto C- como N-terminal do peptideo MG2. Assim,
avaliamos o efeito da posicdo do linker, estudo que, segundo nosso conhecimento, ndo tém
precedentes. Para isto, da mesma forma que para no bloco do peptideo AU, foram utilizados os
aminoacidos lisina e glutamato como ligantes das duas cadeias. Desta forma, diferente dos
peptideos diméricos reportados na bibliografia, as sinteses foram desenvolvidas em uma etapa so,

sem a necessidade de adicdo de residuos de cisteina e de uma etapa de oxidagao.

4.2.1- Sintese dos peptideos

A sintese dos trés peptideos correspondentes ao bloco do peptideo MG2 foi desenvolvida
seguindo os protocolos basicos da SPFS. Diferente do bloco do peptideo AU, desta vez, foi
utilizada a resina NovaPEG Rink Amide resin LL de 0,23 mmol/g. A bibliografia reporta que a
sintese do peptideo MG2 € dificil (Bacsa et al., 2008). Considerando isto, 0 baixo grau de

substituicdo e a boa solvatagdo da resina NovaPEG poderia minimizar este problema.

A purificacdo dos produtos das sinteses foi realizada da mesma forma que a do primeiro

bloco de peptideos. Porém, as condi¢Ges cromatograficas utilizadas foram ligeiramente diferentes



91

(tabela 4). Os perfis cromatogréaficos dos peptideos brutos e puros podem ser observados nas

figuras 52 a 54.

Figura 52 - Perfis cromatogréaficos do peptideo MG2 bruto (preto) e puro (vermelho).
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Figura 53 - Perfis cromatograficos do peptideo (MG2),K bruto (preto) e puro (vermelho).
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Figura 54 -Perfis cromatogréaficos do peptideo E(MG2), (preto) e puro (vermelho).
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Quando comparados os perfis dos peptideos brutos, vemos que, como ja tinha sido
observado na sintese do peptideo E(AU), a ligacdo do linker glutamato é uma etapa pouco
eficiente, e contribui com varios subprodutos. Mesmo tratando-se de peptideo e linker diferentes,
Biernat et al. também reportou dificuldades na dimerizacdo de nonapeptideos pela extremidade
N-terminal com o composto ao,0-bis(acido acético) poli-(etileno glicol) ativado com
pentafluorfenol (Biernat et al., 2006).

E interessante aclarar que o peptideo E(MG2), bruto da figura 54 é o produto de trés
reacOes a partir do peptideo MG2 (figura 55a, pico de 14,1 min). Numa primeira etapa, 0,5
equivalentes de &cido glutamico, em relacdo ao numero de sitios tedricos da resina, foram
utilizados, visto que, uma molécula do aminoacido deve ligar duas cadeias peptidicas. O excesso
de reagentes acoplantes (DIC/HOBt) foi de 3 equivalentes visando uma maior eficiéncia das
reacOes de condensacdo. O resultado pode ser observado na figura 55b, onde o pico de 15,1 min
corresponde ao material desejado. Numa segunda etapa, sé os reagentes de acoplamento foram
utilizados visando ligar aquelas cadeias contendo o residuo de glutamato com cadeias peptidicas

que nédo o continha. Finalmente, se repetiu a primeira etapa no intuito de aumentar ainda mais a
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quantidade do material desejado. A figura 55¢ mostra a diminui¢cdo do pico correspondente ao
peptideo MG2 e um aumento no pico correspondente ao peptideo E-MG2. O produto desta
reacdo foi considerado como material final desde que ndo houve um aumento significativo do

pico de interesse.

Figura 55 - Cromatogramas correspondentes as diferentes etapas na dimerizacdo do peptideo MG2 para a
obtencdo do dimero E(MG2)2.
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As andlises por CLAE das fragdes puras mostraram que as purificagfes foram eficientes
atingindo, para os trés peptideos, porcentagens de pureza maior que 98%. As amostras puras
foram analisadas por espectrometria de massas (EM). Os resultados sdo mostrados nas figuras 56
a 58, onde fica evidente a obtencdo do material desejado. Os valores das massas tedricas e

observadas estdo apresentados na Tabela 5.
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Figura 56 - Espectro de massas do peptideo MG2 puro.
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Figura 57 - Espectro de massas do peptideo (MG2),K puro.
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Figura 58 - Espectro de massas do peptideo E(MG2), puro.
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Tabela 5 - Dados das sinteses dos peptideos MG2, (MG2),K e E(MG2),.

] Rendimento Tempo de retengéo Massa Molecular (MM) - (g/mol)
Peptideo 0 .
(%) (min) MMObservada MMCalculada
MG2 7,1 14,5 2465,6 2466,0
(MG2),K 3,3 154 5043,2 5043,0
E(MG2), 11 15,6 5043,6 5043,8

Mesmo com baixo rendimento, a SPFS demonstrou ser efetiva na obtencdo dos peptideos
desenhados. Além disso, os cromatogramas acima obtidos permitiram evidenciar que a técnica de
CLAE foi adequada para a purificacdo dos peptideos. Os tempos de retencdo evidenciados pelos
dados de CLAE mostraram que a dimerizacdo aumenta a hidrofobicidade dos peptideos
diméricos. O dimero N-terminal foi mais hidrofébico que o (MG2),K, visto que primeiro ndo
possui as cargas positivas na extremidade N-terminal, como ocorre com o peptideo dimerizado
pela extremidade C-terminal. Finalmente, os espectros de massas confirmam a identidade dos

peptideos.
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4.2.2- Dicroismo circular

Da mesma forma e com 0 mesmo objetivo que no bloco do peptideo AU, a conformacao
dos peptideos MG2 e as duas versdes diméricas foi estudada por CD.

O efeito da dimerizagdo na estrutura secundaria foi avaliada em PB (pH=7,4);
trifluoretanol (TFE) e lisofosfatidilcolina (LPC).

Os resultados, apresentados na figura 59, revelaram que em solugdo aquosa nenhum dos
peptideos apresenta uma estrutura secundaria definida. J&, na presenca de TFE ou LPC os trés

peptideos adquiriram uma estrutura helicoidal bem definida.

Figura 59 - Espectros de CD dos peptideos MG2, (MG2),K e E(MG2), em solucdo aquosa (a); 10
mmol/L LPC (b) e TFE (c).
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Como descrito anteriormente, o peptideo MG2 é, talvez, um dos PAMs mais estudados.
Assim, sua estrutura secundéria tem sido determinada previamente por CD, tanto em solucdo
aquosa como também em presenca de solventes estruturantes e miméticos de membrana
(Wieprecht et al., 1997; Mukai et al., 2002; Dempsey et al., 2003). A estruturacdo do peptideo
MG2 esta em conformidade com a bibliografia citada.

Por sua vez, os dimeros apresentaram o mesmo comportamento conformacional que o
mondmero, mostrando que a dimerizacdo, tanto C- como também N-terminal, ndo afeta

significativamente a estrutura secundéaria do peptideo.

4.2.3- Atividade antimicrobiana

Com os peptideos caraterizados enquanto a sua identidade, pureza e estrutura secundaria;
a atividade antimicrobiana foi avaliada. Os resultados podem ser observados na tabela 6. Frente
as duas bactérias testadas, a atividade antimicrobiana do dimero N-terminal resultou ser a mesma
que a do monémero. Ja, a dimerizacdo C-terminal produz uma molécula surpreendentemente
mais ativa contra E. coli e S aureus, (16 e 8 vezes, respectivamente). Segundo 0S Nnossos

resultados, a atividade antifungica dos trés peptideos foi maior que 128 umol/L.

Tabela 6 - Atividade antimicrobiana dos peptideos MG2, (MG2),K e E(MG2),.

CIM (umol L)

Peptideo E.coli S aureus C. albicans

MG2 16 128 >128
E(MG2), 16 128 >128
(MG2),K 1 16 >128

A diferenca de atividade entre os dimeros pode ser entendida se considerarmos que a

dimerizacdo C- terminal produz uma molécula dimérica com dois extremos aminos livres,
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enquanto que a dimerizacdo N-terminal s6 um. Assim, é de se esperar que o dimero (MG2),K
apresente uma maior interacdo com as cabecas negativamente carregadas dos fosfolipideos da

membrana bacteriana.

A comparacdo entre valores de CIM obtidos por diferentes grupos de pesquisa, na maioria
das vezes, se vé dificultada devido a utilizacdo de diferentes cepas e diferentes metodologias
(quantidade inicial de microrganismo, método de detec¢do da morte celular, tratamento estatistico
dos resultados, etc.). Porém, o peptideo MG2 tem se mostrado mais ativo frente a E. coli do que
frente a S. aureus, e mais ativo frente a S aureus do que frente a C. albicans. Assim, n0ssos
resultados sdo condicentes com a bibliografia. (Zadoff, 1987; Mukai et al., 2002; Pandey et al.,
2011).

Como citado anteriormente, versdes diméricas do peptideo MG2 tém sido previamente
estudadas. Comparativamente, na tabela 7 pode ser observado o aumento na atividade
antimicrobiana provocado pela dimerizacao desta sequéncia. Mesmo sendo moléculas diferentes,

as trés versdes correspondem a moléculas dimerizadas pela regido C-terminal.

Tabela 7 - Comparacéo da atividade antimicrobiana de diferentes versdes diméricas do peptideo MG2.

Aumento atividade®

Nome Sequéncia E coli S aureus Referéncia

H-GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNSK-NH

(MG2) K / 2 16X 8X Autor

2 H-GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS

H-GIGKFLHSAKKWGKAFVGEIMNSSAC-NH, _

MG2-CC H-GIGKFLHSAKKWGKAFVGEIMNSBAC-NH_ 2X 2X Mukai, 2002
H-GIGKFLHSAKKWGKAFVGEIMCS-NH

(MG2-N22C), ' 2 2-4X ND Dempsey, 2003

H—GIGKFLHSAKKWGKAFVGEIMCS-NH2

a: comparada com o peptideo MG2. ND: ndo determinado

Além de modificacdes pontuais (F12W, N22C) e a adicdo de um residuo de B-alanina
(BA) (adicionada para dar flexibilidade e distancia entre as cadeias), o dimero (MG2):K difere

dos outros dois peptideos em relacdo ao “linker” utilizado. Estas variaveis podem ser as
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responsaveis pelo diferente aumento na atividade antimicrobiana quando comparados com a

versdao monomeérica.

4.2.4- “Time Killing”

Em funcdo dos resultados alentadores de atividade bioldgica, foi estudada a velocidade de
acdo dos peptideos, isto €, 0 tempo necessario para o peptideo matar as bactérias. Neste estudo, 0
dobro da CIM foi utilizado para se ter certeza que a concentracdo de peptideo seria suficiente

para matar as bactérias nos tempos programados no experimento (Burrows et al., 2006).

Os resultados obtidos podem ser observados na figura 60. Contra E. coli (figura 60a), o
dimero (somente o dimero (MG2),K foi estudado) matou o microrganismo em menos de 5 min,
enquanto o tempo necessario para 0 monémero produzir o mesmo efeito foi de 20 a 40 min.
Assim, fica evidente que a dimerizacdo C-terminal do peptideo MG2 aumenta consideravelmente
a velocidade com que o peptideo age sobre o microrganismo. E necessario esclarecer ainda que,

por questdes experimentais, 0 tempo minimo de medigdo entre amostras foi de 5 min.

Por outro lado, contra S. aureus, o dimero age com a mesma velocidade que 0 monémero
(figura 60b). Se considerarmos a membrana plasmatica como alvo destes peptideos, e que em S.
aureus existe uma espessa camada de peptideoglicano e moléculas de é&cido lipoteicdico,
poderiamos propor que a passagem através destas estruturas € mais demorada para o dimero.

Porém, uma vez atingida a membrana plasmatica, o dimero agiria mais rapidamente.
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Figura 60 - Cinética de morte celular dos peptideos MG e (MG2),K contra E. coli (a) e S. aureus (b).
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A atividade de versdes diméricas de alguns PAMs também foi reportada previamente,
mas as razdes do aumento da velocidade de a¢do ndo foram explicadas (Hornef et al., 2004; Lee
et al., 2008; Zhu e Shin, 2009b). Como descrito anteriormente, muitas pesquisas confirmam que,
independentemente do mecanismo de agéo, a agregacao do peptideo, antes ou apos a interagdo da
membrana, é necessaria para a formagdo de poros. Se considerarmos a oligomerizagdo como a
etapa determinante da velocidade de acdo, 0 tempo necessario para aproximar o numero de
moléculas necessarias para a formagdo de poros deveria ser menor se elas ja estdo proximas,
devido ao seu estado de dimerizacdo. Essa hipdtese pode explicar as diferencas na velocidade de

atividade bactericida das versdes monomeéricas e diméricas.

4.2 .5- Atividade hemolitica
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Da mesma forma que para o bloco do peptideo AU, o teste de atividade hemolitica foi
desenvolvido visando obter uma aproximacao da toxicidade dos peptideos. Os resultados obtidos
podem ser observados na figura 61. O peptideo MG2 ndo apresentou atividade hemolitica no
intervalo de concentracdo utilizado. Segundo a bibliografia, este peptideo ndo é hemolitico no
intervalo de concentragcbes em que atua em microrganismos (Pandey et al., 2011; Fox et al.,
2012).

Enquanto aos dimeros, o peptideo (MG2),K foi o mais hemolitico, porém somente
comeca ter atividade significativa acima da CIM. Finalmente, o dimero E(MG2), teve uma
atividade intermediaria, mostrando atividade intermedia entre o peptideo MG2 e 0 (MG2):K, 0
gue demonstra que tanto a dimerizacdo quanto a posicdo do linker afeta a atividade hemolitica.
Mesmo ndo sendo exatamente as mesmas moléculas, estes resultados sdo condicentes com o
reportado na bibliografia para outras versdes diméricas do peptideo MG2 (Mukai et al., 2002;
Dempsey et al., 2003).

Somados aos dados acima, o fato dos dimeros apresentarem atividade hemolitica
enguanto o mondémero ndo, indica mais uma vez que a dimerizacdo pode estar alterando o

mecanismo de acao dos peptideos.

Figura 61 - Atividade hemolitica dos peptideos MG2, (MG2),K e E(MG2),.
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4.2 .6- Vazamento de carboxifluoresceina

Com o objetivo de obter informacBes a respeito da interacdo dos peptideos com
miméticos de membrana e correlacioné-los com os resultados de atividade antimicrobiana; LUVs
contendo 5% de SOPG e 95% de SOPC foram confeccionadas. O SOPG, como explicado
anteriormente, foi escolhido por apresentar carga negativa, mimetizando assim a carga negativa
da membrana plasmatica das bactérias. Por causa da significativa diferenca de capacidade de
permeabilizacdo, e visando obter perfis de permeabilizacdo compreendidos entre 0 e 100%, 0s
peptideos foram avaliados em concentracdes diferentes. A figura 62 mostra os perfis de

vazamento de CF para diferentes concentracdes de peptideos.

Figura 62 - Permeabilizacdo de LUVs contendo SOPC/SOPG (5/95) em diferentes concentracGes de
MG2 (a), (MG2),K (b) e E(MG2), (c).
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Como pode ser observado na figura acima, as versGes diméricas mostraram maior
capacidade de permeabilizar LUVs. A concentracdo necessaria para atingir 100% de vazamento
foi de 0,1 ¢ 0,5 umol/L dos peptideos (MG2),K e E(MG2),, respectivamente. J4, para atingir essa
mesma porcentagem de vazamento, foi necessario 8 umol/L do peptideo MG2. A diferenca de
permeabilizacdo entre os peptideos (MG2),K e MG2 esta relacionada com os dados de atividade
antimicrobiana. Esta diferenca € muito mais marcada no teste de permeabilizacdo de vesiculas,
mas temos que considerar, novamente, que componentes da parede celular sdo importantes no
modo de acdo de PAMSs. Este conceito também explica a maior permeabilizacdo do dimero
E(MG2), de aproximadamente 20 vezes maior que a do mondmero, possuindo, no entanto, a
mesma atividade antibacteriana tanto para E. coli como para S. aureus.

Quando comparados entre eles, vemos que o dimero (MG2),K se apresentou mais ativo
do que o E(MG2), (aproximadamente 5 vezes mais). Esta maior capacidade de permeabilizar
membranas esta diretamente relacionada com a maior atividade antimicrobiana mostrada pelo
peptideo (MG2),K (aproximadamente 8 vezes maior). Como explicado acima, a dimerizacdo C-
terminal produz uma molécula dimérica com dois extremos aminos livres, enquanto que a
dimerizacdo N-terminal sé um. Assim, a interacdo com as cabecas negativamente carregadas dos
fosfolipideos que compdem as LUVs seria maior para o peptideo (MG2),K. A importancia da
regido N-terminal para a atividade de PAMs tem sido previamente confirmada pelo nosso grupo
de pesquisa (Cilli et al., 2007; Crusca et al., 2011).

4.2.7- Conclusdes do bloco do peptideo Magainina 2

Os resultados mostraram que a dimerizacdo N-terminal ndo afetou a atividade bioldgica
do peptideo MG2. Ja, o peptideo (MG2),K, obtido mediante a dimerizacdo C-terminal,
apresentou uma atividade antimicrobiana 8-16 vezes maior. Estes resultados sugerem que a
proximidade das cadeias € um fator importante na atividade bioldgica deste peptideo. O fato da
dimerizagdo C-terminal deixar dois extremos aminos carregados positivamente, pode contribuir

com o0 aumento da atividade biologica.
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Assim, o peptideo (MG2),K pode ser considerado como potencial antimicrobiano no

tratamento de infecgdes causadas por E. coli e S aureus.

O aumento da atividade ndo estaria relacionado com a estrutura dos peptideos, desde que
a dimerizacdo ndo mudou significativamente a conformacdo dos peptideos nem em solugédo

aquosa nem em presenca de solventes estruturantes ou miméticos de membrana.
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v" De modo geral, os resultados mostraram que a dimerizacao de PAMs é uma estratégia

muito interessante de ser estudada.

v" A dimerizagdo pode, dependendo do caso, alterar a estrutura secundaria do peptideo

em solugéo aquosa.

v" Em funcéo do peptideo utilizado, a dimerizagdo pode aumentar, diminuir ou ndo afetar

a atividade bioldgica.

v" A natureza do linker e a posicdo do mesmo afetam a atividade e devem ser tidos em

conta na hora de desenhar peptideo diméricos.

v' A dimerizacdo parece alterar o mecanismo de acdo dos peptideos, podendo agir de
modo diferente do monémero de partida.

v" O conhecimento do efeito da dimerizagdo de PAMs pode contribuir significativamente

no desenho de novas moléculas antimicrobianas.
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