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RESUMO

Peptideos antimicrobianos agem diretamente na matriz lipidica da membrana celular
perturbando o empacotamento lipidico, criando tensdes elésticas e desequilibrio de
massa, que sao relaxados pela formagdo de poros ou defeitos que ddo origem ao processo
litico. Polybia-MP1, ou simplesmente MPI1, com sequéncia de aminoacidos
IDWKKLLDAAKQIL-NH2, extraido da vespa nativa Polybia paulista, ¢ um exemplo
destes peptideos. Além de potente atividade antimicrobiana ele inibe a proliferagdo
celular em culturas de células de cancer de prostata e bexiga. Este efeito inibitdrio
acredita-se ser devido a presenca simultdnea de aminofosfolipidios fosfatidilserina (PS)
e fosfatidiletanolamina (PE) nas monocamadas externas das membranas destas células.
Investigacdo da atividade litica em vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) revelaram
que o peptideo induziu a formacdo de regides fluorescentes densas que foram atribuidas
a agregacao peptideo/lipidio ou entdo a segregagao lipidica. A atividade permeabilizadora
do MP1 foi também fortemente modulada quando as GUVs continham fragdes de
aminofosfolipidios PS e PE. Foi observado que a permeabilidade induzida pelo MP1
aumentou dramaticamente para vesiculas de PC/PE/PS (7:1:2) permitindo influxo de
moléculas de 10 kDa. Esta tese investigou a habilidade do MP1 em perturbar o
empacotamento lipidico usando monocamadas lipidicas como modelo de membrana.
Foram utilizados trés fosfolipidios: PC, PE e PS contendo duas cadeias aciclicas.
Isotermas de compressdo foram obtidas usando cuba de Langmuir conjugadas com
microscopios de fluorescéncia e de angulo de Brewster. Por meio de isotermas de
compressdo de filme lipidico foram investigadas a preferéncia do peptideo pelas fases
lipidicas e seu efeito na coexisténcia de fases e nas alteragdes induzidas na forma,
tamanho e nimero de dominios so6lidos. Utilizando cadeias aciclicas derivadas de acidos
miristico e palmitico ligados as cabegas polares PC, PE e PS, foi possivel explorar o papel
das cabecas polares e o efeito do comprimento das caudas no impacto do peptideo nos
filmes lipidicos. Estes experimentos mostraram que MP1 induziu mudangas na forma e
no tamanho dos dominios sélidos. Estas alteragdes foram dependentes das cabega polar e

das condi¢des da subfase: agua pura e solugdo aquosa de NaCl. E importante destacar que



em condicdes de subfase nas quais pares i0nicos intermoleculares entre os asparticos e
lisinas podem ocorrer, em agua e em baixa concentragdo de sal, o peptideo co-cristalizou
com lipidios de DPPC induzindo significativa mudanca na forma de “triskelion” para
formas alongadas e no tamanho dos dominios s6lidos. Mudancas na forma e no tamanho
foram também observados para DMPE ¢ DMPS, mas com mecanismos diferentes.
Devido a grande preferéncia de MP1 por filmes de PS foi observado que parte do filme
peptideo/lipidio foi expelido para a subfase em valores de pressdo lateral compativeis
com a de bicamadas, sugerindo micelizagdo do filme lipidico. Estas evidéncias de
mudancas no empacotamento lipidico induzidas pelo peptideo foram reforcadas
investigando o efeito do MP1 no influxo de carboxifluoresceina em GUVs de PC/PS e
PC/SM/Chol contendo ou ndo PS. Nesta tltima composi¢do, dominios liquido-ordenados
(Lo) podem ser visualizados e na presenca de PS foi observado a formagdo de regides
densas na regido liquido-desordenado (Ld) na membrana. Na presenca de PS o MPI
induziu poros ou defeitos que permaneceram abertos na escala de tempo de minutos.
Evidéncias para segregacdo lipidicas foram obtidas por experimentos de calorimetria
diferencial de varredura (DSC) usando vesiculas de DPPS puro e de misturas
POPC/DPPS. Os resultados obtidos mostraram a inducdo de uma fase rica de peptideo e
lipidios anidnico e outra rica de lipidio zwitterionico e perturbacdo no empacotamento

lipidico de vesiculas de lipidio aniénico puro.

Palavras-chave: Polybia-MP1, atividade antitumoral, peptideo antimicrobiano,
monocamadas lipidicas, DSC, GUVs, BAM, microscopia de fluorescéncia,

aminofosfolipidios, fosfatidiletanolamina, fostatidilserina.



ABSTRACT

Antimicrobial peptides act directly on the lipid matrix of the cell membrane by perturbing
the lipid packing, creating elastic stresses and mass imbalance, that are relieved by the
formation of pores or defects resulting in the lytic activity. Polybia MP1, or shortly MP1,
with aminoacid sequence IDWKKLLDAAKQIL-NH?2, extracted from the native wasp
Polybia paulista is an example of these peptides. Beyond a potent antibacterial activity,
it inhibits cell proliferation in prostate and bladder cancer cell cultures. This inhibitory
effect is believed to be due to the simultaneous presence of aminophospholipids:
phosphatidylserine (PS) and phosphatidylethanolamine (PE) on the outer leaflet of these
cell membranes. Investigations of MP1 Iytic activity in giant unilamellar vesicles (GUVs)
revealed that the peptide induced some dense fluorescent regions on the vesicles that were
interpreted as being due to peptide/lipid aggregation or to lipid segregation. The MPI
permeabilizing activity was also strongly modulated when fractions of
aminophospholipids PS and PE were present in the lipid composition of these GUVs. It
was observed that the permeability induced by MPI increased dramatically for vesicles
of PC/PE/PS (7:1:2) allowing influx of up to 10 kDa molecules. This thesis investigated
the ability of MPI in disturbing lipid packing using lipid monolayers as model
membranes. Three diacylated phospholipids: PC, PE and PS were used. Compression
isotherms obtained with Langmuir trough in conjunction with fluorescence and Brewster
angle microscopies were used to investigate preferences of the peptide for lipid phases
and its effects on the phase coexistence and on the changes of the shape, size and number
of solid domains. Using diacyl chains derived from myristic and palmitic acids attached
to PC, PE and PS polar heads it was possible to explore the role played by head groups
and effect of the acyl chain lengths on the impact of the peptide in lipid films. These
experiments showed that MP1 induced changes in both the shape and the size of solid
domains. These changes were dependent on the head group and on the subphase
conditions: pure water and aqueous solution of NaCl. It is remarkable that in subphase
conditions in which intermolecular ionic pairs among aspartics and lysines are likely to

occur, water and low salt concentration, the peptide was able to co-crystalize with DPPC



lipids and induce significant changes in the shapes from “triskelion” to elongated and in
the sizes of the solid domains. Change in the shape and size were also observed to DMPS
and DMPE, but with different mechanisms. Due to the high preference of MPI1 for PS
films it was observed that part of the lipid/peptide films were irreversibly lost to the
subphase, at lateral pressures compatible with that of membranes, suggesting
micellization of the lipid film. These evidences for changes in the lipid packing induced
by the peptide were reinforced by investigating the effect of MPI on the influx of
carboxyfluorescein in GUVs of PC/PS and of PC/SM/Chol containing or not PS. In this
last composition liquid ordered (Lo) domains can be observed. In the presence of
domains Lo and PS MPI induced changes in the permeability and the formation of
aggregates. The pores or defects opened in the PS containing vesicles remains opened in
a minute time scale. In addition, evidences for lipid segregation was obtained from
differential scan calorimetry (DSC) experiments using pure DPPS and mixed
POPC/DPPS lipid vesicles showing the induction of a domain rich in peptide/anionic
lipid complex and another rich in zwitterionic ones and perturbation on the lipid packing

of pure anionic vesicles.

Keywords: Polybia-MP1, antitumor activity, antimicrobial peptide, monolayers, DSC,
GUVs, GUVs,  fluorescence  microscopy,  Brewster  angle  microscopy,

aminophospholipids, phosphatidylethanolamine, phosphatidylserine.
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em contato com a solucdo aquosa (citoplasma e/ou liquido intersticial) em torno da bicamada
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vermelho representa compressdo e preto, expansao) e o segundo, acima da 7, (linha continua).
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média de uma mistura ideal e as linhas continuas, a area real. Em todos os casos, (i) corresponde

a subfase agua e (ii) 150 mM NaCl, pH 7.4.
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corresponde a 50 um.
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cinza escuro (linhas pontilhadas) em fungfo da pressdo de superficie determinada das imagens de
BAM de filmes formados por lipidio puro (circulo fechado) e pela mistura lipidio/peptideo
(circulo aberto) espalhados em 150 mM NaCl, pH 7,4.

Figura 4.12: Porcentagem de area ocupada pela regido cinza clara (linha continua) ou pela regido
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A barra de escala corresponde a 50 um.



Figure 4.14: Imagens de BAM de monocamadas formadas por DPPC (primeira linha) e
DPPC/MP1 para Xmp1=0.072 (segunda linha) espalhados em solugdo de NaBr nas concentragdes
indicadas (pH 7.4), registradas durante a compressdo a 20 °C e em 7 - 8 mN/m. A barra de escala

corresponde a 50 um.
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Figura 4.16: Inser¢go do peptideo MP1 em monocamadas lipidicas formadas por DPPC em agua
(simbolo aberto) e em 150 mM NaCl (pH 7,4) (simbolo fechado). Maxima variagdo da pressao
superficial (Am) em func¢do da pressdo inicial (m;) apds a inje¢do de 1,25 uM de peptideo na
subfase. A concentrac@o de peptideo foi escolhida considerando a minima concentragdo em que o
peptideo apresentou maxima atividade superficial obtidas a partir da Fig. 4.2C. As linhas continuas

representam o ajuste linear.

Figura 4.17: (A) e (D) Isotermas de compressdo m x A de monocamada de DMPC puro e da
mistura DMPC/MP1 (Xmp1=0,06) em agua e em 150 mM NaCl (pH 7,4), respectivamente. (B) e
(E) Imagens de BAM de filmes de DMPC e DMPC/MP1 em agua e em 150 mM NaCl,
respectivamente, na pressao de superficie indicada. (C) e (F) Refletividade média da RE (simbolo
fechado) e RC (simbolo aberto) observadas nas imagens de BAM correspondentes aos filmes de
DMPC puro (vermelho) e filme de DMPC/MP1 (preto) em éagua e 150 Mm NaCl,

respectivamente.

Figura 4.18: Insercdo do peptideo MP1 em monocamada lipidica de DMPC em agua (simbolo
aberto) e em 150 mM NaCl (pH 7,4) (simbolo fechado). Maxima variagdo da pressdo superficial
(Am) em fung@o da pressdo inicial (1t;) apds a injecdo de 1,25 uM de peptideo em agua pura. As

linhas continuas representam o ajuste linear.

Figura 4.19: Isotermas de compressdo de filme de DMPE na auséncia e presenga de peptideo co-
espalhados com lipidio em agua pura (A) ou 150 mM NaCl, pH 7,4 (B). As areas correspondem a
area da monocamada total normalizada pela quantidade de lipidios (sem considerar o nimero de

moléculas de peptideos).

Figura 4.20: (A) Pressdo de superficie correspondente a transi¢ao de fase do DMPE em fungéo
da fragdo molar de peptideo. A linha pontilhada corresponde ao ajuste linear e o erro da medida
corresponde a resolugdo da técnica (~0,5 mN/m). (B) Area molecular media em fungio da fragio

molar de MP1 no filme lipidico em diferentes pressdes de superficie: 7 =2 mN/m (simbolos em



vermelho) e 7 = 15 mN/m (simbolos em preto). O valor médio + o desvio padrdo de no minimo
3 medidas independentes sdo representados. Linhas pontilhadas correspondem a area molecular
média de uma mistura ideal e as linhas continuas, a area real. Em todos os casos foram calculados

para 150 mM NaCl, pH 7,4.

Figura 4.21: Médulo de compressibilidade (C5!) em fungdo da pressio de superficie para
monocamadas de DMPE na auséncia e na presenga de diferentes fragdes de MP1, em agua (A) e

em 150 mM NaCl (B).

Figura 4.22: Imagens de BAM de monocamadas formadas por DMPE puro (A, C) ou
DMPE/MP1 (Xmpi1=0.060) (B, D) espalhada em agua pura (A, B) ou em 150 mM NaCl (C, D) e
registradas durante compressdo a 20 °C e nas pressoes de superficie indicadas. Tamanho da

imagem ¢€: 200 x 200 um.

Figura 4.23: Imagens de microscopia de fluorescéncia de monocamadas formadas por DMPE
(A) ou DPPC/MP1 para Xwmei = 0,072 (B) espalhado em agua pura e registradas durante a

compressao a 20 °C nas pressoes de superficie indicadas. A barra de escala corresponde a 50 um.

Figura 4.24: Refletividade média das regides LE (simbolo fechado) e LC (simbolo aberto)
observadas nas imagens de BAM correspondente aos filmes de DMPE puro (vermelho) e filme

de DMPE/MP1 (preto) em agua (A) e 150 Mm NaCl (B).

Figura 4.25: Inser¢éo do peptideo MP1 em monocamadas lipidicas formadas por DMPE (circulo)
ou DPPE (quadrado) ou POPE (estrela), em agua (simbolo aberto) e em 150 mM NaCl (pH 7,4)
(simbolo fechado). Méaxima variac@o da pressdo superficial (Am) em fungdo da pressdo inicial (1)

apos a injecdo de 1,25 pM de peptideo na subfase. As linhas continuas representam o ajuste linear.

Figura 4.26: Isotermas m — A de filmes lipidicos de DPPS na auséncia e na presenca de diferentes
fragcdes molares de MP1 co-espalhados com fosfolipidio em agua pura (A) ou 150 mM NaCl (pH.

7,4) (B). Monocamadas comprimidas a 5 cm*/min a T = 20 °C.

Figura 4.27: Médulo de compressibilidade (C5!) em fungdo da pressio de superficie para
monocamadas de DPPS na auséncia e na presenca de diferentes fragdes de MP1, em agua (A) e

em 150 mM NaCl (B).

Figura 4.28: Imagens de BAM e FM de monocamadas de DPPS puro (A e A”) ou DPPS/MP1
para Xmr1 = 0,060 (B e B”) co-espalhados em agua pura e registradas durante compresséo a 20 °C
e nas pressdes superficiais indicadas. Tamanho da imagem: 200 x 200 um. (C) Refletividade

média das regides LE (simbolo fechado) e LC (simbolo aberto) observadas nas imagens de BAM



correspondente aos filmes de lipidio puro (vermelho) e filme de lipidio/peptideo (preto) em agua.
(D) Imagem de AFM para filme de DPPS/MP1 (Xmp1=0,06) transferidos para laminulas de vidro

da interface ar-d4gua a 15 mN/m. Tamanho das imagens: 10 x 10 pm?.

Figura 4.29: Imagens de BAM de monocamadas de DPPS puro (A) ou DPPS/MP1 (Xwmp1 =
0,060) (B) co-espalhados em 150 mM NaCl, (pH 7,4) e registradas durante compressdo a 20 °C
nas pressdes indicadas. Tamanho da imagem: 200 x 200 um. (C) Refletividade média das regides
LE (simbolo fechado) e LC (simbolo aberto) observadas nas imagens de BAM correspondente

aos filmes de lipidio puro (vermelho) e filme de lipidio/peptideo (preto) em 150 mM NaCl.

Figura 4.30: (A) Isotermas de adsor¢cdo de MP1 determinada pela diferenga da pressdo de
superficie obtida ap6s 1h de adsor¢do a monocamada de DPPS em 7; = 10 mN/m em fun¢do da
concentragao de peptideo. Linhas continuas representam o ajuste utilizando a isoterma de adsor¢do
Gibbs-Langmuir. (B) Inser¢do do peptideo MP1 em monocamadas lipidicas formadas por DPPS.
Maxima variagdo da pressdo superficial (Am) em func@o da pressdo inicial (1;) apds a injecdo de
1,25 uM de peptideo. As linhas continuas representam o ajuste linear. Experimentos em agua pura

sdo representados pelo simbolo aberto, e em 150 mM NaCl (pH 7,4), simbolo fechado.

Figura 4.31: Isotermas m — A de monocamadas lipidicas de DMPS na auséncia e presenca de
diferentes fragdes molares de MP1 co-espalhado com fosfolipidio em subfase contendo agua pura

(A) e 150 mM NaCl (pH 7,4) (B) a T = 20 °C. Monocamadas foram comprimidas a 5 cm?/min.

Figura 4.32: Ciclos de expansdo e compressdo das monocamadas de DMPS com diferentes
fracdes molares de MP1 co-espalhado com fosfolipidio em 4gua pura. Monocamadas foram

comprimidas a 5 cm?/min a T = 20 °C.

Figura 4.33: Micrografias de fluorescéncia de monocamada de DMPS e DMPS/MP1 (Xwmp1 =
0,048) co-espalhados com o lipidio marcado, lissamina rodamina-b-sulfonil PE, em agua (A) e
150 mM NaCl (C) e de DMPS co-espalhado com FITC-MP1 (Xrre-mpi = 0,060) (B) nas pressdes

de superficies indicadas e a 20 °C.

Figura 4.34: Imagens representativas de BAM de monocamadas de DMPS puro (A) ou
DMPS/MP1 para Xmp1 = 0,048 (B) e Xne1 = 0,072 (C) co-espalhados em 4gua pura e registradas
durante compressdo a 20 °C e nas pressoes superficiais indicadas. Tamanho da imagem: 200 x

200 pm.



Figura 4.35: Imagens de AFM para monocamadas DMPS/MP1 (Xup1=0.060) transferidas da
interface dgua-ar para substrato de laminula de vidro na pressdo de 15 mN/m. Tamanho das

imagens: 100 x 100 pm (A) e 20 x 20 pm (B).

Figura 4.36: Imagens representativas de BAM de monocamadas compostas por DMPS puro (A)
ou DMPS/MP1 para Xyp1 = 0,060 (B) co-espalhados em 150 mM NaCl e registradas durante

compressdo a 20 °C e nas pressoes superficiais indicadas. Tamanho da imagem: 200 x 200 pm.

Figura 4.37: Refletividade média das regides LE (simbolo fechado) e LC (simbolo aberto)
observadas nas imagens de BAM correspondente aos filmes de lipidio puro (vermelho) e filme

de lipidio/peptideo (preto) em agua (A) e 150 mM NaCl (B).

Figura 4.38: (A) Isotermas de adsor¢cdo de MP1 determinada pela diferenga da pressdo de
superficie obtida apds 1h de adsor¢do a monocamada de DMPS em 7; = 10 mN/m em fung¢&o da
concentragao de peptideo em agua pura (simbolo aberto) e em 150 mM NaCl (pH 7,4) (simbolo
fechado). Linhas continuas representam o ajuste utilizando a equagdo de adsor¢do Gibbs-
Langmuir. (B) Inser¢do do peptideo MP1 em monocamadas lipidicas formadas por DMPS em
agua (simbolo aberto) e em 150 mM NaCl (pH 7,4) (simbolo fechado) e formadas por POPS em
150 mM NaCl (7,4) (triangulo fechado). Méxima variagdo da pressdo superficial (Am) em funcgdo
da pressdo inicial (1;) apds a injecdo de 1,25 uM de peptideo em agua pura. As linhas continuas

representam o ajuste linear.

Figura 4.39: Imagens de fluorescéncia (primeira sequéncia) e contraste de fase (segunda
sequéncia) de GUVs compostas por POPC/POPS (3/1) apos a adigdo de 10 uM de MPI1. A

primeira imagem de cada sequéncia representa o tempo 0, quando o peptideo foi injetado.

Figura 4.40: Imagens de fluorescéncia confocal de GUVs compostas por DOPC (A) ou
DOPC/SM/Chol (3:3:1 molar ratio) ap6s a adigdo de 2 pM of MP1. A primeira imagem de cada
sequéncia representa o tempo 0, quando o peptideo foi injetado. Cada imagem ¢ uma
superposicdo de dois sinais de fluorescéncia adquiridos simultaneamente da carboxifluoresceina

(cor verde) e ceramida Bodipy-TR (cor vermelha).

Figura 4.41: A) Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal de GUVs compostas por
DOPC/POPS (3:1) ap6s a adi¢io de 2 uM de MP1. A primeira imagem de cada sequéncia
representa o tempo 0, quando o peptideo foi injetado. Cada imagem ¢ uma superposi¢do de dois
sinais de fluorescéncia adquiridos simultaneamente da carboxifluoresceina (cor verde) e ceramida
Bodipy-TR (cor vermelha). B) Cinética de influxo do marcador de dentro das GUVss apds a adigio
do peptideo MP1.



Figura 4.42: Imagens de fluorescéncia confocal de GUVs compostas por DOPC:POPS (3:1) e

MP1 durante “bleaching” (A) e recuperacdo da fluorescéncia apos “bleach” (B).

Figura 4.43: Imagens de fluorescéncia confocal de GUVs compostas por
DOPC:POPS:BSM:Chol (2.1:0.9:3:1) ap6s a adi¢do de MPI1. A primeira imagem de cada
sequéncia representa o tempo 0, quando o peptideo foi injetado. Cada imagem ¢ uma
superposicdo de dois sinais de fluorescéncia adquiridos simultaneamente da carboxifluoresceina
(cor verde) e ceramida Bodipy-TR (cor vermelha). (A-G) Sequéncia de influx de CF induzido por
2 uM de MP1. Setas indicam os dominios/defeitos induzidos pelo MP1.

Figura 4.44: Imagens de fluorescéncia confocal de GUVs compostas por DOPC (A),
DOPC:POPS (3:1) (B) e DOPC:POPS:BSM:Chol (2.1:0.9:3:1) (C) apos a adigdo de 2 uM de
peptideo marcado com MP1 FITC.

Figura 4.45: Termogramas da mistura POPC/DPPS obtidos para vesiculas multilamelares
(MLVs) em diferentes fragdes molares de DPPS, concentragdo total de lipidio = 2,5 mg/ml, a 0,5

°C/min.

Figura 4.46: Termogramas da mistura POPC/DPPS (70:30) para: (A) MLVs na auséncia e na
presenga do peptideo MP1 na razdo [L]/[P] = 30 adicionada na hidratag@o do filme lipidico de
MLVs. (B) LUVs na auséncia e na presenga do peptideo MP1 na razio [L]/[P] = 40 adicionado

nas vesiculas formadas.

Figura 4.47: Termogramas de MLVs de DPPS na auséncia e na presenca do peptideo MP1 na
razdo [L]/[P] = 14 adicionado na hidratacdo do filme lipidico de MLVs. As vesiculas foram
hidratadas com solugéo de peptideo diluido em agua e em 150 mM NaClL

Figura 5.1: Modelo para o comportamento do peptideo em monocamadas de DMPC em 4gua e

em 150 mM NaCl.

Figura 5.2: Modelo para o comportamento do peptideo em monocamadas de DPPC em agua e

em 150 mM NaCl.

Figura 5.3: Modelo para o comportamento do peptideo em monocamadas de DMPE em 4gua e

em 150 mM NaCl.

Figura 5.4: Modelo para o comportamento do peptideo em monocamadas de DMPS em dgua e

em 150 mM NaCl.

Figura 5.5: Modelo para o comportamento do peptideo em monocamadas de DPPS em agua e

em 150 mM NaCl.
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Lista de Abreviacoes

PS — Fosfatidilserina

PE — Fosfatidiletanolamina

PC - Fosfatidilcolina

SM — Esfingomielina

Chol — Colesterol

DMPS — 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina

DPPS — 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina

POPS — 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina
DMPE - 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
DPPE — 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
POPE — 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
DMPC — 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina

DPPC - 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina

DOPC - 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
POPC — 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-fosfatidilcolina
Rhod-PE — 1,2-dioleoil-sn-glycero-3-fosfoetanolamina-N-(lissamina rodamina B sulfonil)
NBD-PC - 1-palmitoil-2-[6-(7-nitrobenz-2-o0xa-1,3-diazol-4-il)aminododecanoil ]-sn-glicero-3-
fosfocolina

CF — carboxifluoresceina

FITC — Isotiocianato fluoresceina

Lo - liquido-ordenado

Ld - liquido-desordenado

LE - liquido-expandido

LC - liquido-condensado

G —gés

S —solido

EPP — potential de par efetivo

Pg — fase “ripple”

Lg — fase gel

Ly — fase fluida



LUVs — vesiculas unilamelares grandes
MLVs — vesiculas multilamelares

GUVs — vesiculas unilamelares gigantes
DSC — calorimetria diferencial de varredura
FM — microscopia de fluorescéncia

BAM — microscopia de angulo de Brewster

AFM — microscopia de forga atomica
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CAPITULO 1

Introducao

Peptideos antimicrobianos (PAMs), pequenas sequéncias com até 50 aminoacidos, ricos
em residuos cationicos e hidrofobicos, sdo moléculas ativas na superficie de membranas
lipidicas anionicas. Sua associacdo & membrana, sem a necessidade de um receptor especifico
de membrana, afeta fortemente as propriedades estruturais e dindmicas dos lipidios,
perturbando o empacotamento lipidico (Blondelle et al. 1999). Por essa habilidade de agdo na
matriz lipidica da membrana, esses peptideos apresentam um grande potencial farmacéutico,
com ag¢do antibacteriana e¢/ou anticancer (Yeaman 2003; Hoskin and Ramamoorthy 2008) ou
podem ser modelo para o desenho de drogas mais eficientes que tenham como alvo a membrana
lipidica.

Em nivel macroscopico, existem dois requisitos importantes para peptideos
antimicrobianos: carga liquida positiva e capacidade de assumir estrutura anfipatica, na qual as
regides hidrofobica e hidrofilica estdo dispostas em faces opostas desta estrutura.

Varios mecanismos de agdo foram propostos para explicar a atividade destes peptideos
(Nguyen et al. 2011), porém, cada modelo pode explicar os efeitos encontrados para acdo de
somente alguns peptideos. Comumente, os eventos iniciais nestes mecanismos sdo a adsor¢do
do peptideo na membrana e seu actimulo até uma concentragdo na qual a tensdo elastica
induzida na membrana torna-se critica ¢ ao ser aliviada resulta na lise celular (Brochard et al.
1976; Puech et al. 2003; Huang et al. 2004). Mecanismos como poro toroidal (Matsuzaki et al.
1997; Brogden 2005; Sengupta et al. 2008), "barrel-stave" (Huang et al. 2004) e tipo detergente
sd0 usados para identificar o processo de lise (Shai 1999; Bechinger and Lohner 2006). Na
concentragdo critica de peptideos adsorvidos na membrana, pode haver ou ndo agregacdo do
peptideo. O estresse elastico imposto na bicamada pode entdo ser aliviado por formacao de poro
transiente em que as monocamadas externa e interna da membrana se fundem gerando curvatura
positiva, sendo os peptideos espagados por lipidios formando um toroide (K. Matsuzaki et al.
1998). Peptideos, como os que propomos estudar, sdo bem mais curtos que a espessura da
membrana ¢ a possibilidade de formagao de poro estavel transmembranar pode ser desprezada

(Huang, Chen, and Lee 2004). Em concentracdes de peptideo maiores que a critica, peptideos
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podem, também atuar como detergentes levando a lise por miceliza¢do (Bechinger and Lohner
2006). Evidéncias experimentais mostram que o vazamento induzido por peptideos pode ser
gradual (Pokorny et al. 2002) ou tudo-ou-nada (Parente et al. 1990); peptideos podem agregar
na bicamada, em dimeros ou trimeros em geral, gerando estresse de curvatura na membrana,
sendo entdo translocados para a camada interna, em processo conhecido por “sinking raft”,
proposto para descrever o processo de vazamento gradual induzido por peptideos em vesiculas
(Pokorny and Almeida 2004). O mecanismo de vazamento tudo-ou-nada ¢ o proposto por Szoka
(Parente et al. 1990) que ¢ similar ao poro permanente (Almeida and Pokorny 2009). Peptideos
adsorvidos, mesmo ndo possuindo uma estrutura anfipatica, podem perturbar o empacotamento
lipidico da membrana com atividade interfacial e induzir lise celular (Wimley 2010). Para
algumas composicdes lipidicas, o peptideo pode induzir a formacao de fase ndo lamelar (Haney
et al. 2010) e ser translocado através da membrana por formagdo de micelas reversas (Shai
1999; Bechinger and Lohner 2006). Peptideos podem ainda induzir a segregacao lipidica e,
portanto a formacdo de dominios cuja fronteira ¢ instabilizada, levando a lise (Epand et al.
2009).

Neste sentido, muitos eventos que ocorrem durante a interagdo ainda ndo sdo
completamente compreendidos, sendo um grande desafio cientifico e tecnologico.

A adsorcao do peptideo a membrana ¢ seguida por sua estruturagdo, em alfa hélice e
envolve interagcdes eletrostaticas e hidrofobicas. A adsor¢do prossegue e os peptideos
adsorvidos na interface, em geral, orientam-se paralelamente a superficie da membrana lipidica
com a parte polar em contato com as cabecas polares e a fase hidrofobica enterrada na regido
das cadeias aciclicas. Nesta orientagdo os peptideos podem modular as propriedades fisicas da
membrana alvo, como, diminuindo a espessura da membrana (He et al. 1995), modificando o
parametro de ordem das cadeias aciclicas (Koenig et al. 1999) e alterando o comportamento de
fase termotropico da membrana (Jing et al. 2003). O mecanismo de acumulo na membrana ¢é
decorrente de (1) restrigdes impostas por propriedades fisico-quimicas ¢ dindmicas dos lipidios
da superficie da membrana ¢ (2) restrigdes dimensionais ¢ efeitos de orientacdo da membrana.
A concentragdo critica de acaimulo depende fortemente da composicao lipidica da bicamada e,
portanto, ndo somente da densidade superficial de cargas, mas de aspectos elasticos tais como
modulos de flexdo (“bending”) e de compressibilidade (“stretch”) e da curvatura espontanea
dos lipidios. A curvatura da membrana ¢é controlada pela sua rigidez que atua como um “sensor”

para detectar efeitos de inclusdo de moléculas/ions na membrana (Gracia et al. 2010).
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Os mastoparanos sdo uma familia de peptideos cationicos, extraidos do veneno de
himenopteros, especialmente vespas e abelhas. Estes peptideos, com sequéncias entre dez e
catorze residuos de aminoacidos possuem em geral de trés a quatro lisinas e sdo ricos em
residuos hidrofobicos especialmente leucinas e isoleucinas. A amidagdo, pds-transcricional no
C-terminal, os protege de ataque proteolitico proporcionando maior estabilidade a estrutura
helicoidal (Andreu and Rivas 1998). Em geral estes peptideos possuem extensa atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas, embora alguns possuam
atividade hemolitica e citotoxica em células eucaridticas (Matsuzaki et al. 1989; Dos Santos
Cabrera et al. 2004).

Polybia-MP1 (MP1), ou simplesmente MP1, ¢ um mastoparano extraido do veneno da
vespa nativa Polybia paulista. Este peptideo possui intensa atividade antibacteriana de amplo
espectro sem ser citotoxico ¢ hemolitico (Souza et al. 2005). MP1 mostrou efeito inibitorio na
proliferacdo de células de cancer de prostata e bexiga (Wang et al. 2008) e contra células
leucémicas multirresistentes a drogas (Wang et al. 2009). Este peptideo, ainda mostrou
seletividade a linfocitos leucémicos comparados a linfocitos sadios e os testes de citometria de
fluxo demonstraram que ele possui intensa atividade antitumoral (Dos Santos Cabrera et al.
2012).

Uma importante caracteristica do peptideo Polybia-MP1 ¢ a presenga de dois residuos
de acido aspartico concomitantemente com trés lisinas e o C-terminal amidado conferindo uma
carga liquida (+2e), relativamente baixa comparada com outros peptideos antimicrobianos
altamente seletivos, em pH fisiologico. Estudos realizados da interacdo do MP1 com
membranas modelos demonstraram o importante papel dos residuos acidos na modulag¢do da
afinidade do MP1 a vesiculas zwitteridnicas (POPC) e anionicas (POPC:POPG/7:3) (Dos
Santos Cabrera et al. 2008; Leite et al. 2011). A distribuicdo dos residuos carregados ao longo
da cadeia participa no balango energético para sua estruturacdo helicoidal (dos Santos Cabrera
et al 2008). A disposicdo destes grupos carregados ¢ favoravel a interacdes intra-cadeia que
podem resultar em alteragdes do pKa dos grupos ionizaveis gerando diferentes estados de
protonag@o. Dessa maneira, a carga liquida ¢ uma funcdo do pH do meio e do potencial da

membrana.
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Motivac¢ao

1) Presenca de PE e PS:

Células sadias sdo caracterizadas por uma distribui¢do assimétrica de fosfolipidios que
¢ mantida por uma familia de aminofosfolipidios translocases (APTLs) que catalisa o transporte
ativo de PS da monocamada externa para a interna da membrana plasmatica. Em células
tumorais endoteliais essa assimetria ¢ perdida e aminofosfolipidios, fosfatidilserina (PS) e
fosfatidiletanolamina (PE), sdo encontrados em quantidades substanciais na monocamada
externa (Zwaal et al. 2005; Stafford and Thorpe 2011; Stafford et al. 2013). Outra caracteristica
dessas células apoptoticas ¢ o baixo pH do meio extracelular (Makovitzki et al. 2009).

A atividade litica do MP1 foi investigada em vesiculas compostas por PE e¢ PS em
misturas PC/PE, PC/PS e PC/PE/PS por microscopia de fluorescéncia confocal. Nesta
investigacdo foram usados trés marcadores fluorescentes a carboxifluoresceina (CF) de 0,34
kDa e duas dextranas marcadas: cascade blue de 3 kDa e alexafluor de 10 kDa. Vesiculas
gigantes de DOPC, DOPC/POPE (9:1), DOPC/POPS (8:2) e DOPC/POPE/POPS (7:2:1) foram
imersas em um meio contendo simultaneamente os trés marcadores € o influxo de cada um deles,
induzido pelo peptideo, foi monitorado por microscopia de fluorescéncia confocal. Os
resultados desta investigacdo mostraram que os trés marcadores sdo permeados na presenca de
peptideo, entretanto, nas vesiculas contendo PE especialmente PE e PS a permeabilidade
aumentou dramaticamente. Para estas vesiculas contendo PE a porcentagem de vesiculas com
preenchimento foi superior a 80% mesmo para o marcador de maior peso molecular, sugerindo
poros grandes. Esta investigagdo mostrou ainda, por meio de isotermas de adsorcao do peptideo
a vesiculas grandes por dicroismo circular, que a afinidade do peptideo aumenta com a presenga
de PS mas diminui na presenca de PE (Leite et al. 2015). Por meio de supressao de fluorescéncia
do fluordéforo 8-aminonaftaleno-1,3,6-acido trisulfonico (ANTS) por p-xylenebis (pyridinum)
bromide (DPX) (Ladokhin et al. 1995) em vesiculas grandes (LUVs) foi possivel estimar a
fragdo de fluor6foro que permanece no interior da vesicula e a concentracdo de fluor6foro que
foi liberado pela ag@o do peptideo. Surpreendentemente, estes experimentos mostraram que para
todas as composicdes lipidicas investigadas, o processo de vazamento ¢ tudo-ou-nada. Estes
resultados foram reforgados com experimentos de influxo de marcadores em GUVs. Os

histogramas obtidos para o influxo medido de CF em 50 vesiculas gigantes mostraram
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percentual de preenchimento acima de 90% e poucas vesiculas inferior a 20% sugerindo

processo tudo-ou-nada (Leite et al. 2015).

2) Formacdo de dominios como um possivel mecanismo de acdo:

A interacdo preferencial de peptideos biologicamente ativos com membranas
fosfolipidicas anidnicas ¢ tipica para alguns peptideos e, em alguns casos, a interacdo destes
com bicamadas anionicas resulta na segregagao da carga ou separagao lipidica lateral induzindo,
portanto, a formacdo de dominios. Para exercer suas fungdes, a membrana celular segrega
lateralmente seus constituintes, ¢ existe a evidéncia da presenga de dominios lipidicos na
membrana das bactérias com caracteristicas funcionais (Epand 2007).

A formagao de dominios tem sido enfatizada por Epand e colaboradores (Epand et al.
2008; Epand et al. 2009; Epand and Epand 2009b; Epand et al. 2010) como um possivel
mecanismo alternativo para a atividade antimicrobiana em bactérias Gram-negativas que
possuem composicdo mista de lipidios zwitterionicos e anidnicos. Estes autores sugerem que
peptideos poderiam ligar a um destes componentes e segregar o outro em uma fase rica deste
outro componente. Observaram ainda que peptideos que induzem formacao de dominios ligam-
se preferencialmente a lipidios anionicos e possuem, em geral, alta densidade de residuos
basicos.

A atividade litica do peptideo Polybia MP-1 foi investigada usando a técnica de vesiculas
unicas. Nesta investigagao, vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) composta de POPC/POPG,
foram visualizadas por microscopia de fluorescéncia e de contraste de fase. Os resultados
mostraram perda gradual do contraste de fase das vesiculas, sugerindo um processo litico
gradual. Foi observado ainda a formagdo de regides fluorescentes densas nas vesiculas cuja
origem ndo esta bem compreendida, mas pode estar correlacionada a agregacgio peptideo/lipidio
ou segregacdo lipidica e possivel formag¢do de dominios (Dos Santos Cabrera et al. 2011).
Evidéncias experimentais adicionais foram também obtidas por calorimetria diferencial de
varredura (DSC) em sistema binario que mimetiza membranas de bactérias Gram-negativas
(POPE/DOPG (7:3)) mostrando que este peptideo induz aumento na temperatura de transi¢ao
da fase gel para liquido-cristalina. A mudanga da temperatura de transicdo da mistura para
temperaturas mais altas ¢ decorrente da aglomeragdo do lipidio com temperatura de transi¢ao

mais baixo, DOPG, e ou lipidio/peptideo, sugerindo segregacdo lipidica. O aumento da
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temperatura de transicdo também pode estar relacionado ao aumento da fase gel indicando que
o peptideo estabiliza o sistema lipidico (Alvares 2011).

A indugdo de separacao de fase lipidica pode estar relacionada ao mecanismo envolvido
na atividade antitumoral do peptideo. Curiosamente, a segregacdo lipidica e formagdo de
dominios lipidicos induzidos por peptideos tém sido observados para peptideos com carga
liquida alta, em geral maior que quatro. Uma das motivagdes deste trabalho foi estudar a
formacdo dos dominios induzidos por um peptideo com carga liquida +2 (MP1).

Estes resultados evidenciam que os aminofosfolipidios desempenham papel principal na
atividade litica e bioldgica do MP1. Estes fosfolipidios apresentam duas peculiaridades, a
composi¢do da cabega polar e a forma geométrica da molécula, que podem ser criticas nestas
atividades. Na fosfatidiletanolamina (PE) com duas cadeias aciclicas a cabega polar ¢
zwitterionica formada por dois grupos ionizaveis, fosfato e amina, que no pH neutro formam
um dipolo elétrico assim como a fosfatidilcolina (fosfato e colina). Entretanto na
fosfatidiletanolamina a distincia entre as cargas € menor do que na fosfocolina. Desta maneira,
a fosfatidiletanolamina tem a forma de um cone truncado invertido, quando as cadeias aciclicas
sdo insaturadas, pois o volume da molécula (v) € maior do que o produto da area da cabeca polar
(a) e o comprimento das cadeias aciclicas (1) (Israelachvili 1992). PE também pode ter a forma
de um cilindro, quando as cadeias aciclicas sdo saturadas, pois o volume da molécula ¢é similar
ao produto entre a area da cabega polar e o comprimento das cadeias aciclicas (v~al)
(Israelachvili 1992). Para a fosfatidilcolina com duas cadeias aciclicas, o volume da molécula é
menor que este produto (v < al) e a molécula tem forma de cone truncado (Israelachvili 1992).
A cabeca polar também ¢ zwitterionica em pH neutro como a fosfocolina, mas a diferenga ¢ o
grupo positivo amina (NH3") ao invés de uma amina quaternaria "N(CH3); com carga fixa da
colina (Yeagle 2016). A cabeca polar da fosfatidilserina (PS) é composta por duas cargas
negativas (fosfato e carboxila) e uma positiva (amina) em pH neutro formando, portanto, dois
dipolos néo colineares e resultam em carga liquida -1. PS também tem volume molecular similar
ao produto da area da cabeca pelo comprimento das caldas (v~al). A forma da molécula de
fosfolipidio tem séria implicacdo na estrutura do auto-arranjo destas moléculas. Fosfolipidios
com forma cilindrica privilegiam a formagdo de bicamadas lipidicas enquanto moléculas em
forma de cones invertidos formam fase hexagonal invertida ou fase nao lamelar. As moléculas
em forma de sec¢do de cone invertido apresentam curvatura intrinseca negativa que tem forte
impacto na formacdo de poros, pois tanto em poros espontidneos como naqueles induzidos por

peptideos as monocamadas da membrana curvam-se para dentro até se encontrarem formando
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curvatura positiva que sera a borda do poro. Desta forma, as moléculas com curvatura negativa
além de dificultarem a formacdo de vesiculas lipidicas acima de um percentual relativamente
baixo ainda dificultam a formacao de poros.

Nao obstante esta caracteristica, os experimentos de atividade litica em GUVs
evidenciaram a importancia da fosfatidiletanolamina em aumentar a permeabilidade induzida
pelo peptideo MP1 (Leite et al. 2015). Este efeito ¢ mais forte quando estdo presentes os dois
aminofosfolipidios, situacdo em que parece haver um sinergismo entre eles. Por outro lado, as
alteracdes de propriedades termotropicas induzidas pelo MP1 em bicamadas lipidicas contendo
estes fosfolipidios sugerem segregacédo lipidica induzida pelo peptideo o que € curioso visto que
este efeito € em geral induzido por peptideos com alta densidade de carga, ou seja, de grupos
basicos, que nao ¢ o caso do MP1. Visto que a atividade litica do peptideo ndo € necessariamente
decorrente da formagao de poros na bicamada, mas também devida aos defeitos induzidos cujas
origens sejam provavelmente relacionadas a alteragdes no empacotamento lipidico, ¢
mandatorio entender o efeito do MP1 tanto no empacotamento como na segregacao lipidica.

O principal foco desta tese foi utilizar monocamadas lipidicas como modelo de
membranas para explorar o empacotamento de fosfolipidios que contém as cabegas polares que
se mostraram importantes na atividade litica em GUVs. Filmes lipidicos de Langmuir tém se
mostrado um excelente sistema modelo para se entender e explorar aspectos importantes do
empacotamento lipidico (Dennison et al. 2014; Dennison and Phoenix 2014) e suas alteragdes
induzidas por agentes farmacologicos, proteinas e peptideos (Maget-Dana and Ptak 1997;
Maget-Dana 1999; Stefaniu et al. 2014). Deste modo, a proposta central deste trabalho foi
explorar as propriedades interfaciais do peptideo MP1 e suas intera¢cdes com DPPC, DMPC,
DMPE, DPPS e DMPS em diferentes condi¢cdes experimentais utilizando monocamadas de
Langmuir como sistema modelo. A estratégia foi obter informagdes termodinamicas a partir das
isotermas de compressdo ¢ mudangas na morfologia superficial dos dominios lipidicos
induzidas pelo peptideo usando microscopia fluorescéncia (MF) e de angulo de Brewster
(BAM) e em alguns casos estas microscopias foram complementadas por microscopia de forca
atomica (AFM). Por meio de experimentos & area constante, foram obtidas as isotermas de
adsorcdo do peptideo em monocamadas (isotermas de Gibbs), bem como a inser¢do do peptideo
em monocamadas zwiterionicas de DPPC, DPPE, DMPC, DMPE e POPE, e anidnicas de DPPS,
DMPS, POPS na presenca e auséncia de eletrdlito suporte com a finalidade de explorar
qualitativamente as contribuicdes eletrostaticas. E importante notar que mesmo as interagdes de

peptideo com lipidios neutros t€m componente eletrostatica uma vez que as cabecgas polares
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destes fosfolipidios sdo dipolos elétricos que podem interagir com cargas. Além disto, estas
monocamadas neutras ou zwitteridnicas favorecem a investigacdo de interagdes nao
coulombianas peptideo-peptideo comparadas com monocamadas anidnicas nas quais os termos
coulombianos, mais fortes, sio dominantes.

A habilidade do peptideo em perturbar o empacotamento lipidico, especialmente no que
concerne a segregacdo lipidica, foi também investigada nesta tese com o objetivo de obter
informagdes sobre se a perturbagdo no empacotamento lipidico resulta na segregagdo ou
formagdo de dominios. Nesta investigacdo foram utilizados experimentos de calorimetria
diferencial de varredura (DSC). Nos experimentos foram utilizadas misturas lipidicas bindrias
que continham lipidios cujas temperaturas de transi¢do gel-liquido cristalina diferiam em ~ 50
°C. A perturbagdo induzida pelo peptideo na bicamada altera as propriedades termotrdopicas da
mistura e ¢ possivel obter evidéncias se o peptideo induz segregacdo lipidica nas bicamadas
compostas destas misturas. A investigacdo da inducdo de segregagao lipidica ou de formacao
de dominios lipidicos induzidos pelo peptideo foram complementadas investigando a atividade
litica em GUVs cujas composi¢cdes lipidicas evidenciam a formacdo de dominios. Outro
objetivo foi investigar se a separacgdo lateral de lipidios esta relacionada a atividade litica. Para
tanto GUVs compostas por PC, PS, esfingomielina (SM) e colesterol (Chol) em misturas DOPC,
DOPC/DOPS (2:1), DOPC/SM/Chol (3:3:1) e DOPC/DOPS/SM/Chol (2:1:3:1) foram
utilizadas para avaliar o influxo de carboxifluoresceina por meio de microscopia de
fluorescéncia confocal. Na mistura DOPC/BSM/Chol, dominios Lo (liquido-ordenado) sao
formados quando o colesterol associa-se a esfingomielina (SM), obtendo um complexo
ordenado Chol-SM; e em mistura com DOPC, um dos sistemas de membrana modelo mais
estudados, exibe coexisténcia de fase Lo/Ld (Liquido-ordenado/liquido-desordenado) (Veatch
and Keller 2005). A segregac¢ao lipidica também foi investigada por meio de experimentos de
contraste de fase visualizando GUVs compostas por POPC/POPS (3:1) por microscopia de

fluorescéncia.
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CAPITULO 2

Desenvolvimento Teorico

2.1 Membrana Biolégica

Todas as células s@o circundadas por uma membrana celular (membrana plasmatica) que
controla seletivamente a troca de material. Além da membrana plasmatica, as células
eucarioticas contém sistemas internos que possuem membranas formando compartimentos
isolados (organelas) dentro do citoplasma como o nucleo e as mitocondrias. As bases
moleculares da estrutura da membrana residem nos seus componentes lipidicos e proteicos; a
composi¢do garante uma funcdo especifica. A membrana plasmatica ¢ o elemento mediador da
comunicacdo entre a célula ¢ o seu meio externo, constituindo uma barreira altamente seletiva,
criando um compartimento interno com composicao quimica propria, diferente do meio externo.
Além disto, possibilita a captacdo de sinais extracelulares participando dos processos de

reconhecimento e comunicagao entre as células (Fig. 2.1).

O modelo de membrana celular aceito atualmente, o0 modelo do mosaico fluido (Fig.
2.2), foi proposto por Singer e Nicholson em 1972 (Singer and Nicolson 1972). Este modelo

consiste de trés caracteristicas, que sdo:

- A estrutura da biomembrana em bicamada, com os grupos hidrofilicos de lipidios voltados

para a face aquosa e as cadeias aciclicas formando um "core" hidrofobico;

- A insercdo de proteinas intrinsecas nesta bicamada, também regida pelas forgas
intermoleculares (interagdes eletrostaticas, covalentes e hidrofobicas, com prevaléncia das
hidrofébicas), e a adsorcdo extrinsecas a superficie da membrana principalmente por meio de

forcas eletrostaticas;

- A bicamada ¢ fluida com livre movimenta¢do dos componentes permitindo uma distribui¢ao

aleatoria destas moléculas.
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Figura 2.1: Ilustragdo de uma célula animal delimitada pela membrana plasmatica. O meio interno

contém as organelas, como reticulo endoplasmatico e a mitocondria, que desempenham diferentes

fungdes. Figura adaptada de: www.animalport.com/animal-cells.html.

i

Figura 2.2: (A) Segdo transversal da membrana com proteinas inseridas na bicamada fosfolipidica. (B)

+

As porc¢oes i6nicas e polares das proteinas, como indicado pelos sinais +/-, estdo em contato com
a solugdo aquosa (citoplasma e/ou liquido intersticial) em torno da bicamada lipidica. A regido em que
as proteinas estdo inseridas ¢ apolar (hidrofobica), portanto, carece de cargas, conforme indicado pela

auséncia de simbolos +/-. Figuras retiradas de (Singer and Nicolson 1972).

A variedade de lipidios e sua organizagdo espacial, que definem as propriedades
biofisicas da membrana, tém um importante papel na funcdo celular. Por exemplo, o

comprimento ¢ o grau de insaturagdo das cadeias aciclica do fosfolipidio determinam a
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espessura e ordenagdo da regido hidrofobica da membrana; a carga eletrostatica dos lipidios
anidnicos media interagdes com regides catidnicas da membrana associadas a proteinas; e
interagdes especificas com lipidios selecionados, tal como polifosfoinositidios, sdo importantes
para organizagdo espacial das suas proteinas ligadas (Janmey and Kinnunen 2006).

A composicdo quimica das duas monocamadas que formam a bicamada lipidica ¢
complexa e muito diferente uma da outra, podendo gerar dominios. A assimetria da bicamada
entre membranas eucaridtica e procariotica ¢ essencial para a atividade de fatores enddgenos
antimicrobianos que rompem as membranas bacterianas, mas s3o inofensivos para células
eucarioticas (Sato and Feix 2006). A composi¢do quimica da bicamada afeta suas propriedades
mecanicas e, reciprocamente, a aplicacdo de forgas na membrana pode alterar sua composi¢ao

quimica.
2.2 Lipidios e membrana lipidica

Lipidios s@o substincias organicas insoluveis em 4gua e soliveis em solventes
organicos. Eles constituem aproximadamente 50% da massa da maioria das membranas
plasmaticas das células animais, o restante sdo proteinas. A composi¢ao lipidica depende do
tipo de membrana e varia largamente de uma célula para outra. Na tabela 2.1 sdo mostradas as
composi¢des lipidicas de algumas membranas biologicas (Wender et al. 2000). Dentre os varios
tipos de lipidios existentes, os mais abundantes nas membranas bioldgicas sao os fosfolipidios,
que pertencem a classe dos fosfogliceridios. Em menor quantidade, sdo encontrados os
esfingolipidios e o colesterol.

Os fosfolipidios apresentam uma cabeca polar, ou hidrofilica, e duas caudas apolares, ou
hidrofébicas. Dessa forma, pelo fato de apresentarem regides hidrofilicas e hidrofobicas, os
lipidios de membrana sdo moléculas anfipaticas. A cabeca polar é composta pelo glicerol (um
trialcool), um fosfato e um alcool, como a colina, a etanolamina, o inositol, o glicerol ou a serina
(Fig. 2.3). As caudas apolares sio compostas pelas cadeias carbonicas dos 4cidos graxos. Acidos
graxos sdo acidos carboxilicos de cadeia longa que possuem de 12 a 24 atomos de carbono,
embora os mais abundantes nas biomembranas tenham entre 16 e 18 carbonos. Esses acidos
graxos podem ser saturados ou insaturados. Normalmente, os fosfolipidios apresentam, pelo
menos, uma cadeia insaturada em sua composicdo. Diferencas na quantidade de insaturacdes
dos acidos graxos sdo importantes, pois influenciam a aproximagdo e movimentacdo dos

fosfolipidios e, consequentemente, a fluidez das membranas. Se o grupo da cabega polar do
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fosfolipidio tem uma serina, glicerol ou inositol ligado no fosfato, a carga liquida da cabega

polar € -1 em pH fisiologico. Quando colina e etanolamina estdo esterificadas no fosfato, o

fosfolipidio resultante ¢ zwitteridnico com carga liquida zero em pH fisiologico.

Tabela 2.1: Porcentagem total dos principais componentes lipidicos das biomembranas selecionadas
(Gennis 1989).

Porcentagem de fosfolipidios total

Mitocondria  Lisossomos

Cardiolipina 18 01
Fosfatidiletanolamina 35 14
Fosfatidilcolina 40 40
Fosfatidilenositol 05 05
Acido Fosfatidico - 01
Lisofosfoglicerideos 01 07
Esfingomielina 01 20
Fosfolipideos (mg/mg proteina) 0,175 0,156
Colesterol 0,003 0,038
%
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Figura 2.3: Estrutura dos principais fosfolipidios das biomembranas. Imagem adaptada de

http://slideplayer.com.br/slide/7353961/.

Os lipidios anfipaticos, quando sdo adicionados a um meio aquoso, tendem a agregar-

se, organizando-se em estruturas macromoleculares. Estas estruturas permitem maximizar as
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interagdes hidrofobicas entre as cadeias carbdnicas, isolando-se da agua, e deixam os grupos
polares em contato com o solvente, com o qual podem interagir. Tais arranjos moleculares
constituem o estado de menor energia livre para esses lipidios em agua e resultam da presenga
de duas regides com solubilidade diferente na mesma molécula. O tipo de estrutura formada ¢

determinado pela geometria da molécula do lipidio anfipatico (Fig. 2.4).

Parametro de

. A empacotamen Forma do Estruturas
LIpIdIO to critico empacc?t'amento formadas
(v/agle) critico
Cone " Micelas esféricas

Lipidios com uma cadeia
com grande area da cabega ) b 133
polar: SDS em baixa <13
concentrag3o de sal Y

Micelas

Cone truncado

Lipidios com uma cadeia com
pequena area da cabega polar: 1/3-1/2
SDS em alta concentragdo de sal

<

Cone truncado Bicamadas flexiveis,
vesiculas
Lipidios com duas cadeias aciclicas
com grande area da cabeca polar: m
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, 1/21 h
fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol,
acido fosfatidico, esfingomielina
Lipidios com duas cadeias aciclicas Cilindro Bicamadas planas
com pequena area da cabeca polar: (o)
fosfatidilserina + Ca*?, ~1
fosfatidiletanolamina com as
cadeias aciclicas saturadas uuuu uuuu

T

Cone truncado

) ) invertidas
invertido

Micelas \\S ,

Lipidios com duas cadeias aciclicas
com pequena area da cabeca polar:
cardiolipina + Ca*?,
fosfatidiletanolamina com as
cadeias aciclicas insaturadas,
colesterol

0

Figura 2.4: Geometria molecular e estabilidade de fase de moléculas anfipaticas como uma fungdo do

parametro de empacotamento critico. Imagem adaptada de (Israelachvili 1992).
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Lipidios com uma tnica cadeia hidrocarbonica, como sabdes e detergentes, possuem a
forma conica e afilada e formam, preferencialmente, micelas. Nesta estrutura esférica, as cadeias
de hidrocarboneto organizam-se no interior, isolando-se do meio aquoso, € os grupos polares
posicionam-se na superficie externa interagindo com o solvente (Fig. 2.5A). A maioria dos
fosfolipidios forma, em vez de micelas, uma dupla camada de moléculas, chamada bicamada
lipidica. Esta estrutura permite agregacao mais estavel destas moléculas, que apresentam uma
forma cilindrica (ver Fig. 2.4), devido a presenca de duas cadeias aciclicas. As moléculas de
lipidios alinham-se lado a lado, formando duas monocamadas; as cadeias carbdnicas das
monocamadas agrupam-se frente a frente, de modo a formar um dominio hidrofébico no meio
da bicamada; os grupos hidrofilicos dispdem-se na superficie das duas faces da bicamada,

interagindo com o meio aquoso (Fig. 2.5B).

;ﬁ%é‘; ARA8RAR
e SR

Figura 2.5: Desenho esquematico de uma micela (A) e uma bicamada (B). Imagem adaptada de

(Azagarsamy et al. 2009).

Bicamadas lipidicas tendem a se fechar formando vesiculas contendo solvente no seu
interior. Estas estruturas fechadas sdo mais estaveis, porque nao apresentam caudas hidrofobicas
expostas ao solvente, como acontece na periferia das bicamadas planas. Experimentalmente,
demonstrou-se a formagdo dessas vesiculas lipidicas, também chamadas de lipossomos.
Lipossomos sdo, portanto, vesiculas sintéticas formadas por uma bicamada lipidica continua,
que delimita uma cavidade interna preenchida por solvente (Fig. 2.6). Eles podem ser formados
de moléculas de um tnico tipo ou de diferentes tipos de lipidios anfipaticos.

Esses agregados vesiculares sdo normalmente classificados de acordo com seu tamanho,
lamelaridade (nimero de bicamadas) e pelo método de formacgdo, conforme descrito a seguir:

e Vesiculas Unilamelares pequenas (SUVs): didmetro entre 20 — 50 nm, apresentando

uma unica bicamada lipidica. Podem ser formadas por sonicagdo de suspensodes
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lipidicas em meio aquoso,

e Vesiculas Unilamelares Grandes (LUVs): diametro entre 50 — 500 nm, apresentando
uma Unica bicamada lipidica. Podem ser formadas por extrusdo de suspensdes
aquosas,

e Vesiculas Unilamelares Gigantes (GUVs): diametro entre 500 nm — 300 um,
apresentando uma tinica bicamada lipidica. Podem ser formadas, especialmente, por
hidratacdo de filme lipidico e por eletroformacao,

o Vesiculas  Multilamelares (MLVs): 200 nm — ordem de micrémetros,
apresentando duas ou mais lamelas. Sao formadas, principalmente, por hidratagdo

de filmes lipidicos.

§2S5%NRe

Cese0®

Figura 2.6: Desenho esquematico de um lipossomo: a bicamada lipidica formada pela agregacdo dos
fosfolipidios separa o interior aquoso da vesicula do meio externo aquoso. Imagem adaptada de

http://www.niolip.com/liposomes/.

2.3 Termodinimica da Bicamada Lipidica

As moléculas lipidicas podem arranjar-se com diferentes tipos e grau de ordem,
correspondendo a diferentes fases, que sdo caracterizadas por um arranjo espacial e liberdade
de movimentacdo de cada lipidio em relacdo ao seu vizinho. A fase reflete a ordem do sistema
e sua alteracdo pode ser induzida por variagdo de temperatura. O numero e o tipo de estados de
fases lipidicas possiveis variam dependendo do lipidio. Ha duas fases lipidicas principais: uma

fase gel altamente ordenada e uma fase fluida desordenada (Fig. 2.7).
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Se as cadeias de hidrocarbonetos sdo saturadas, as rotagdes ao redor de todas as ligagdes
C-C sdo possiveis. Quando nenhuma das ligagdes C-C sdo rotacionadas (denominada
configuragdo totalmente trans) os lipidios tém energia interna minimizada e as cadeias de
hidrocarbonetos sdo paralelas e totalmente estendidas. Essa fase ¢ chamada de fase gel (Lg). A
configuragdo total-trans seria a unica no caso ideal (S=0); esta configuracdo teria a minima
entropia, pois S = kg -In(g) onde g é o numero de estados acessiveis e kp a constante de
Boltzmann, porém na natureza isso nao pode ser aplicado. Quando a temperatura ¢ aumentada
o numero de estados acessiveis aumenta, aumentando, assim, a entropia, devido a rotacdo da
ligacdo C-C. As rotacdes fazem as cadeias de hidrocarbonetos retorcerem resultando no estado
fluido (L, ) aumentando a drea da membrana e diminuindo sua espessura comparada com a fase

gel quando a cadeia esta mais rigida.

Fase gel Fase liauida

WAV AW

=
—
B
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( oo~ \r\:(
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( %S\~ \f\/\(

e

' A NANS A~

Figura 2.7: Transi¢do de fase lipidica da fase gel (ordenada) para a liquida (desordenada). Quando os
lipidios mudam de fase a entalpia e a entropia aumentam. Ty, é a temperatura de transi¢io. Imagem

adaptada de http://physwiki.ucdavis.edu/Wikitexts/University of California_Davis

Ha diferentes subclasses de fases gel e liquida que sdo (Fig. 2.8) (Cevc 1991):
e L.: fase cristalina ou "nativa".
o Lp: fase solida ordenada ou "gel". As cadeias lipidicas sdo empacotadas altamente
ordenadas e inclinadas.
e Pp: fase "ripple". Lipidios estdo no estado altamente ordenado, mas mostra defeito de
linha (ondulag@o).
e [L,: fase liquida desordenada ou "fluida". Cadeias lipidicas estdo desordenadas e

distribuidas aleatoriamente na membrana.
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Figura 2.8: Diferentes fases lipidicas: cristalina (L), gel (Lg), "ripple" (Pg) e liquida (L,). Imagem
adaptada de (Ceve 1991).

A transicdo gel-fluido ¢ um processo endotérmico no qual o calor absorvido ¢
relativamente grande. Com a mudanga entropica a membrana aumenta o volume e a bicamada
diminui a espessura. Medindo a absorcdo de calor pelos lipidios em funcao da temperatura,
pode-se verificar se existe transi¢do de fase. A capacidade térmica ¢ definida como a quantidade
de calor necessaria para elevar a temperatura de um sistema por um dado incremento de
temperatura (C, = AQ/AT). Em geral, observa-se um pico bastante pronunciado da capacidade
térmica em fungdo da temperatura, que corresponde a transicdo de fase. Deste modo, medir a
variacdo da capacidade térmica ¢ uma maneira de determinar transi¢cdes de fase. Fases lipidicas
ndo variam somente a conformagdo dos lipidios, mas também toda a geometria do agregado

lipidico.

2.4 Monocamadas Lipidicas

Monocamadas de Langmuir sdo formadas quando uma solu¢do de moléculas anfifilicas
insoluveis ¢ espalhada na interface agua-ar. Quando o solvente organico evapora, um filme
monomolecular ¢ formado na superficie da dgua. Assim, fosfolipidios espalhados na interface
agua-ar podem formar um filme monomolecular. A formagdo da monocamada ¢ um processo
termodinamicamente favoravel devido ao caracter anfifilico das moléculas de lipidios. Na
interface, essas moléculas estdo orientadas de tal maneira que os grupos polares estdo em
contato com a agua, enquanto as cadeias aciclicas sdo orientadas para o ar. A estrutura ¢
estabilizada através de interagdes hidrofobicas entre as cadeias aciclicas e interacdes entre
grupo polar-grupo polar e grupo polar-subfase. Essa orientagdo de lipidios na interface agua-ar

resulta em minima energia superficial levando a reducgdo da tensdo superficial.
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2.4.1 Tensio superficial na interface agua-ar

Forgas coesivas entre as moléculas do liquido sdo responsaveis pelas propriedades
conhecidas como tensdo superficial, definida como a energia necessaria para expandir a
superficie de um liquido por unidade de area. Moléculas no interior de um liquido interagem
igualmente com outras moléculas em todas as direcdes sentindo uma forga liquida nula, porém,
as moléculas da superficie ndo sdo simetricamente solvatadas e, assim, sofre uma forga
resultante atrativa na superficie liquida (Fig.2.9). Portanto, as moléculas da superficie se
comportam de formas diferentes tentando ocupar a menor area possivel. Essa € a origem da
tensdo superficial. Em liquidos polares, como a agua, as moléculas participam de fortes
interagdes intermoleculares resultando em alta tensdo superficial, assim, qualquer fator que
diminua a forga das intera¢des intermoleculares ou que fornega uma estrutura alternativa da

superficie diminuira a tensao superficial (Petty 1996; Hiemenz and Rajagopalan 1997).

Figura 2.9: Tens3o superficial — Forgas entre as moléculas na subfase e na interface. Imagem retirada

de http://www kibron.com/surface-tension.

2.4.2 Pressio de superficie
A pressao de superficie () ¢ definida como a diferenca da tensdo superficial entre a

subfase na auséncia das moléculas anfipaticas (y,) e a subfase com a monocamada lipidica

espalhada (y), como representado na eq. 2.1.
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Uma cuba de Langmuir possui duas barreiras moveis tal que a pressdo de superficie
dada pela diferenca na tensdo superficial entre as duas barreiras (y, > y) pode ser
continuamente variada 8 medida que a drea da monocamada ¢ reduzida. A densidade superficial
das moléculas aumenta, diminuindo entdo y ¢ aumentando 7. Ao construir o grafico de  versus
area por molécula (A), T aumenta a medida que a area disponivel na cuba diminui.

A pressdo de superficie pode ser monitorada medindo-se a for¢a por unidade de
comprimento sobre uma placa de Wilhelmy acoplada a uma eletrobalanca. A pressdo minima
medida € zero, e a maxima — para monocamadas estaveis — aproxima-se da tensdo superficial

da subfase, que ¢ cerca de 72,5 mN /m (25 °C) para a agua pura (Petty 1996).

2.4.3 Método de Wilhelmy

O método de Wilhelmy ¢ uma medida absoluta das for¢as que agem em uma placa, feita
de platina ou papel de filtro, parcialmente imersa na subfase aquosa. A placa é conectada a uma
eletrobalanga que funciona com um sensor na interface agua-ar da monocamada. O sensor sofre
uma acdo da forca gravitacional, da tensdo superficial do material que compde a subfase e do
empuxo.

Para um sensor retangular de dimensdes [, w e t feito de um material com densidade p,,

¢ imerso a uma profundidade h em um liquido de densidade p; (Fig. 2.10), a forga resultante é:

F = p,glwt — p, ghwt + 2y(t + w)cosf (2.2)

onde y ¢ a tensdo superficial do liquido, 6 ¢ o adngulo de contato do sensor solido e g ¢ a
aceleracdo da gravidade.

A pressdo de superficie ¢ determinada medindo a mudanga de F a partir de um sensor
estacionario (Birdi 1989; Petty 1996). AF ¢ determinado entre a superficie limpa e a mesma
superficie com a monocamada formada. Se a placa esta completamente perpendicular ao liquido

(6 =0 — cosO = 1) a pressdo superficial ¢ entdo obtida pela seguinte equacao:

Ay = AF/2(t + w) (2.3)

Se o sensor for muito fino tal que t < w, entdo Ay = AF/2w.
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Perimetro = 2x(w+t)
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Figura 2.10: Placa de Wilhelmy parcialmente imersa na subfase aquosa. Imagem adaptada de

http://www.biolinscientific.com/ksvnima/.
2.4.4 Propriedades das monocamadas de Langmuir

Utilizando uma cuba de Langmuir (Fig. 2.11), ¢ possivel acompanhar a mudanga na
pressdo superficial com a variagdo da area molecular mantendo a temperatura constante,

obtendo assim uma isoterma T — A.

Balanga com

Monocamada . — placa de
Wilhelmy

Barreira Barreira

Y T -

Subfase

ﬂ Agitador magnético

Cuba de teflon

Figura 2.11: Esquema da cuba de Langmuir e seus acessorios necessarios para obter filmes de

Langmuir. Imagem adaptada de http://www.bio.iitb.ac.in/~rbanarji/biomatlab/interfaces.html.
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A formas das isotermas de pressdo de superficie versus area por molécula fornecem
informagdes sobre o empacotamento lipidico, da area molecular média das moléculas do filme,
da estabilidade da monocamada, de interagdes que existam entre diferentes moléculas na
monocamada mista, bem como a verificacdo da presencga de distintas fases na monocamada
durante a compressao. [sotermas m — A sdo uma medida direta da for¢a da interacao fisica entre
as cadeias aciclicas, das cabegas polares e entre as cabegas polares e o liquido da subfase.
Quando as moléculas se aproximam na monocamada ha uma mudanga nas forcas de interagdo
que resulta em mudancas da orientagdo e da densidade de empacotamento da monocamada. As
isotermas T — A para um filme sdo analogas as isotermas 1 — V para um gas (Chattoraj and
Birdi 1984). Assim, aumentando a pressdao de um gas em um determinado volume conduz a
mudangcas de fase do gas. Neste sentindo, o aumento da pressao de superficie no filme também
induz o aparecimento de diferentes fases. Apesar desta analogia, as moléculas de gas em um
sistema 3D, por estarem proximas, mantém contato com as moléculas vizinhas podendo
interagir com outras moléculas. Em contrapartida, moléculas anfifilicas em uma monocamada
em 2D interagem menos entre si uma vez que as cabegas polares estdo orientadas para a subfase
e as cadeias aciclicas para o ar.

A natureza quimica das moléculas anfifilicas determina a magnitude das forcas que
agem na monocamada, como por exemplo, interacdes de van der Waals entre as cadeias
aciclicas, interagdes eletrostaticas repulsivas entre as cargas das cabecas polares bem como
outras for¢as como ligagdes de hidrogénio entre as cabegas polares e entre estas e as moléculas
de agua da subfase. A somatodrias destas forcas determina a forma das isotermas ™ — A e do

diagrama de fases. Assim, a pressdo de superficie resulta em:

T = T¢inética + Teletrostatica + Tyan der waals + Toutras (2-4)

Onde T ingtica € decorrente do movimento cinético do filme, TMejetrostatica das interagdes
repulsivas entre as cabegas polares, Tty.p ger waals das forcas de van der Waals entre as cadeias
polares e Ty, tras das ligacdes de hidrogénio entre as cabegas polares e as moléculas de agua da
subfase, impedimento estérico, etc.

Para um filme ideal Tt jpetica € determinado por (Maget-Dana 1999):

Tcinética = kT/A (2.5)
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onde k ¢ a constante de Boltzman, T ¢ a temperatura e A € a area por molécula.

De acordo com o modelo de Gouy-Chapman, o termo Tejetrostatica ¢ dado por (Maget-
Dana 1999):

P
TMeletrostitica = fo ° q dl,[l (2.6)
Onde q ¢ a densidade de carga na interface e Y, ¢ o potencial elétrico médio no plano da

monocamada originado pelas cabecas polares das moléculas do filme determinado a partir do

potencial de superficie da interface liquida por (Maget-Dana 1999):
AV = 4m Yy, (nM, /¢e) + Y, 2.7

Onde n é o numero de dipolos, M, é a componente normal do momento de dipolo da superficie

e € ¢ a permissividade do meio.

A expressdo quantitativa da Tejetrostatica taMbem pode ser escrita de acordo com a

equacdo de Davis ¢ derivada como (Davies 1951):

NKk3T3A
Tleletrostatica — ‘/51257[605}1(1/)0) - 1] (2-8)

A Fig. 2.12 mostra uma isoterma m — A em que todas as fases sdo observadas.
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Figura 2.12: Isoterma n — A de uma monocamada de DPPC. As regides I, II, II, IV e V representam as
fases gasosa, liquido-expandida (LE), liquido-condensada (LC); condensada ou sélida (S) e o colapso da

monocamada, respectivamente. Imagem retirada de (Ferreira et al. 2005).
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Fase gasosa (G)

Em uma monocamada de Langmuir, as moléculas espalhadas na interface agua-ar estdo,
usualmente, na fase gasosa, em que as forcas de van der Waals e as interacdes eletrostaticas
entre os grupos polares sdo despreziveis. As moléculas na fase gasosa possuem uma energia
cinética média, 2 kT para cada grau de liberdade. Assim, o comportamento de um gas ideal ¢
observado somente quando a distancia entre as moléculas anfifilicas ¢ muito grande e como

resultado o valor de m € muito pequeno (<0,5 mN/m).

A = kT (2.9)

Fases Liquidas (LE e LC)

Com a compressdo da monocamada a area da superficie ¢ reduzida aparecendo a fase
liquido expandida (LE) com alta compressibilidade. Quando as barreiras da cuba sdo
comprimidas, as moléculas na monocamada se aproximam uma das outras resultando no
aumento das interagdes entre as cadeias aciclicas e entre as cabecas polares. No inicio da
transi¢cdo G-LE, o lift-off (valor de area em que m>0) é observado.

Com o aumento da compressdo da monocamada a fase liquido condensada (LC) ¢
observada em que as interagdes entre as cadeias aciclicas aumentam e a compressibilidade do
filme é reduzida. Nesta fase, as cadeias aciclicas estdo, relativamente, bem ordenadas.

Monocamadas lipidicas no estado liquido obedecem a equacgdo de estado de van der

Waals (Chattoraj and Birdi 1984):

(r—my)(A—Ay) =kT (2.10)

Onde T, € pressdo atribuida as forcas de forte coesdo das cadeias aciclicas e Ao € a area excluida

por molécula.

Coexisténcia entre as fases LE-LC

A coexisténcia de fases nas isotermas T — A ¢ representada por um plato horizontal em

que as fases LE e LC estdo em equilibrio. Fisicamente, quando duas fases estdo em equilibrio
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a energia livre de Gibbs para cada fase ¢ igual a zero. Assim essa transi¢cdo ¢ chamada transi¢ao
de fase de primeira ordem. De acordo com a classificacdo de Ehrenfest a transic¢do de fase é
de primeira ordem quando a primeira derivada do potencial quimico em relacdo a temperatura
¢ descontinua (de Paulo and Atkins 2006). Em um sistema 2D a densidade de lipidios nas duas
fases ¢é diferente, e entdo, a regido de coexisténcia tem uma densidade que é intermediaria entre
elas. Nesta transicdo ndo ocorre mudanca na energia livre de Gibbs, mas existe uma mudanca
na entalpia e na area molecular em que sdo indicadas por uma mudanga de inclinagdo do

potencial quimico da diferenca de fases em ambas as transigdes.

Fase solida (S)

A fase solida é observada quando as moléculas na interface dgua-ar aderem-se através
de for¢as de Van der Waals entre as cadeias aciclicas, forgas estéricas entre os grupos polares
e ligacdes de hidrogénio entre a cabega polar e a subfase. Nesta fase, as cadeias aciclicas e as
cabegas polares s@o altamente ordenadas. Uma monocamada na fase s6lida obedece a equagdo

de estado:

Ar=b—A (2.11)

onde a e b sdo constantes.

Colapso

O colapso ocorre quando o ordenamento molecular ¢ destruido e a monocamada pode

entdo: romper, deformar ou perder material para a subfase. O colapso depende de muitos

fatores, como a velocidade em que a monocamada ¢ comprimida, a natureza das moléculas

espalhadas na interface e a interagdo entre a subfase ¢ a cabecas polares das moléculas.

2.4.5 Interacdes eletrostaticas nas monocamadas fosfolipidicas

Fosfolipidios como fosfatidilcolina (PC) ou fasfoetanolamina (PE) s@o zwitteridnicos,

enquanto que outros como, fosfatidilglicerol (PG), acido fosfatidico (PA) e fosfatidilserina (PS)

sdo carregados negativamente. O grau de ionizagdo de monocamadas formadas por lipidios
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negativos depende de ambos, pH e for¢a idnica da subfase. Desta forma, conhecer as interacdes
eletrostaticas em monocamadas € necessario para compreender as interagdes entre
peptideos/proteinas com lipidios carregados.

A presenca de moléculas carregadas na interface dgua-ar resulta na formagdo de uma
dupla camada de contra-ions atraidos da subfase e esse processo pode ser descrito pela teoria
de Gouy-Chapman com algumas aproximacdes (Lakhdar-Ghazal et al. 1983; Miranda et al.
1998; Le Calvez et al. 2001; Johann et al. 2001).

O valor do potencial elétrico ¢ no espago preenchido por cargas obedece a equacdo de

Poisson:

ceoVip = —p = =Y, n;z;e (2.12)

onde, € ¢ a constante diclétrica da agua na vizinhanga de uma monocamada, ¢ g ¢ a
permissividade elétrica do vacuo, p € a densidade de carga elétrica, n; € a concentragdo do i-
€simo ion com carga zie. A teoria de Gouy-Chapman assume que a distribuicdo de Boltzmann

de ions proximos a superficie carregada:

n; = n;pexp (— %) (2.13)

Onde njo € a concentracdo do i-€simo espécie idnica da subfase. Combinando as eq. 2.12 ¢ 2.13,

tem-se a equacgdo de Poisson Boltzmann (Shchukin, E.D. 2011):

d?e
dx?

1 i
= — ;Zi Z;en;y exp (— %;(x)) (2.14)

Para um eletrolito simétrico (z+= z- = z) a equagdo de Poisson-Boltzmann pode ser escrita da

seguinte forma:

d’¢ _ p _ 2zeng . ze@(x)
dx? ~  egy  egg Slnh( KT ) (2.15)
que pode ser transformada em:
2kT . . _1 ( p ) de
= — e — 00, > —_ >
Po = — sinh seaorT o) X ,p—0e — 0 (2.16)
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onde @, ¢ o potencial da superficie carregada.

Apesar do tamanho dos ions ndo ser levado em consideragdo, a teoria de Gouy-Chapman
¢ valida para muitos sistemas. Neste sentido, a adsor¢do especifica de contraions a superficie
carregada pode ser adicionada a teoria de Gouy-Chapmann, e a teoria ¢ chamada de Gouy-
Chapmann-Stern. Nesta modificacdo ¢, ¢ o potencial elétrico da camada de Stern (o potencial
¢ reduzido pelos contraions adsorvidos). Outra importante consideragdo € a alta concentragdo
de contraions na vizinhanca da superficie carregada, como por exemplo, uma monocamada
fosfolipidica. Se a monocamada ¢ carregada negativamente, os contraions podem ser um ion de
metal alcalino e/ou um préton, o que poderia levar a um aumento na concentragdo de proton
proximo a monocamada. O grau de ionizacdo da monocamada, a, ¢ determinado pela
concentragdo de proton da superficie, [H]s, e a pela constante de equilibrio, K,, para a

dissociacao do grupo acido.

Aty gt San —» 2= fa
l1-a [H*]s

(2.17)

A concentragdo de préton da superficie pode ser calculada se a concentragdo de proton

da solugdo, [H']» é conhecido usando a equagdo de Boltzmann:

[H*]; = [H*]pexp (—2-2) (2.18)
A teoria de Gouy-Chapman ¢ entdo usada para relacionar ¢ a densidade de carga na
interface (Miranda et al. 1998) considerando que a densidade de carga da monocamada (p) é

igual a aeA (onde A ¢ area ocupada por uma molécula de lipidio):

2KT . | _1 (138
¢ = ——sinh 1 (A_\/Ea) (2.19)

Onde c ¢ a concentragao de cations. Combinando as eq. 2.17, 2.18 e 2.19 obtém-se a seguinte

relacdo que pode ser escrita na forma logaritmica como:

pH, = pk, + log (&) + 0,87 sinh™? (%) (2.20)
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2.4.6 Nucleacio, crescimento e morfologia dos dominios na regido de coexisténcia

Por meio da visualizagdo de monocamadas lipidicas por microscopia de fluorescéncia
(Miller et al. 1986; Heckl et al. 1987) e microscopia de angulo de Brewster (Honig et al. 1992;
Siegel et al. 1992) foi demonstrada a presenca de dominios na regido de coexisténcia de fases
LE-LC.

A nucleagdo envolve o processo de criar um nicleo mais denso na presenca de fase
menos densa (subfase) podendo ocorrer somente na regido de transicdo de primeira ordem. O
processo de nucleagdo ¢ iniciado por flutuacdes aleatorias que sdo capazes de superar a barreira
de energia para a transi¢do de fase. Uma vez que essa barreira € superada o processo de
crescimento torna-se energeticamente mais favoravel.

Antes da area critica ser atingida na isoterma, a monocamada ¢ homogénea. Quando a
area critica ¢ atingida, o sistema se torna heterogéneo com a formagao de uma fase densa. Desta
maneira, o nucleo so6 sera criado se a energia gerada pela criagdo da fase densa for maior que a
energia necessaria para criar uma interface. A equagdo que determina se a nucleacdo ocorrera

r

c:

AG = —nAp + 2mrd (2.21)

onde n corresponde ao nimero de moléculas no dominio, Ap € a diferenca de potencial quimico
entre as fases LE e LC e r ¢ o raio do dominio e 1 ¢ a tensdo de linha entre as duas fases. O
processo de nucleacdo ¢ entdo, afetado pela tensdo de linha e pela diferenca do potencial
quimico.

A tensdo de linha tem dependéncia com a temperatura. Um aumento na temperatura
reduz a tensdo de linha e entdo aumenta o numero de nucleos (Arnold et al. 2005). Com o
aumento da velocidade de compressdo as moléculas na monocamada sofrem mais colisdes
aumentando também a probabilidade de nucleacdo. A teoria de nucleagdo classica prediz que a
taxa de nucleacdo diminui espontaneamente com A € o tamanho de um nucleo critico aumenta
linearmente com A. Ent3o, a tensdo de linha influenciara o nimero de nicleos (densidade de
nucleos) e, assim, a distancia entre eles (Wilke 2014).

A teoria mais conceituada para o crescimento de um dominio assume a competicdo de
duas interagdes moleculares: a tensdo de linha, A, que favorece dominios circulares compactos

e repulsdo eletrostatica, Fei, que favorece dominios alongados (Heckl et al. 1986; Keller et al.
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1986; McConnell 1990; McConlogue and Vanderlick 1999; Kriiger and Losche 2000). Entao,

a forma de um dominio s6lido individual é determinada por:
E=p+E, (2.22)

onde p € o perimetro do dominio s6lido. A tensdo de linha ¢ definida como a energia livre por
unidade de comprimento da fronteira entre a coexisténcia de fases no sistema molecular em 2D
sendo determinada pelo comprimento das cadeias aciclicas, que quanto mais longas maior sdo
as forcas de van der Waals. A tensdo de linha é resultado das forcas de coesdo entre as moléculas
lipidicas que favorecem dominios circulares reduzindo o perimetro dos dominios e entdo, a
energia de linha.

A energia eletrostatica livre de um dominio dipolar ¢ dada por (Ldsche et al. 1983;

Vanderlick and Mohwald 1990):
Ea =52 [[[lr=7|" + 26| dAd ’ (2.23)

Onde 1 = T1C - TLE corresponde a diferenca de momento de dipolo por unidade de area entre as
fases LE e LC, & ¢ a funcdo delta de Dirac, e r — r corresponde & distdncia entre pontos no
interior do dominio e dA € a 4rea no interior da fase LE e dA' ¢ a 4rea na fase LC. Cada molécula
conduz um pequeno momento de dipolo resultante dos momentos de dipolo das cadeias
aciclicas, das cabegas polares e das moléculas de 4gua polarizadas na sua vizinhanca. Assim, a
monocamada lipidica pode ser visualizada como um conjunto de dipolos na interface (Keller et
al. 1986).

Em uma monocamada a orientacdo das moléculas de lipidio terd impacto na forma dos
dominios na regido de coexisténcia. Moléculas lipidicas que sdo paralelas e altamente alinhadas
a superficie s3o mais repulsivas. Desta maneira, as interagdes repulsivas na regido LC podem
ser reduzidas pela elonga¢do da estrutura do dominio aumentando o perimetro do dominio. Esse
processo de elongacdo ¢é regulado negativamente pelo aumento da energia interfacial (Keller
et al. 1987; Vanderlick and Mohwald 1990).

Quando uma monocamada ¢ comprimida na regido de coexisténcia os dominios
formados ndo estdo em equilibrios e entdo, a forma muda durante a compressao. Se um dominio
inicia com uma forma circular e alcanga a area critica em que ndo ¢ estavel, este sofrerd outra

transicao de forma podendo resultar em forma ramificada.
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Através de simulacdes da forma dos dominios s6lidos do DPPC, Kriiger e Losche
(Kriiger and Losche 2000) observaram que a reducdo da tensdo de linha normalizada pela
repulsdo eletrostatica entre os momentos de dipolos nas moléculas é necessaria, porém nao ¢
uma condicdo suficiente para determinar a forma de dominios alongados. Assim, estes autores
introduziram um terceiro termo no balango energético para a formacdo dos dominios baseado
no conceito da curvatura espontinea, que contribui para a energia livre do sistema sendo
responsavel pela estrutura interna dos dominios. Desta maneira, a energia livre que determina

a forma de um dominio de lipidio quiral na monocamada ¢ dada por:

E = Ap + Eel + Equiral (224)

Para formular a quiralidade molecular para a energia livre total, Kriiger and Losche
(Kriiger and Losche 2000) utilizaram a teoria do potencial de par efetivo (EPP), ou seja, sua
assimetria e o fato que existe pelo menos um minimo. Levando-se em conta que uma das
coordenadas ¢ escolhida arbitrariamente, um angulo que corresponde ao minimo de energia ¢é
determinado. Colocando a molécula dentro de uma célula pseudo-unitaria introduz-se duas
distancias intermoleculares, A; e A2. Uma célula pseudo-unitaria contendo a molécula vizinha
esta necessaria desalinhada com relagdo a primeira, e uma tentativa de alinhamento induz ao
aumento na energia. Assim, somente quando o EPP ¢ simétrico uma célula unitaria pode se
alinhar com uma ou mais molécula e conduzir a formagao de uma estrutura de cristal. O angulo
de desalinhamento na conexdo com A e A, produz duas curvaturas espontaneas ki e k2.

A forma dos dominios depende dos componentes da monocamada e das condigdes
experimentais (pH, condi¢des idnicas, temperatura, etc) sendo governada por interagdes

intermoleculares entre as moléculas lipidicas.

2.4.7 Técnicas de microscopia para estudar monocamadas

Mudangas morfologicas de dominios condensados na regido de coexisténcia em
monocamadas podem ser investigadas por técnicas microscopicas, como microscopia de
fluorescéncia (FM), microscopia de angulo de Brewster (BAM) e microscopia de forga atdmica
(AFM). FM e BAM sio considerados métodos principais, porém possuem resolugdo limitada.
Para melhor resolugdo € necessario a transferéncia da monocamada para um substrato solido

para visualizacdo por AFM. A seguir serdo apresentados os principios basicos e simplificados
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das técnicas de FM e BAM, que sdo sensiveis a diferentes propriedades da monocamada
apresentando suas vantagens e limitacdes. Uma vantagem para ambas as técnicas ¢ que sdo
relativamente faceis de utilizé-las, as fases sdo bem distintas e permitem facilmente acompanhar

as mudangas morfologicas dos dominios durante toda a compressao.

2.4.7.1 Microscopia de Fluorescéncia

Microscopia de fluorescéncia pode ser compreendida observando o espectro de
excitacdo e emissdo de uma molécula. O atomo ¢ excitado quando absorve energia hv (féton),
sendo h é a constante de Planck e v frequéncia da radiacdo; o elétron, apds absorver esta energia,
transita do seu estado fundamental (energia E,) para um nivel energético superior (energia E}, );
ao retornar ao seu estado inicial, parte desta energia € perdida, e o elétron emite um foton com

energia hv = E;, — E, Fig. (2.13).
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Figura 2.13: Diagrama de Jablonski representado os niveis de energias e os espectros. As setas solidas
indicam transi¢des radioativa como ocorrem por absor¢do (violeta, azul) ou emissdo (verde) de um foton.
Setas pontilhadas representam transi¢des ndo radiativas (violeta, azul e verde). Abaixo do diagrama séo
mostrados  os  espectros de adsor¢do e  fluorescéncia. Imagem = adaptada de

http://photobiology.info/Visser-Rolinski.html.
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Desta forma, o papel do microscopio de fluorescéncia consiste em permitir que a luz de
excitagdo irradie a amostra e depois separe a luz emitida mais fraca para formar a imagem.
Assim, primeiro, a luz, originaria da fonte de luz colocada num extremo do microscopio,
encontra-se frente a um filtro de excitagdo que apenas vai deixar passar a radiagdo com o
comprimento de onda de excitagdo dos fluor6foros presentes na amostra. A radiacdo depois
passa pelo espelho dicromatico, que faz com que rode 45° colidindo entdo com os atomos da
amostra, o que leva a que os elétrons sejam excitados para um nivel energético superior (Fig.
2.14). Quando estes atomos perdem a energia de excitagdo, retomam o nivel energético de
repouso e emitem luz (fotons).

Para se tornar visivel, a luz emitida torna a passar pelo espelho dicromatico sendo depois
separada da luz de excitacdo (absor¢do) mais brilhante num filtro de barreira. As areas

fluorescentes sdo entdo exibidas e podem ser observadas visualmente ou detectadas pela cAmera

CCD.

1 - Fonte de Luz
2 - Condensador
3 - Filtro
4 - Objetiva
5 - Monocamada

Figura 2.14: Ilustragdo da visualizagdo de dominios na monocamada de DPPC através de um

microscopio invertido. Imagem adaptada de https://www.ibis-sevilla.es/.
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Como lipidios ndo sdo moléculas fluorescentes, grupos fluorescentes como, NBD,
Texas Red, Bodipy, Rodamina-PE, sdo adicionados nas cadeias aciclicas ou nas cabecas
polares. O grupo fluorescente ¢ grande e muda as propriedades das fases das moléculas lipidicas
(11-14), assim, somente uma pequena quantidade, 0,5-1,0%, de lipidios marcados ¢ adicionada
a mistura lipidica. Os marcadores fluorescentes particionam somente na fase fluida, permitindo
a visualizacdo das diferentes fases. Uma desvantagem do uso de marcadores fluorescente em
filmes lipidicos ¢ que muitas vezes estes comportam-se como impurezas podendo alterar o

comportamento das fases e a morfologia da monocamada.

2.4.7.2 Microscopia de dngulo de Brewster

Microscopia de angulo de Brewster (BAM) ¢ baseada nas propriedades de refletividade
da luz nas interfaces o que permite obter imagens de filme finos como filmes monomoleculares,
por exemplo, monocamadas de moléculas anfifilicas na interface agua-ar (monocamadas de
Langmuir).

Considerando uma interface entre dois meios transparentes e nao absorventes um feixe
de luz incidente de intensidade Iy é parcialmente refletida e parcialmente transmitida na
interface. A intensidade refletida, Ir, ¢ uma fun¢@o do angulo de incidéncia, 6;, da polarizacdo
da luz e dos detalhes da interface. A refletividade ¢ a razdo da intensidade refletida pela
incidente: R = Ir/Io (Lheveder et al. 2000).

Para uma interface de Fresnel (Fig. 2.15), isto €, uma interface plana entre dois meios
isotropicos, em que o indice de refracdo muda abruptamente quando z = 0 de ni, indice de
refracdo do meio incidente, para n», indice de refragdo do segundo meio, a refletividade ¢ dada
pelas formulas de Fresnel: eq. 2.25A, para uma polarizacao p do feixe incidente (campo elétrico
no plano de incidéncia) e eq. 2.25B, para a polarizacgdo s do feixe de incidéncia (campo elétrico

perpendicular ao plano de incidéncia) (Lheveder et al. 2000).

F _ (tani-69\?

Rp B (tan(9i+0r)) (2.25A)
F __ (sin(8;-6,) 2

Rs = (sin(ei—er)) (2.25B)

Onde 0: é o angulo de refragdo e: n; sin 8; = n, sin 6;..
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Figura 2.15: Feixe de luz incidente, refletido e transmitido na interface entre dois meios com diferentes

indices de refragdo. Imagem retirada de http://brasilescola.uol.com.br/fisica/calculo-angulo-limite.htm.

A Fig. 2.16 mostra as refletividades RE e Rf, em funcao do angulo de incidéncia 6;, para
ni = 1 (indice de refracdo do ar) e n; = 1,33 (indice de refracdo da 4gua). RE aumenta de
[(n, —ny)/(ny + ny)]? para 1 com o angulo de incidéncia, e RIF3 primeiro decai a zero, e entéo,
aumento para 1. Rf, desaparece no angulo de incidéncia g chamado de angulo de Brewster. A

eq. 2.26A mostra que isso acontece quando tan(0; + 6,.) torna-se infinito, ou seja, quando 6; +

0, = 7T/Z, ou quando os feixes refletido ou refratado sdo perpendiculares entre si. Neste angulo,

o momento dipolar induzido pelo campo magnético do feixe incidente no segundo meio apontar
em direcdo da reflexdo e consequentemente, nao radia nesta dire¢do. Considerando as equacdes,

n,; sin6; =n,sin@, e 06; +6, = 7T/z no angulo de Brewster, permite escreve que
tanfg = n,/n,.
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Figura 2.16: Refletividades RE e Rf, em fungdo do angulo de incidéncia 6; para uma interface de Fresnel

entre dois meios de indices de refragdo n;=1 e n; = 1,33. Imagem retirada de (Lheveder et al. 2000).
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Para uma interface real, R, decai para um valor minimo no dngulo de Brewster, mas ndo
desaparece. A origem desta discrepéncia ¢ a estrutura da regido interfacial, que pode ser densa
(o indice de refragdo varia suavemente de n; para n» com uma distancia 1), irregular (o indice de
refracdo na interface depende das coordenas x e y), ou opticamente anisotropica (as moléculas
na interface t€ém uma orientacao preferencial). Quando a regido interfacial ¢ muito mais fina do
que o comprimento de onda da luz, I < 4, e ndo ha anisotropia optica ou ¢ opticamente uniaxial
com um eixo simétrico normal a interface, as propriedades Opticas das interfaces reais por ser
caracterizas pela elipticidade p. Para p < 1 e na vizinhanga do angulo de Brewster a

refletividade difere da refletividade de Fresnel por (Lheveder et al. 2000):

R, = RE + RFp” (2.26)

Onde p pode ser medida por uma elipsémetro e seu valor medido no angulo de Brewster (53,1°)
na interface agua-ar ¢ -40x107. Isto significa que a refletividade-p na interface agua-ar no

angulo de Brewster ¢ muito pequena, R, ~ 108, mas ndo desaparece (Lheveder et al. 2000).

Drude (Drude 1963) foi o primeiro a dar uma explicacdo para a discrepancia entre a
formula de Fresnel e as medidas nas interfaces reais calculando a elipticidade para uma interface

fina em que o indice de refracdo n(z) varia ao longo da normal z da interface na distancia I < A:

Jriens [re [i-n@?]ni-n=?] ;.

n3-n2 J-oo n(z)?2

(2.27)

Considerando um modelo em que o filme interfacial ¢ um meio homogéneo de espessura

l ¢ indice de refragdo n, a eq. 2.27 reduz-se a:

(2.28)
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Desta maneira, quando o angulo incidente da luz na interface corresponde ao angulo de

Brewster a refletividade Rf, « 1 e ¢ desprezivel. Para uma superficie com 4gua pura o angulo

de Brewster ¢ aproximadamente, 53,1° de acordo com a equacgd@o de Fresnel e considerando os

indices de refragdo do ar e da agua de 1 e 1,33, respectivamente. Incidindo um feixe de luz

polarizada na interface dgua-ar ndo ocorrera reflexdo. Assim, a formagao de uma monocamada

na interface com indice de refragdo diferente da dgua modifica as condi¢des do angulo de

Brewster na interface e a refletividade e, consequentemente, a espessura da monocamada podem

ser estimadas (Fig. 217). Considerando as eq. 2.25A, 2.25B, 2.26 ¢ 2.28 a espessura do filme ¢

dada por (Lheveder et al. 2000):

VRp 2 ni-nj n?
sin(265-90) 7 242 [n3-n2|[nZ-n?]

Normal da superficie

o i

%

Ar »{”é_: Sem reflexdo
&
Agua
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Normal da
. 7 Reflexdo

Ar \\ . Monocamada

\ B e

PEERERLL LR
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(2.39)

Figura 2.17: Ilustra¢do do principio da microscopia de angulo de Brewster. Incidéncia da luz polarizada

no angulo de Brewster na superficie da 4gua (A) e apds a adicdo da monocamada lipidica (B). Imagem

adaptada de (Telesford 2012).
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2.5 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) ¢ uma técnica utilizada para o estudo de
transicdes termicamente induzidas e, particularmente, transi¢des conformacionais de
macromoléculas bioldgicas (Epand 2007).

O principio do DSC ¢ simples. Duas células sdo isoladas adiabaticamente. Uma célula
contém a amostra enquanto a outra contém a solugdo de referéncia (Fig. 2.18). Durante a
varredura a temperatura ¢ regulada em uma taxa de varredura constante até que a diferenga de
temperatura entre as duas células seja zero (Jordo 2007). Quando um processo, iniciado
termicamente, ocorre na célula da amostra, o sistema de controle responde aumentando ou
reduzindo o fornecimento de calor para a célula de amostra de modo que sua temperatura seja
igual a da célula de referéncia. Os dados de saida do calorimetro € o correspondente excesso de

poténcia fornecida, apresentado como uma func¢do da temperatura.

Seringa

Referéncia Amostra

Figura 2.18: Desenho esquematico da célula do calorimetro diferencial de varredura (DSC). Imagem

adaptada de http://www.malvern.com.

O equipamento utilizado registra o excesso de poténcia (AP), o tempo (t) e a temperatura
(T). A diferenca das poténcias ndo ¢ igual a zero (AP = Pgpmostra — Preferéncia # 0)- Em

seguida o excesso de calor (AQ) necessario para mudar a temperatura e a diferenca da
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capacidade térmica, ACp, (a pressdo constante) entre a amostra e a referéncia sao calculados. A

diferenga de calor, AQ ¢ proporcional a diferenca da poténcia AP. Assim:

— J-t+At

AQ APdt = APAT (2.30)

AQ ¢, por sua vez, proporcional ao excesso de capacidade térmica, AC), pela seguinte relagao

termodinamica:

= (5_Q)P ~ A0 ApAr AP (2.31)

onde AT /At ¢ a taxa de varredura.

Se o evento térmico que ocorre € endotérmico, entdo, mais calor € necessario ¢ ha uma
inflexd3o para cima da curva de DSC. Se o processo ¢ exotérmico a inflexdo ¢ para baixo
(McElhaney 1982).

A mudanga de entalpia, AH, pode ser obtida pela integrag¢do da curva de Cp, desde que:

ACp = (‘Z—’;)P (2.32)

seja um processo reversivel.
A mudanga da entalpia pode ser usada para calcular o mddulo de flexdo da membrana

na transi¢ao de fase principal.
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CAPITULO 3

Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Os lipidios utilizados nos diferentes experimentos foram: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DPPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-fosfatidilcolina (POPC), 1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DMPE), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DPPE), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE) 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DPPS), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina
(DMPS), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (POPS), Colesterol (Chol) e
esfingomielina de cérebro bovino (BSM) e lipidios com sondas fluorescentes 1,2-difitanoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl) (NBD-PE) e 1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) (Rhod-PE) foram
adquiridos de Avanti Polar Lipids (Alabaster, al). O lipidio com marcador fluorescente,
ceramida Bodipy-TR e o marcador carboxifluoresceina (CF) foram adquiridos da Sigma. O
marcador fluorescente Isotiocianato fluoresceina (FITC) usado para marcar o peptideo, foi
adquirido da Molecular Probes (life Technologies). As especificagdes dos lipidios e as
estruturas quimicas sdo mostradas na tabela 3.1 e na Fig. 3.1, respectivamente.

Peptideo Polybia-MP1, extraido de vespa brasileira Polybia paulista foi sintetizado pela
Biosynthesis (Lewisville, TX, USA) com grau de pureza RP-HPLC >98%.

Cloroférmio e metanol com grau HPLC foram obtidos da Merck (Darmstadt, Germany).
Cloreto de sddio, hidroxido de sodio e sacarose foram obtidos de Sigma Aldrich. Brometo de
sodio da Anedra e HCI da Merck. Todos os demais reagentes possuiam grau analitico. Agua

ultrapura (Millipore Milli-Q-system, ~18 MQ cm) foi utilizada em todos os experimentos.



Tabela 3.1: Especifica¢des dos fosfolipidios utilizados.
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Fosfolipidio Tamanho da cadeia Temperatura de Transicao Peso molecular
POPC 16:0/18:1 -2°C 760,1 g/mol
DOPC 18:1/18:1 —17°C 786,1 g/mol
DPPC 16:0/16:0 41°C 734,0 g/mol
DMPC 14:0/14:0 24 °C 677,9 g/mol
POPE 16:0/18:1 25°C 718,0 g/mol
DPPE 16:0/16:0 63 °C 692,0 g/mol
DMPE 14:0/14:0 50 °C 635,9 g/mol
POPS 16:0/18:1 14 °C 784,0 g/mol
DPPS 16:0/16:0 54 °C 758,0 g/mol
DMPS 14:0/14:0 35°C 701,8 g/mol
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Figura 3.1: Estruturas dos fosfolipidios retirada de http://avantilipids.com.

(o]



67

3.2 Métodos

3.2.1 Solucdes de peptideo

Para experimentos de compressdo de monocamadas, peptideo foi dissolvido em metanol
(Dennison et al. 2009), e para experimentos de penetracdo, GUVs e calorimetria peptideo foi
dissolvido na mesma solu¢do em que foi utilizada em cada experimento. A concentracdo de
todas as solugdes foi determinada pelo espectro de absor¢do UV a 280 nm usando coeficiente
de absortividade molar 5570 M"! cm™'(Hinz and Galla 2005). O espectro foi coletado com um
espectrofotometro Varian 2300 (Palo Alto, CA, USA).

3.2.2 Experimentos com monocamadas

3.2.2.1 Isotermas de compressao

Isotermas de compressdo de monocamadas de peptideo, lipidio ou misturas
lipidio/peptideo foram realizadas em cubas de Teflon (volume de 180 mL e area de superficie
de 243 cm?) contendo agua ou solugdo salina. A pressdo de superficie () foi determinada
utilizando uma placa de platina (Pt) pelo método de Wilhelmy, e a area total do filme foi
continuamente registrada usando um aparelho KSV minitrough (KSV, Helsinki, Finlandia) em
uma caixa de acrilico fechada. Monocamadas de peptideo puro foram preparadas espalhando
uma solugdo de peptideo em metanol na superficie de uma subfase contendo agua pura ou
solugdo salina usando uma microseringa Hamilton (Reno, NV, USA). [sotermas de compressao
de monocamadas de peptideo foram realizadas com taxa de compressdo de 0,2 — 0,5 A2
molécula! s7!, isto €, 7-20 mm/min. Potencial de superficie em fungdo da area (AV — A) e
isotermas (1 — A) foram registradas simultaneamente; o potencial de superficie foi determinada
usando o método Kelvin com um aparelho KSV (KSV, Helsinki, Finlandia).

Para monocamadas de lipidio ou mistura peptideo/lipidio, fosfolipidios foram
dissolvidos em cloroféormio/metanol (2:1 (v:v)) para uma concentragdo de 2,5 mM. Pequenas
gotas das solugdes de lipidio ou da mistura (peptideo/lipidio) na proporcdo desejada foram
diretamente espalhadas na superficie. Antes da compressdo esperou-se 10 min para que o

solvente orgénico evaporasse; e as monocamadas foram comprimidas a 7 mm/min.
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Todos as medidas foram realizadas a 20 °C. As areas moleculares médias foram
altamente reprodutiveis com desvio padrdo menor do que 3% obtido para no minimo 3

isotermas de compressdo para cada condigao.
3.2.2.1.1 Analise das isotermas

O comportamento da mistura de lipidios e peptideos foi analisado comparando a area

molecular média da mistura com a area de uma mistura ideal calculada como (Ali et al. 1994):
Ap=AX1 + AXo 3.1

onde X; e X» sdo as fracdes molares do componente 1 (lipidio) e componente 2 (peptideo),
respectivamente, ¢ A1 e Az sdo as areas moleculares média dos componentes 1 € 2 em uma
determinada pressao de superficie. Para comportamento ideal, a variacdo entre a area molecular
média com a fracdo molar de cada componente resulta em uma relagéo linear.

O comportamento elastico do filme foi investigado através do modulo de

compressibilidade, C; 1(Ali et al. 1991).

Cl=-4A (ﬁ)r (3.2)
3.2.2.1.2 Estado de ionizacido do DMPS e DPPS em funcio do pH da subfase.

As monocamadas formadas por moléculas carregadas conduzem a formagdo de uma
dupla camada de ions, que por sua vez, atrai protons para a superficie induzindo a diminui¢ao

do pH da superficie (pHsf)(Gaines 1966):
PHsp = pHgp + Fipo/(2,3RT) (3.3)

Onde F ¢ a constante de Faraday e RT ¢ a energia térmica. yo ¢ uma func¢do da forga idnica e da
densidade superficial de carga (Mercado et al. 2011) que por sua vez depende do pHst. Por outro
lado, como o pHss depende de wo (Tocanne and Teissié 1990) e uma regulacio mutua ¢

estabelecida.
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[H*]sp = [H" |spexp(—epo/kT) (3.4

Onde [H*]sre H"]s sdo as concentragdes de protons na superficie e na subfase, respectivamente,
e ¢ a carga do elétron, k € a constante de Boltzmann e T ¢ a temperatura. Considerando a equacao
de Poisson-Boltzmann para a densidade superficial de carga a relagdo entre o grau de

dissociacdo (a), yo e pHg, pode ser obtida:

V2RTeey|Y; CPexp(—Fzpo /RT) — ¥, Cfb]l/z + g[ Ka ] =0 (3.5

Kq+[H*]spexp(=Foa/RT)

Onde ¢ ¢é a permissividade do meio (80), & ¢ a permissividade do vacuo, C;¥ ¢ a concentragio
de ions na subfase, K, ¢ a constante de dissociacdo acida, A ¢ a areca molecular média do
fosfolipidio e z ¢ a carga do ion. Desta maneira, yo € o podem ser calculados numericamente a

partir da eq. 3.5
3.2.2.1.3 Microscopia de Angulo de Brewster (BAM)

Monocamadas de Langmuir foram preparadas, como descrito acima, em uma cuba com
uma balanga montada com um elipsometro de imagem automatizado Nanofilm EP3 (Accurion
Goettingem, Alemanha), operando no modo microscopia de angulo de Brewster (BAM).
Reflexdo minima foi fixada com um lazer polarizado (A = 532 nm) incidente na superficie ar-
agua no angulo de Brewster (53,1°) calibrado experimentalmente. Apds a formacdo da
monocamada e durante a compressao, a luz refletida foi coletada através de uma objetiva 20x.
A analise das imagens foi realizada usando o software ImageJ (NIH free ImageJ). Para melhor
visualizac¢do das imagens, a faixa do nivel de cinza foi reduzida da faixa original de 0-255 para
0-80 para imagens de lipidio e lipidio/peptideo e para 0-40 para imagens de peptideo. O calculo
da porcentagem de area de cada fase foi realizado como detalhado por Caruso et al. (Caruso et

al. 2013).
3.2.2.1.4 Microscopia de fluorescéncia (FM)
Experimentos de compressio de monocamadas formadas de lipidios ou

lipidios/peptideos também foram acompanhados por microscopia de fluorescéncia, usando a

cuba de Langmuir (KSV-NIMA, mini trough) com janela optica montada no microscopio
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Olympus IX-71. Pequena fracdo (~0.5 a 1 mol%) de lipidio com sonda fluorescente, que
particiona na fase lipidica fluida, foi adicionada a solug@o a ser espalhada na interface. Como a
sonda fluorescente exclui-se da fase condensada, os dominios LC sdo negros podendo ser

observados na transicdo de fase.

3.2.2.1.5 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Monocamadas transferidas foram preparadas como detalhado em Mangiarotti et al.
(Mangiarotti and Wilke 2015). Brevemente, o substrato hidrofilico (laminas de vidro) foi tratada
com solugdo “piranha” (H2SO4:H20: 3:1 v/v) a 90 °C por 60 min e enxaguado com agua Milli-
Q. Em seguida, a solucdo de lipidio/peptideo foi espalhada na interface e comprimida até 15
mN/m. A monocamada foi mantida nesta pressdo por ~200s para checar a auséncia de
vazamento ou rearranjos, € entdo, assim, a area permanecendo constante, o filme foi transferido
pela técnica de Langmuir-Blodgett para um substrato previamente submerso (orientado
perpendicular a cuba) na taxa de 5 mm/min, mantendo a pressdo de superficie constante. A
monocamada transferida permaneceu no ar durante a varredura com um microscopio de forga
atomica AFM Innova (Bruker, Billerica, Massachusetts), usando uma sonda de silicone com
fonte nominal constante de 40 N/m e uma frequéncia de ressonancia de 300 kHz em temperatura

ambiente (~20 °C).

3.2.2.2 Experimentos a area constante

3.2.2.2.1 Atividade de superficie do peptideo

A atividade de superficie do peptideo foi realizada em um pogo circular de Teflon com
diametro de 5 cm e espessura de 0,5 cm. A pressdo de superficie foi registrada usando uma
microbalanca equipada com placa de Wilhelmy. O sensor de pressdo foi calibrado usando a
pressdo de superficie da agua ultrapura (~72 mN/m) e do ar (0 mN/m) como ponto de referéncia.
A subfase foi agitada durante o experimento usando um pequeno agitador magnético para
acelerar a difus@o do soluto adicionado. Volumes crescentes de uma solucdo de peptideo
concentrada foram injetados na subfase agua pura ou 150 mM NaCl e a variagdo da pressdo de
superficie foi registrada em funcdo do tempo até que a maxima pressao atingida permanecesse

estavel.



71

3.2.2.2.2 Adsorc¢ao do peptideo em monocamadas lipidicas

A mesma cuba descrita acima foi utiliza neste estudo. Experimentos de adsorgdo de

peptideo a monocamadas lipidicas foram realizadas de duas maneiras diferentes.

@8 Isotermas de adsor¢@o do peptideo a monocamadas lipidicas foram determinadas
injetando quantidades diferentes de uma solug@o de peptideo na subfase sob a monocamada
lipidica espalhada na interface agua-ar (ou 150 mM NaCl-ar) com uma pressdo de superficie
inicial de 10 mN/m. As curvas de adsor¢do foram ajustadas utilizando a isoterma de adsor¢ao

de Gibbs-Langmuir:

ATt = Ty RTIN(1 + K1) (3.6)

Onde [, € a concentragdo em excesso de peptideo na superficie, Kq a constante de

dissociacdo, R a constante dos gases ¢ T a temperatura na qual o experimento foi realizado.

2) Solugdo de lipidio foi espalhada na interface dgua-ar (ou 150 mM NaCl-ar), até
alcangar um valor desejavel de pressdo superficial inicial (7i). Apo6s tempo de evaporacdo de
solvente, peptideo, a concentracdo de 1,25 uM (minima concentragdo em que o peptideo adquire
maxima atividade de superficie (Dennison et al. 2014)), ¢ injetado na subfase, por meio de
seringa Hamilton e a variacdo na pressao de superficie ¢ monitorada em fun¢do do tempo até
atingir equilibrio. Variagdes totais de pressdo de superficie (Am) foram obtidas no equilibrio
para cada valor de mi. Por meio de graficos Am vs mi obtemos o valor de pressdo de superficie
na saturagdo (PMI), ou seja, o valor maximo de 7; acima do qual o peptideo ndo é mais adsorvido

na monocamada, e quantificar a penetragdo do peptideo na mesma.
3.2.3 Experimentos com GUVs
3.2.3.1 Preparacio de GUVs
Vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) foram preparadas pela técnica de

eletroformag¢do como descrito por Angelova ¢ Dimitrov (Angelova and Dimitrov 1986).

Resumidamente, 20 ul de uma solug@o lipidica de uma determinada composig@o, com ou sem
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marcador fluorescente, em cloroformio/metanol (2:1) a 2 mg/ml foi espalhada na superficie de
duas placas condutoras (revestida com 6xido de estanho, indio ITO) e foram deixadas no vacuo
por algumas horas para remover o excesso de solvente organico. As placas revestidas de
fosfolipidio foram separadas por um separador de teflon com 2 mm de espessura para formar
uma camara que foi preenchida com uma solucdo de sacarose. As placas condutoras, foram
entdo, conectadas com um gerador de funcao (Minipa, MFG-4202), e uma tensdo de amplitude
~1 V e frequéncia de 10 Hz foi aplicada por 3-4 h. Para experimentos de vazamento com GUVs
as vesiculas foram diluidas em solug@o iso-molar de tampao (20 mM HEPES, 145 mM NacCl,
pH 7,4) contendo 5 pM de marcador fluorescente (carboxifluoresceina) ou em solugdo de
glicose com a mesma osmolaridade da solugédo de sacarose. Em seguida, a solucdo de peptideo
foi injetada e a atividade litica, isto ¢, o aumento da fluorescéncia ou diminui¢cdo do contraste

de fase no interior dos lipossomos, foi registrada ao longo do tempo.

3.2.3.2 Visualizacao de GUVs

GUVs de DOPC, DOPC:POPS (3:1), DOPC:BSM:Chol (3:3:1) e
DOPC:POPS:BSM:chol (2,1:0,9:3:1) com a membrana contendo ceramida Bodipy-TR e com
310 mM de sacarose no seu interior, foi diretamente observada por um microscépio confocal
de fluorescéncia. Brevemente, as GUVs foram diluidas em 400 pL de tampao (20 mM HEPES,
145 mM NaCl, pH 7,4) com 5 pM de carboxifluoresceina (CF). Para observacdo da GUVs
foram utilizadas camaras Lab-Tek contendo 8 “pogos”. GUVs formadas por POPC/POPS (3:1)
foram observadas por um microscopio optico invertido. Antes da observacdo, a solucdo de
vesicula foi diluida, ~7 vezes, em uma solugdo de glicose cuja osmolaridade ¢ idéntica a da
sacarose para criar uma assimetria de densidade e indice de refragdo entre o meio interno e
externo da vesicula para serem visualizadas por microscopia de contraste de fase. Uma vez que
as GUVs foram localizadas, imagens em um tempo definido entre cada uma foi registrada antes
e apods a adigdo do peptideo. Adicionalmente, MP1 foi marcado com isotiocianato-FITC afim
de visualizar sua interacdo com a membrana de DOPC, DOPC/DOPS (3:1), DOPC/SM/Chol
(3:3:1) e DOPC/POPS/SM/Chol (2,1:0,9:3:1) por microscopia confocal. A mudanga no sinal

de fluorescéncia no interior das vesiculas foi monitorada e quantificada com o software Imagel.
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3.2.3.3 Marcacao do peptideo

Brevemente, 175 nmol de peptideo foi dissolvido em 580 pL de 0,1 M de tampao
bicarbonato de sodio, pH 9,0. Em seguida, 257 nmol de marcador fluorescente isotiocianato
fluoresceina (FITC) foi dissolvido em 20 pL DMSO e foi adicionado na solucdo de peptideo. A
reacdo de acoplamento foi realizada por 3h em temperatura ambiente. Apés a reacao, o peptideo
marcado foi separado do peptideo ndo-marcado e do marcador ndo ligado por HPLC de fase

reversa (coluna C18 HPLC).

3.2.3.4 Determinacio da concentracio do peptideo marcado

A concentracdo de peptideo marcado foi determinada medindo a absorbancia em 280
nm (devido a presenga de um residuo de triptofano) e a absorbancia do FITC em 280 nm e 490
nm. A absorbancia do peptideo marcado foi corrigida usando a relacao: Apeptideo = A280 — Amax
(FITC), onde FITC = A280 marcador livre/ Amax marcador livie. EM seguida, a concentracdo do peptideo

foi calculada usando a lei de Beer-Lambert.

3.2.4 Experimentos de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

3.2.4.1 Preparacio de vesiculas multilamelares (MLVs)

Filmes de fosfolipidios na composicdo e concentragao desejadas foram obtidos dissolvendo-
os mistura cloroférmio/metanol (2:1/v:v) em tubos de vidro de fundo arredondado seguido de
evaporagdo do solvente sob fluxo de Na. Excesso de solvente orgénico foi retirado sob vacuo
por no minimo 3 horas. Vesiculas multilamelares (MLVs) foram obtidas por hidratagdo do filme
lipidico pela adigdo de tampao (20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4), com ou sem peptideo,
a ~10 °C acima da temperatura de transi¢do de fases gel — liquido cristalina, seguido de vortex

nesta temperatura. A Fig. 3.2 ilustra a preparacao das vesiculas.
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Figura 3.2: Esquema de preparacdo de lipossomos. Adaptado de www.avantilipids.com

3.2.4.2 Preparacio de vesiculas unilamelares grandes (LUVs)

A suspensdo de MLV, obtida como descrito acima, foi submetida a extrusdo, através
de membrana dupla de policarbonato de 0,2 pm (Nuclepore Track-tech Membrane, Whatman
Nuclepore, PCMB 19 mm 0,2 pm) em um total de 11 extrusdes utilizando um extrusor Avanti
Mini-Extruder (Fig. 3.3). O tamanho médio das vesiculas foi determinado por espalhamento de

luz (DLS) usando Nanozetasizer NS-90 (Malvern Instruments).

Figura 3.3: Imagem de um extrusor. Adaptado de www.avantilipids.com
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3.2.4.3 Experimentos de DSC

Medidas foram realizadas com MLVs ou LUVs no calorimetro diferencial de varredura
(Nano DSC, Model CDC 6300, USA). Neste experimento as células calorimétricas, com volume
de 300 pl foram pressurizadas em aproximadamente 3 atm para evitar bolhas no aquecimento,
e perda do solvente por evaporacdo. As varreduras de aquecimento e resfriamento foram
registradas numa mesma taxa de 0,5 °C/min com uma espera de 10 min para equilibracdo. A
concentracdo total de lipidios das MLV's nas amostras em estudos foi mantida entre 1-3 mg/ml.
Os termogramas, curvas de poténcia em funcdo da temperatura, foram obtidas com Origin,

versdo 8.5 e analisadas pelo programa DSCRun.
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CAPITULO 4

Resultados

4.1 Propriedades Interfaciais do Peptideo Polybia-MP1

4.1.1 Isotermas de compressio do peptideo Polybia-MP1

A Fig. 4.1A mostra as isotermas de compressao de filmes do peptideo Polybia-MP1 na
interface agua-ar. O peptideo formou monocamadas estaveis, como demonstrado por ciclos de
compressao-expansao (Fig. 4.1A). Quando o filme foi comprimido até valores baixos de pressao
de superficie, a isoterma de re-compressao foi similar a de compressdo; como um exemplo, 0s
resultados para compressdo até 8 mN/m sdo mostradas na Fig. 4.1A (quadrado aberto). No
entanto, quando a compressao foi realizada até a pressdo de ~17 mN/m, a segunda compressao
deslocou-se para areas menores, evidenciando perda irreversivel de peptideo para a subfase (ver
linhas continuas na Fig. 4.1A).

A organizagdo das monocamadas de peptideo puro na escala de microns foi estudada
através de imagens da superficie obtidas por BAM durante a compressdo. As imagens
registradas em agua pura mostraram um filme homogéneo em todo intervalo de pressdo de
superficie (ver imagens inseridas na Fig. 4.1A).

A isoterma de compressdo evidencia um platdé em, aproximadamente, 17 mN/m. Esse
tipo de platd nas isotermas de compressdao do peptideo foi atribuido a formacdo de uma
bicamada (Malcolm 1973; Volinsky et al. 2006) ou ao colapso da monocamada com exclusao
do material do filme para a subfase (Maget-Dana et al. 1999; Birdi 2006). Uma vez alcangado
o platd, o nivel de cinza das imagens de BAM também atingiu o valor maximo, permanecendo
constante com a compressdo (ver circulos abertos na Fig. 4.1A). Este resultado junto com o
deslocamento para areas menores observados nos ciclos de compressdo-expansao indicam que

para filmes de MP1, o platé a 17 mN/m corresponde ao colapso do filme (7cor).
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Figura 4.1: (A) Isotermas m x A de monocamada de MP1 em 4gua. Escala da esquerda: O primeiro
ciclo de compressdao-expansdo-recompressdo foi realizado até 8 mN/m (quadrado aberto: vermelho
representa compressdo e preto, expansio) e o segundo, acima da 7.1 (linha continua). Escala da direita:
Evolugdo do nivel de cinza das imagens obtidas com BAM (circulo aberto). As imagens inseridas
representam imagens de BAM de filmes de MP1 puro em agua nas pressdes de superficies indicadas.
Os niveis de cinza foram re-escalonados da faixa original de 0-255 para 0-40 para melhor visualizagdo.
(B) Isotermas de compressao pressao de superficie vs area molecular média (linha continua) e potencial
de superficie vs area molecular média (circulo aberto) para filmes de MP1 espalhados em agua (i) ou
em 150 mM NaCl e o pH ajustado com NaOH para 7,4 (ii). A inser¢do mostra a representacao a projecio
de Edmundson da sequéncia do peptideo configuracéo de a-hélice (verde representa o residuo carregado
positivamente; vermelho, carregado negativamente; azul, polar ndo-carregado e amarelo, os
hidrofobicos). Todas as isotermas foram registradas a T = 20 °C, com 8,7 nmol de peptideo espalhado

na interface.

O efeito do sal nas isotermas de compressdo dos filmes de peptideo foi analisado
espalhando peptideo em solug@o aquosa de NaCl 150 mM em pH neutro, ajustado com NaOH.
A Fig. 4.1B compara as isotermas de compressdo (potencial e pressdo vs area molecular) dos
filmes de MP1 em agua e em 150 mM NaCl (pH 7,4). O peptideo também formou monocamada
estavel em solucdo salina, sendo que nesta condig@o as imagens de BAM mostraram topografia
semelhante a observada em agua (ver imagens inseridas na Fig. 4.1A). Na presenca de sal, as
isotermas deslocaram para areas maiores e o platd correspondente ao colapso foi observado em
~ 21 mN/m (Fig. 4.1B). Caracteristicas similares foram relatadas para outros peptideos como
bombolitina (Maget-Dana 1999) e fragmento 8-26 da melitina (Gevod and Birdi 1984). Na
regido em que o peptideo assume o maximo empacotamento molecular, o potencial de superficie

muda de ~500 mV em agua pura para ~370 mV em 150 mM NaCl.
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As isotermas de compressdo de monocamadas de peptideo puro, também foram obtidas
em solucdo acida e basica contendo 150 mM NaCl (Fig. 4.2). Em pH 2 e 4 (peptideo estava
totalmente e parcialmente protonado, respectivamente) e em pH 10 (peptideo, parcialmente
desprotonado) a area ocupada pelo peptideo foi maior do que em dgua. Em pH 2 a pressdo de
colapso foi menor do que a observada nas outras condigdes, provavelmente, decorrente de

interagdo repulsiva peptideo-peptideo.

25 - Polybia-MP1
] ggggggg - @ -agua
% | ——pH 2.0

20- /N pH 4.0

Pressao de superficie (mN/m)

T T T T o
100 150 200 250 300 350 400 450

Area por molécula de peptideo (A%
Figura 4.2: Isotermas de compressdo do filme de MP1 puro em agua (mesma curva mostrada na Fig.

4.1) e em 150 mM NaCl nos pH indicados.

4.1.2 Atividade interfacial do peptideo Polybia-MP1

A atividade interfacial do MP1 foi investigada injetando quantidades crescentes de
peptideo em agua pura (Fig. 4.3A) ou 150 mM NaCl, pH 7.4 (Fig. 4.3B), e medindo a variacao
da pressao superficial em fungdo do tempo. Em agua, foi observado que a adsor¢@o do peptideo
na interface foi lenta quando a concentracdo de peptideo na subfase foi de 0,5 pM, e a maxima
press@o de superficie foi atingida apds 40 min. Aumentando a concentragdo de peptideo, sua
incorporagdo na interface foi mais rapida e a maxima variagdo de pressdo observada foi de 21
mN/m. Em 150 mM NaCl, o tempo de incorporagdo do peptideo na interface foi reduzido,
considerando a mesma concentragdo de peptideo, comparado em agua. A Fig. 4.3C mostra que,
em ambas as subfases, a atividade interfacial depende da concentragdo de peptideo, induzindo
maxima variagdo de pressdo de superficie de 6 mN/m maior do que em agua pura, indicando

que a presenga de sal influéncia a atividade do peptideo.
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Figura 4.3: Cinética de adsor¢do do peptideo MP1 (em diferentes concentracdes 1 0,5, 1,0 e 1,25 uM)
na interface agua-ar (A) e 150 mM NaCl-ar (B). (C) Maxima varia¢do da pressdo de superficie apos a
adicdo de diferentes concentragdes de peptideo na subfase em fungdo da concentragdo de peptideo.

Simbolo aberto representa subfase com agua pura e simbolo fechado em 150 mM de NaCl (pH 7,4).

4.2 Impacto do peptideo Polybia-MP1 em monocamadas formadas por

lipidios zwitterionicos

4.2.1 Monocamadas de DPPC

4.2.1.1 Isotermas da mistura DPPC/MP1 em agua pura e em 150 mM NaCl

As isotermas de compressdo de DPPC puro e co-espalhado com fragdes de MP1 entre
2,4 e 7,2 mol% sdo mostradas na Fig. 4.4A. A area molecular média corresponde a area por
lipidio, sem considerar a quantidade de peptideo adicionada, pois ndo se pode garantir que todos
os peptideos estejam na interface e este procedimento foi utilizado em todas as isotermas que
serdo apresentadas.

A isoterma de compressdo do filme de DPPC puro na interface dgua-ar mostrou um
comportamento tipico, com uma transi¢do de fase do estado liquido-expandido (LE) para o
liquido-condensado (LC) em 4 mN/m (7t;) em acordo com os resultados reportados por Dyck e
Losche (Dyck et al. 2006). A adi¢do de quantidades crescentes de peptideo no filme lipidico
induziu aumento na area molecular de fosfolipidio, aumento nos valores da pressdo no plato de
coexisténcia de fase, m: (ver Fig. 4.6A) e o aparecimento de um segundo platd a 18 mN/m,
proximo a pressao de colapso do filme de peptideo puro, mostrada na Fig. 4.1. Na pressado de
40 mN/m as areas moleculares médias apresentaram os mesmos valores da que foi obtida para
o filme de lipidio puro, sugerindo que o peptideo foi excluido do filme. Isso foi confirmado

efetuando ciclos de compressdo e descompressdo, em que foi observado deslocamento
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significativo de area molecular, indicando que o peptideo foi expelido para a subfase nesta

pressdo de superficie.
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Figura 4.4: Isotermas de compressdo m x A de monocamada de DPPC co-espalhados com fragdes
crescentes de MP1 em agua (A) ou em 150 mM NaCl, pH 7,4 (B). As areas correspondem a area da
monocamada total normalizada pela quantidade de lipidio (sem considerar a quantidade de peptideo). A
area de “lift-off”, indicada na isotermas, representa a area em que a pressdo de superficie comeca a

aumentar.

Em 150 mM NacCl, pH 7,4 a isoterma n-A de DPPC puro foi deslocada para areas
moleculares ligeiramente maiores das que foram observadas na interface agua-ar (Fig. 4.4B)
devido a presenca de ions na subfase aquosa. Nesta interface, a presenca de quantidades
crescente de peptideo ndo alterou os valores de m; (ver Fig. 4.6A). Um segundo platd também
foi observado na presenca do peptideo em 150 mM NaCl no mesmo valor de pressdo de
superficie correspondente ao colapso do filme de peptideo puro em subfase similar (~21
mN/m). A superposi¢@o das isotermas nas pressdes acima de 40 mN/m sugerem que o peptideo
também foi excluido do filme para a subfase.

A transigdo de fase LE-LC e os platds formados apds a adicdo de peptideo também
podem ser analisados calculando o médulo de compressibilidade em fungdo da pressdo de
superficie a partir das isotermas de compressdo (Fig. 4.4), como mostrado na Fig. 4.5. De
acordo com Davies e Rideal (Davies and Rideal 1963) os valores de C5! na faixa de 12,5 a 50
mN/m corresponde a fase LE e de 100 a 250 a fase LC. Um aumento em Cs corresponde ao
aumento da rigidez, ou seja, diminuigdo da compressibilidade da monocamada (Vollhardt and

Fainerman 2006).
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Analisando as curvas de C3! vs m mostradas na Fig. 4.5 pode ser claramente observado
que em agua pura (Fig. 4.5A) o modulo de compressibilidade diminuiu na regido em que os
peptideos foram excluidos do filme, ou seja, no processo de exclusdo de peptideo da interface
a monocamada encontra-se no estado fluido, e na regido entre 20 a 55 mN/m o C;! observado
foi menor do que no filme de lipidio puro, que se encontra no estado LC. Em 150 mM a

diminui¢do do C3! foi observado somente na regido de exclusdo de peptideo.
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Figura 4.5: Modulo de compressibilidade (C51) em fungdo da pressio de superficie para monocamadas

de DPPC na auséncia e na presenga de diferentes fragdes de MP1, em 4gua (A) e em 150 mM NaCl (B).

Para isotermas de compressao de filmes misto (DPPC/MP1), a area molecular média,
em uma pressdo de superficie fixa, foi disposta em grafico em fung¢do da porcentagem em mol
de peptideo mostrado na Fig. 4.6B (para as duas subfases estudadas). Note que para estes
calculos a area média/molécula foi recalculada considerando o nimero total de moléculas na
interface (lipidio e peptideo) e que todas as moléculas de peptideo estdo na interface. Em agua,
desvios positivos da idealidade foram observados em todas as pressdes de superficie analisadas,
indicando que as interagdes peptideo-lipidios sdo menos atrativas do que as interagdes peptideo-
peptideo e lipidio-lipidio; e ainda, indica que existe mistura dos componentes, pelo menos,
parcialmente. Em 150 mM NaCl, nenhum desvio foi observado da regra da aditividade,

sugerindo miscibilidade ideal ou imiscibilidade total entre os componentes do filme.
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Figura 4.6: (A) Pressdo de superficie correspondente a transi¢do de fase do DPPC em fungdo da fragdo
molar de peptideo. A linha pontilhada corresponde ao ajuste linear e o erro da medida corresponde a
resolugio da técnica (~0,5 mN/m). (B) Area molecular media em fungio da fragio molar de MP1 no
filme lipidico em diferentes pressdes de superficie: 1 =2 mN/m (simbolos em vermelho) e 7= 15 mN/m
(simbolos em preto). O valor médio + o desvio padrdo de no minimo 3 medidas independentes sdo
representados. Linhas pontilhadas correspondem a area molecular média de uma mistura ideal e as linhas

continuas, a area real. Em todos os casos, (i) corresponde a subfase agua e (ii) 150 mM NaCl, pH 7,4.

4.2.1.2 Morfologia dos dominios de monocamadas de DPPC/MP1 determinada por FM,
BAM, e AFM em diferentes forcas ionicas

As caracteristicas morfologicas dos dominios solidos que sdo formados na transi¢do de
fase lipidica e as alteracdes induzidas pelo peptideo na formagdo de dominios na presenga e
auséncia de sal foram estudadas por microscopia de fluorescéncia. Neste experimento, 0,5 mol%
de lipidio marcado com a sonda fluorescente NBD-PE foi adicionado a solugdo de lipidio e
lipidio/peptideo. A sonda particiona na fase lipidica, sendo excluida da fase condensada,
gerando dominios escuros que correspondem as moléculas no estado LC. Em agua, o filme de
DPPC puro mostrou dominios solidos com formas de “triskelion” (Fig. 4.7), em excelente
acordo com os resultados obtidos por Weis e McConnell (Weis and McConnell 1984). A
nucleacdo ocorreu a ~4 mN/m, e com o aumento da pressdo, foi observado o crescimento dos
dominios até a pressdo de 6 mN/m, e a 11 mN/m ocorreu a percolacdo. Quando 7,2 mol% de
MP1 foi co-espalhado com DPPC na interface dgua-ar, a nucleagdo LC ocorreu em pressao de
superficie mais alta (em acordo com a mudangas nos valores de 7;), € os dominios apresentaram

estruturas mais alongadas comparadas aquelas observadas na auséncia de peptideo (Fig. 4.7).
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7=4.6 mN/m = 5.0 mN/m = 6.0 mN/m

Figura 4.7: Imagens de microscopia de fluorescéncia de monocamadas formadas por DPPC (primeira
sequéncia) ou DPPC/MP1 (Xwmp1 = 0,072) (segunda sequéncia) espalhado em agua e registradas durante
a compressdo a 20 °C nas pressoes de superficie indicadas. A barra de escala corresponde a 50 pm.

As mudancas morfologicas dos dominios induzidas pelo peptideo também foram
investigadas por microscopia de dngulo de Brewster (BAM). Em agua, os dominios s6lidos
observados para filme de DPPC puro apresentou formas de “triskelion” com diferentes niveis
de cinzas (Fig. 4.8), em excelente acordo com os observados por microscopia de fluorescéncia
(Fig. 4.7). Na presenca de 7,2 mol% de MP1 co-espalhado com DPPC na interface agua-ar os
dominios apresentaram estruturas mais alongadas, longas e curvadas, comparadas aquelas
observadas na auséncia de peptideo. Este fendmeno também foi observado em proporgdes
menores de MP1, 2,4 mol%, porém de uma forma menos acentuada (ver Fig. 4.9).

A resolugdo da técnica de FM e BAM néo nos permitiu descrever a estrutura do nucleo
e caracteristicas do centro dos dominios; dessa maneira, filmes da mistura DPPC/MP1 foram
transferidos para superficie de vidro em 15 mN/m e analisados por AFM como descrito na se¢ao
de materiais e métodos. Nesta pressdo, o peptideo ainda ndo havia sido expulso para a subfase
e permitiu uma boa transferéncia do filme. A Fig. 4.10 mostra as imagens de AFM obtidas. Em
baixa amplificacdo (Fig. 4.10A), o filme transferido mostrou dominios com ramificagdes com
caracteristicas similares aos observados na interface agua-ar por BAM. Amplifica¢des maiores
mostraram que o centro dos dominios também era composto por dominios alongados (Fig.

4.10B e C).
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Figura 4.8: Imagens de BAM de monocamadas formadas por DPPC (primeira sequéncia) ou
DPPC/MP1 para Xme: = 0,072 (segunda sequéncia) espalhado em agua pura e registradas durante a

compressdo a 20 °C nas pressdes de superficie indicadas. A barra de escala corresponde a 50 pm.

m =6.8 mN/m = 12.9 mN/m T =13.8mN/m

Figura 4.9: Imagens de BAM de monocamadas formadas por DPPC/MP1 (Xyp1=0,024) espalhados em
agua pura e registradas a 20 °C e nas pressdes de superficie indicadas. A barra de escala corresponde a

50 pm.

— »

Figura 4.10: Iagens de AFM para filmes de DPPC/MP1 (Xmp1=0,072) transfedos para laminulas de
vidro da interface ar-agua a 15 mN/m. Tamanho das imagens: 50 x 50 um?* (A), 20 x 20 um? (B) e 8,6 x
8,6 um* (C).
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As imagens de BAM também foram obtidas da compressdo de filmes de DPPC e da
mistura DPPC/MP1 em 150 mM NaCl, pH 7,4 (Fig. 4.11). Nesta condi¢cdo, a formagdo de
dominios LC ocorreu na mesma pressao de superficie observada na auséncia de peptideo, em
bom acordo com os dados mostrados na Fig. 4.4A. A forma dos dominios em 150 mM NaCl foi
muito similar aquelas observadas em filme de DPPC puro. Neste sentido, a presenca de MP1
ndo perturbou a nucleagéo e o crescimento dos dominios. A fusgo de dominios ocorre em valores
de pressoes de superficie acima de 24 mN/m (filme de DPPC puro a fusdo ocorreu em pressao

mais baixa ~ 11 mN/m), e somente a fase LC foi observada no filme.

7 =54 mN/m =72 mN/m w=21.0mN/m m=30.0mN/m

only lipid

. . .. lipid/peptide

Figura 4.11: Imagens de BAM de monocamadas formadas por DPPC (primeira sequéncia) ou

DPPC/MP1 para Xup1 = 0,072 (segunda sequéncia) espalhado em 150 mM NaCl, pH 7,4 e registradas

durante a compressao a 20 °C nas pressdes de superficie indicadas. A barra de escala corresponde a 50
pm.

A comparagd@o destas imagens, na presenga ¢ na auséncia de peptideo, ¢ em valores
similares de pressdo de superficie sugere que o peptideo permaneceu, provavelmente, na regiao
menos densa do filme (regido escura nas imagens de BAM), uma vez que essa regido ocupa
area maior na presenga de peptideo. Para melhor quantificar esse efeito, a porcentagem de cada
regido (regido de cinza escuro e claro) foi calculada para as imagens da Fig. 4.11 e dispostas
em funcao da pressao de superficie na Fig. 4.12. Esta figura mostra que a porcentagem da regido
escura (RE) diminuiu e a porcentagem da regido clara (RC) aumentou quando o filme foi
comprimido, como esperado. Na presenca de MP1, a area RE foi maior do que a ocupada pela
fase LE no filme de lipidio puro, em pressdes de superficie comparaveis, até o valor de ~ 22

mN/m, que corresponde a pressdo em que o peptideo foi excluido do filme para a subfase.
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Figura 4.12: Porcentagem de area ocupada pela regido cinza clara (linha continua) ou pela regido cinza
escuro (linhas pontilhadas) em fungéo da pressdo de superficie determinada das imagens de BAM de
filmes formados por lipidio puro (circulo fechado) e pela mistura lipidio/peptideo (circulo aberto)

espalhados em 150 mM NaCl, pH 7,4.

Para verificar se o peptideo estava totalmente ausente na fase LC em 150 mM NaCl, a
porcentagem de area que o lipidio ocuparia foi calculada usando a area molecular média da
isoterma de compressdo de DPPC puro na solugdo de NaCl (Fig. 4.4B), que de acordo com a
Fig. 4.6B ¢ uma boa aproximacdo pois a area da mistura mostrou comportamento ideal. Os
resultados e os detalhes dos calculos sdo mostrados na Tabela 4.1. Calculos similares foram
realizados para filmes espalhados em agua pura usando as imagens como aquelas na Fig. 4.7 ¢
as areas moleculares média, das isotermas de DPPC puro em dgua e a 15 mN/m (Fig. 4.4A). A
determinagdo das porcentagens de area das imagens ndo ¢ tdo precisa neste caso, visto que as
“ramificacdes” dos dominios sdo muito finas dificultando a produ¢do de uma imagem binaria.
Além disso, usando a area molecular média das isotermas do lipidio puro introduz-se um erro,
ja que a mistura envolveu a expansao dos componentes como mostrado na Fig. 4.6B, mas esses
calculos nos permitiram ter uma visdo geral da diferenca na composigdo das regides clara ¢

escura com as obtidas em solugdo de NaCl.
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Tabela 4.1. Porcentagem de area ocupada por diferentes regides, area calculada ocupada por cada

moléculas e quantidade de dominios em cada condigéo

Imagens de BAM )
) ) ®04 Area ‘Ntmero de
Condigdo regido de regido de o .
do lipidio dominios
cinza claro  cinza escuro

pH 7,4; 150 mM NaCl 65=+1 35+ 1 71 63 +7
Agua 88 +2 12+2 69 -
pH 2,0; 150 mM NaCl 5442 48 £2 60 184 £ 12
pH 4,0; 150 mM NaCl 63 +4 37+4 79 170 £ 15
pH 10,0; 150 mM NaCl 70 £2 302 72 60+5

*Porcentagem de area ocupada pelas fases RC e RE das imagens de BAM a 15 mN/m. Os dados
representam a média + o desvio padrio de no minimo 5 imagens. "Porcentagem de 4rea ocupada pelo
lipidio calculada como: %A; = x; MMA; /MMA;x100, onde x; é a fragdo molar de lipidio na
mistura, MMA; ¢ a area molecular média do lipidio puro (correspondente a pressdo de 15 mN/m da
isoterma de compressdo) e MMA; ¢é a area molecular média do filme misto (area da cuba em 15 mN/m
dividida pela quantidade de moléculas espalhadas). “ Numero de dominios em 50000 pm* determinado

das imagens de BAM de 6-8 mN/m e em cada condigao.

No intuito de determinar se o efeito provocado pelo sal na forma dos dominios de DPPC
foi devido a blindagem de carga, a morfologia dos dominios foi investigada por BAM em
concentragdo crescente de NaCl na subfase (Fig. 4.13). Em filmes de DPPC puro, a adi¢@o de
0,1 ou 1,0 mM NacCl na subfase ndo mostrou efeitos nas propriedades dos filmes. No entanto,
no caso de filmes de DPPC/MP1, o aumento da concentracdo de sal na subfase afetou a
morfologia dos dominios, sendo que as ramificagdes na forma dos dominios diminuiram com
o aumento da concentracdo de sal. A presenca de 7,2 mol% de MP1 no filme de DPPC em 0,1
mM NacCl induziu, parcialmente, a formagdo de dominios ramificados, semelhantes aqueles

observados em agua pura com 2,4 mol% de peptideo (ver Fig. 4.7).
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pure water 0.1 mM NacCl 1mM NaCl 150:mM NacCl
lipid/peptide —

Figura 4.13: Imagens de BAM de monocamadas formadas por DPPC/MP1 (Xwmp1 = 0,072) espalhados

em solucdo de NaCl nas concentragdes indicadas (pH 7,4) a 20 °C e em 7 — 8 mN/m. A barra de escala

corresponde a 50 um.

A presenca de anion na subfase foi mostrado influenciar a topografia do filme lipidico,
como reportado por Aroti at el (Aroti et al. 2004). Portanto, com o propdsito de avaliar se o
efeito de sal foi devido a de interagdes especificas ou meramente a blindagem eletrostatica,
experimentos foram realizados usando NaBr na subfase ao invés de NaCl. Concentragdes
crescentes de NaBr foram adicionadas na subfase e os filmes formados por lipidio puro ou
lipidio + 7,2 mol% de MP1 foram observados por BAM durante a compressao (Fig. 4.14). As
imagens obtidas mostraram que NaBr levou a filmes com caracteristicas similares aquelas
observadas em NaCl na mesma concentracdo de sal, indicando que o efeito de sal ¢ ndo-

especifico decorrente de blindagem de carga.

0.1 mM NaBr 1 mM NaBr 150 mM NaBr

only lipid —

lipid/peptide —

Figure 4.14: Imagens de BAM de monocamadas formadas por DPPC (primeira linha) e DPPC/MP1
para Xmp1=0.072 (segunda linha) espalhados em solugdo de NaBr nas concentracdes indicadas (pH 7.4),

registradas durante a compressdo a 20 °C e em 7 - 8§ mN/m. A barra de escala corresponde a 50 um.
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4.2.1.3 Morfologia dos dominios de monocamadas de DPPC/MP1 em solucio de pH acido

e basico

O efeito da mudanga da carga liquida do peptideo foi investigado analisando o impacto
do peptideo nas monocamadas de DPPC em pH acido e basico em duas concentragdes de NaCl,
0,1 mM e 150 mM. A Fig. 4.15 mostra as imagens de BAM do filme misto (DPPC/MP1) em
cada pH e concentragdo de sal.

Em pH 2 e 4, os dominios mostraram formas mais arredondadas do que em outras
condicdes. A comparacdo das porcentagens de areas RE e RC com a area calculada ocupada
pelo lipidio, usando a area molecular média das isotermas de lipidio puro em cada condigao,
sugere que o peptideo permaneceu na RE e que os dominios eram formados de lipidio puro na
fase LC (Tabela 4.1).

Em pH 10, o peptideo estava parcialmente desprotonado e, similar ao filme na subfase
acida, a RC foi formada por, somente, lipidio puro e a RE, quase que totalmente, por peptideo

(Tabela 4.1).

pH.2.0'150'mM NaCl pH4.0150mM NaCl | pH 7.4150 mM NacCl. | pH10.0150 mM NacCl

pH2.00.1mM Nact |* pH 4001 mM NaCl | pH'7:40.1mM NaCl PH 10:0.0. #mM NaCl

Figure 4.15: Imagens de BAM de monocamadas formadas por DPPC/MP1 (Xmp1=0.072) espalhados
em solucdo de NaCl nas concentragdes e pH indicados, registradas durante a compressdo a 20 °C e em

7 - 8 mN/m. A barra de escala corresponde a 50 um.
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4.2.1.4 Insercao do peptideo em monocamadas de DPPC

Experimentos de inser¢do do peptideo MP1 em monocamadas de DPPC em diferentes
pressoes iniciais de superficie foram realizados monitorando a cinética de adsorcao e a possivel
inser¢ao do peptideo na monocamada lipidica.

Como mostrado na Fig. 4.16, a variacdo da press@o de superficie, At = & — m;, observada
apos a adsor¢do de peptideo na monocamada diminuiu linearmente com a pressao inicial, 7,
sendo possivel determinar a pressdo de maxima inser¢ao (PMI), isto ¢, o valor de mi em que An
= 0 mN/m. PMI ¢ o valor limite de pressao lateral no filme lipidico que impede a inser¢do do
peptideo, ou seja, acima deste valor o peptideo ndo é incorporado na monocamada (Maget-Dana
1999). Em agua e em 150 mM NaCl (pH ajustado para 7.4), os valores de PMI obtidos foram

de 34 e 28 mN/m, respectivamente.

30

25
20 4 L

15

An (mN/m)
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Figura 4.16: Inser¢do do peptideo MP1 em monocamadas lipidicas formadas por DPPC em agua
(simbolo aberto) e em 150 mM NaCl (pH 7,4) (simbolo fechado). Maxima variagcdo da pressao
superficial (Am) em funcdo da pressdo inicial (1t;) apos a inje¢do de 1,25 pM de peptideo na subfase. A
concentragdo de peptideo foi escolhida considerando a minima concentragdo em que o peptideo
apresentou maxima atividade superficial obtidas a partir da Fig. 4.2C. As linhas continuas representam

o ajuste linear.
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4.2.2 Monocamadas de DMPC

4.2.2.1 Isotermas da mistura DMPC/MP1 em idgua pura e em 150 mM NaCl e

visualizacdes por BAM

A Fig. 4.17 mostra as isotermas de compressdo de monocamadas de DMPC na presenga
e auséncia de MP1 e imagens registradas durante a compressd@o em agua pura e em150 mM
NaCl (pH 7,4), e ainda, a refletividade média obtida dos filmes.

As isotermas de compressdo de monocamadas de DMPC indicaram que o filme estava
no estado LE durante toda a compressdo em ambas as subfases estudadas (Fig. 4.17A e D). Os
dados estdo em bom acordo com o encontrado na literatura (Kubo et al. 2001).
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Figura 4.17: (A) e (D) Isotermas de compressdo 7w x A de monocamada de DMPC puro e da mistura
DMPC/MP1 (Xmp1=0,06) em agua e em 150 mM NaCl (pH 7,4), respectivamente. (B) e (E) Imagens de
BAM de filmes de DMPC e DMPC/MP1 em agua e em 150 mM NaCl, respectivamente, na pressdo de
superficie indicada. (C) e (F) Refletividade média da RE (simbolo fechado) e RC (simbolo aberto)
observadas nas imagens de BAM correspondentes aos filmes de DMPC puro (vermelho) e filme de

DMPC/MP1 (preto) em agua e 150 Mm NacCl, respectivamente.

Em 4gua e na presenca de 6,0 mol% de peptideo, um platd foi observado na pressao de
18 mN/m (mesma pressao de colapso do filme peptideo, ver Fig. 4.1) e na pressao de 20 mN/m
o peptideo ¢ excluido do filme. Em 150 mM NaCl e na presenga do peptideo também foi
observado um segundo platd na pressdo de superficie de ~ 4 mN/m superior do que foi

observado no filme de peptideo puro na mesma subfase (Fig. 4.17D). A superposi¢do das
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isotermas em 30 mN/m indica que a partir desta pressdo as moléculas de peptideo foram
excluidas do filme. Em ambas as subfases, a area média calculada a partir das isotermas de
compressdo das monocamadas mistas (DMPC/MP1) apresentaram valores maiores do que a
area ideal em todas as pressdes analisadas.

As imagens de BAM para monocamadas de DMPC/MP1 mostraram que a presenga do
peptideo ndo induziu a reorganizacdo das moléculas lipidicas na interface que resultasse na
formagdo de dominios sélidos (Fig. 4.17B e E). As Fig. 4.17C e F mostram que a refletividade
média do filme misto (peptideo/lipidio) possui o mesmo valor do que do filme de lipidio puro,

indicando que o peptideo ndo induz alteracdo no comportamento do filme lipidico.

4.2.2.2 Insercao do peptideo em monocamadas de DMPC

A Fig. 4.18 mostra que a inser¢do do peptideo causou maior variacdo da pressdo de
superficie na presen¢a de 150 mM NaCl na subfase, indicando maior inser¢ao na monocamada
nesta condi¢do. Os valores de PMI obtidos em agua e em 150 mM NaCl foram de 24 e 35

mN/m, respectivamente.

30

o

0 5 10 15 20 25 30 35 40
m, (MN/m)

Figura 4.18: Insercdo do peptideo MP1 em monocamada lipidica de DMPC em 4gua (simbolo aberto)
e em 150 mM NaCl (pH 7,4) (simbolo fechado). Maxima variagdo da pressdo superficial (Am) em fungio
da pressdo inicial (m;) ap6s a injecdo de 1,25 uM de peptideo em agua pura. As linhas continuas

representam o ajuste linear.
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4.2.3 Monocamadas de PE

4.2.3.1 Isotermas da mistura DMPE/MP1 em agua pura e em 150 mM NaCl

A Fig. 4.19 mostra que as isotermas de compressdo do filme de DMPE em agua pura ¢
em solucdo salina apresentam um plato, em torno de 5 mN/m, caracteristico de coexisténcia de
fases LE-LC. Em agua, na presenca de 7,2 mol% de peptideo um segundo platd foi observado
na mesma pressdo superficial que corresponde ao colapso do filme de peptideo puro, sugerindo
que a partir desta pressao o peptideo foi langado para a subfase.

Em 150 mM NacCl, foi observado um comportamento diferente, com o aparecimento de
mais 2 platds nas pressdes de 21 e 38 mN/m e o peptideo permaneceu no filme até a pressao de
40 mN/m, e este efeito foi observado para concentragdes de peptideo entre 2,4 ¢ 9,6 mol% (Fig.
4.19B). Em contrapartida, nenhuma alteracdo na m; foi observada em ambas as condi¢des
estudadas (Fig. 4.20A). Nesta condicdo, a interagdo (atrativa ou repulsiva) entre MP1 ¢ DMPE
foi analisada investigando se a variagdo da area molecular média em uma pressao fixa satisfaz
aregra da aditividade. A comparacao entre area experimental e a area estimada para uma mistura
ideal ¢ mostrada na Fig. 4.20B para duas pressoes de superficie (2 ¢ 10 mN/m). Para as duas
pressodes analisadas, os valores experimentais mostraram um bom acordo com os valores ideias,

indicando miscibilidade ideal ou imiscibilidade total entre os componentes do filme.
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Figura 4.19: Isotermas de compressdo de filme de DMPE na auséncia e presenga de peptideo co-
espalhados com lipidio em agua pura (A) ou 150 mM NaCl, pH 7,4 (B). As areas correspondem a area
da monocamada total normalizada pela quantidade de lipidios (sem considerar o nimero de moléculas

de peptideos).
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Figura 4.20: (A) Pressdo de superficie correspondente a transi¢do de fase do DMPE em fungdo da fragdo
molar de peptideo. A linha pontilhada corresponde ao ajuste linear e o erro da medida corresponde a
resolugio da técnica (~0,5 mN/m). (B) Area molecular media em fungio da fragio molar de MP1 no
filme lipidico em diferentes pressdes de superficie: 1 =2 mN/m (simbolos em vermelho) e 7= 15 mN/m
(simbolos em preto). O valor médio + o desvio padrdo de no minimo 3 medidas independentes sdo
representados. Linhas pontilhadas correspondem a area molecular média de uma mistura ideal e as linhas

continuas, a area real. Em todos os casos foram calculados para 150 mM NaCl, pH 7,4.

Para as monocamadas de DMPE em agua, a regido de modulo de compressibilidade
quase nula em ~5 mN/m, caracteristica do platd de transicdo de fase LE-LC, também ¢
observada na presenga de 7,2% de MP1 (Fig. 4.21A). A incorporacio do peptideo a
monocamada causa diminuicdo do valor do modulo de compressibilidade na regido em que o
peptideo ¢ excluido do filme lipidico indicando que nesta regido a monocamada tornou-se mais
compressivel. Como mostrado na Fig. 4.121B, em 150 mM NaCl trés valores minimos de C5!
proximos de zero foram observados nas temperaturas de 5, 20 e 38 mN/m, que correspondem a
transicdo LE-LC, primeiro e segundo platd do peptideo, respectivamente. Na faixa de 12,5 a 50
mN/m a presenca do peptideo na monocamada induziu redug¢do do modulo de compressibilidade
0 que sugere que as moléculas de peptideo ndo sdo excluidas do filme de uma s6 vez e

permanecem associadas ao filme sob maior pressdo lateral do que observado em agua.
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Figura 4.21: Modulo de compressibilidade (C31) em fungio da pressdo de superficie para monocamadas

de DMPE na auséncia e na presenga de diferentes fracoes de MP1, em agua (A) e em 150 mM NaCl (B).

4.2.3.2 Morfologia dos dominios de monocamadas de DMPE/MP1 determinada por BAM

As imagens de BAM de filmes de DMPE, Fig. 4.22, mostraram que a formacgao de
dominios LC ocorreu nas pressdes de superficie correspondentes aos platds de coexisténcia de
fases LE-LC, em ambas as subfases estudadas (Fig. 4.22A e C). Os dominios s6lidos em formas
“dendriticas” nao sofreram modificacdes com a presenca de sal na subfase. Na presenca de
peptideo, as imagens de BAM mostraram que MP1 prefere estar integrado na fase mais fluida,
aumentando, assim, a quantidade dessa fase, sendo que em agua pura, os dominios foram mais
ramificados. Para pressdes acima de 20 mN/m pode ser observado o inicio da fusdo dos
dominios (percolagdo da fase LC) (Fig. 4.22B). Por outro lado, em NaCl os dominios foram
muito similares aos observados na auséncia do peptideo, mas a fus@o teve inicio em pressio
maior do que em agua (Fig. 4.22D). Nas duas condic¢des investigadas, pequenos dominios
apareceram na pressdo correspondente ao colapso do peptideo.

As morfologias dos dominios em formas de dendriticos também foram visualizadas em
agua por microscopia de fluorescéncia em que 0,5 mol% de lipidio com sonda fluorescente,
lissamina rodamina-b-sulfonil PE, foi adicionado ao filme, como mostrado na Fig. 4.23. A
presenga do peptideo na monocamada induziu aumento da fase fluida e a formagdo de dominios
com mais ramificacdes comparado ao observado para lipidio puro. Estes resultados indicaram
que a presencga do lipidio marcado com a sonda fluorescente ndo induziu artefatos na morfologia

dos dominios.
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Figura 4.22: Imagens de BAM de monocamadas formadas por DMPE puro (A, C) ou DMPE/MP1
(Xmp1=0.060) (B, D) espalhada em agua pura (A, B) ou em 150 mM NaCl (C, D) e registradas durante

compressdo a 20 °C e nas pressoes de superficie indicadas. Tamanho da imagem ¢é: 200 x 200 pm.

(A) (B)

DMPE/MP1

Figura 4.23: Imagens de microscopia de fluorescéncia de monocamadas formadas por DMPE (A) ou
DPPC/MP1 para Xwmp1 = 0,072 (B) espalhado em agua pura e registradas durante a compressao a 20 °C

nas pressoes de superficie indicadas. A barra de escala corresponde a 50 um.
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A Fig. 4.24 mostra a refletividade média calculada para as fases LC e LE dos filmes de
DMPE e da mistura DMPE/MP1. Na presenca do peptideo a refletividade da fase LE foi
observada em pressdes mais altas do que em filme de lipidio puro, indicando a presenca do
peptideo nesta fase. Na presenca de 150 mM NaCl na subfase, foi observado aumento da
refletividade da fase LE até a pressdo de 40 mN/m, maior do que a observado em agua,
sugerindo que a associa¢do do peptideo ao filme ¢ mais forte do que em agua. Em agua e na
presenga de NaCl, nenhuma alteracdo foi observada na refletividade da fase LC e a partir das
pressoes de superficie de 25 ¢ 39 mN/m, respectivamente, somente a fase LC é observada,

indicando que o peptideo foi excluido do filme lipidico.
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Figura 4.24: Refletividade média das regides LE (simbolo fechado) e LC (simbolo aberto) observadas
nas imagens de BAM correspondente aos filmes de DMPE puro (vermelho) e filme de DMPE/MP1
(preto) em agua (A) e 150 Mm NaCl (B).

4.2.3.3 Insercio em monocamadas de DMPE, DPPE e POPE

A inser¢do do peptideo MP1 em monocamadas de PE foi estudada com trés diferentes
fosfolipidios, DMPE, DPPE e¢ POPE, como mostrado na Fig. 4.25. Para DMPE e DPPE, os
valores de PMI obtidos em agua foram iguais a 23 mN/m. Em 150 mM NacCl, para DMPE e
POPE, PMI obtidos foram 32 e 51 mN/m, respectivamente.
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Figura 4.25: Insercdo do peptideo MP1 em monocamadas lipidicas formadas por DMPE (circulo) ou
DPPE (quadrado) ou POPE (estrela), em agua (simbolo aberto) e em 150 mM NaCl (pH 7,4) (simbolo
fechado). Maxima variagdo da pressdo superficial (Am) em funggo da pressdo inicial (1;) apos a injegéo

de 1,25 uM de peptideo na subfase. As linhas continuas representam o ajuste linear.
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4.3 Impacto do peptideo Polybia-MP1 em monocamadas de PS

4.3.1 Monocamadas de DPPS

4.3.1.1 Isotermas da mistura DPPS/MP1 em agua pura e em 150 mM NaCl

As isotermas de monocamadas de DPPS apresentam apenas regido de coexisténcia G —
LC (gas — liquido-condensado) a T = 20 °C (Fig. 4.26), de acordo com o reportado na literatura
(Bouffioux et al. 2007; Chen et al. 2010).

Na presenca de quantidades crescentes de peptideo observou-se um platd em 23 mN/m
(5 mN/m maior do que a pressdo de colapso do filme de peptideo puro), em agua e a partir de
30 mN/m os peptideos sdo excluidos do filme, como evidenciado pela sobreposicdo das
isotermas (Fig. 4.26A). Em 150 mM NacCl, na presenga do peptideo (Fig. 4.26B), foram
observados 2 platds, um a pressdo correspondente ao peptideo puro (ver Fig. 4.1B) e um
segundo menos evidente na pressdo de ~30 mN/m. Nesta condigdo ndo foi observado

sobreposi¢do das isotermas.
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Figura 4.26: Isotermas m — A de filmes lipidicos de DPPS na auséncia e na presenca de diferentes
fracdes molares de MP1 co-espalhados com fosfolipidio em 4gua pura (A) ou 150 mM NaCl (pH. 7,4)

(B). Monocamadas comprimidas a 5 cm*/min a T = 20 °C.

A Fig. 4.27 mostra as curvas do modulo de compressibilidade calculado a partir das
isotermas da Fig. 4.26. Para DPPS puro ndo foi observado um minimo, pois a monocamada ndo
apresenta transicao de fase LE-LC. Na presenca de peptideo em agua, valores proximos de zero

foram observados na pressdo de 25 mN/m indicando alta compressibilidade (fluidez) da
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monocamada resultando na exclusdo de peptideo do filme. Em 150 mM NaCl, nas curvas de
C;! mostradas na Fig. 4.27B duas regides com valores proximos de zero foram observadas.
Nesta condi¢do moléculas de peptideo sdo excluidas em pressoes diferentes, 21 ¢ 30 mN/m.
Mesmo em pressdes acima de 40 mN/m, os valores Cg! entre 50 e 100 indicam que
monocamada estava no estado LE na presenca do peptideo, sugerindo que moléculas de

peptideo ainda estavam presentes no filme.
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Figura 4.27: Modulo de compressibilidade (C31) em fungio da pressdo de superficie para monocamadas

de DPPS na auséncia e na presenca de diferentes fracdes de MP1, em dgua (A) e em 150 mM NaCl (B).

4.3.1.2 Monocamadas de DPPS/MP1 visualizadas por FM, BAM e AFM

Como mostrado na Fig. 4.28A e A’, imagens de BAM e FM, respectivamente, em
monocamadas de DPPS puro, na pressdao de 3 mN/m sdo observados dominios sélidos de formas
irregulares na interface que se fundem no decorrer da compressdo induzindo uma estrutura
compacta dividida por faixas de menor intensidade (Fig. 4.28A, m = 22 mN/m) ou imagem
totalmente preta (Fig. 4.28A”). A presenga de MP1 no filme lipidico induziu a formacao de
pequenas regides “claras” distribuidas homogeneamente na regido fluida (Fig. 4.28B). Regides
claras em BAM correspondem as regides pretas na fluorescéncia que caracteriza a fase solida
(Fig. 4.28B’). Analisando a refletividade do filme por BAM, observamos que essas regides
“escuras” indicam o aparecimento de uma regido expandida no filme, ocupada pelo peptideo
(Fig. 4.28C). Com o aumento da pressao, a regido expandida diminui e ap6s a pressao de colapso
do peptideo somente a regido condensada ¢ observada no filme. Estes resultados indicaram,
ainda, que parte das moléculas de peptideo foram excluidas para a subfase, entretanto, o

aumento da espessura do filme sugere que parte das moléculas de peptideo permaneceram
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associadas ao lipidio, provavelmente as cabegas polares. A Fig. 4.28D mostra a imagem de AFM
de filme de DPPS/MP1 transferido da interface dgua-ar para um substrato hidrofilico (laminula

de vidro) na pressdo de 15 mN/m. Nesta condi¢do dominios LC circulares foram observados

(ndo sendo visualizados por BAM).

(©) L6

Ldofpr e

BP Folbe st

(,01 X) apepiAnajeY

7 =10mN/m

7 = 20mN/m

Figura 4.28: Imagens de BAM ¢ FM de monocamadas de DPPS puro (A e A’) ou DPPS/MP1 para Xpi
= 0,060 (B e B’) co-espalhados em agua pura e registradas durante compressdo a 20 °C e nas pressoes
superficiais indicadas. Tamanho da imagem: 200 x 200 um. (C) Refletividade média das regides LE
(simbolo fechado) e LC (simbolo aberto) observadas nas imagens de BAM correspondente aos filmes
de lipidio puro (vermelho) e filme de lipidio/peptideo (preto) em dgua. (D) Imagem de AFM para filme
de DPPS/MP1 (Xmp1=0,06) transferidos para laminulas de vidro da interface ar-4gua a 15 mN/m.

Tamanho das imagens: 10 x 10 um?.

Em 150 mM de NaCl, imagens de DPPS puro (Fig. 4.29A) apresentaram as mesmas
caracteristicas observadas nas imagens do filme de lipidio puro em agua. Em filmes mistos,

DPPS/MP1 (Fig. 4.29B), ap6s a total exclusdo das moléculas de peptideo, foi observado



102

somente regido condensada com a mesma refletividade do filme de lipidio puro (Fig. 4.29C),

indicando que nesta condig@o o peptideo ndo altera a espessura do filme.

(A)

(B)

N
(4,01 X) epepiAnaey

7 (MN/m)

Figura 4.29: Imagens de BAM de monocamadas de DPPS puro (A) ou DPPS/MP1 (Xwmpi = 0,060) (B)
co-espalhados em 150 mM NaCl, (pH 7,4) e registradas durante compressdao a 20 °C nas pressoes
indicadas. Tamanho da imagem: 200 x 200 um. (C) Refletividade média das regides LE (simbolo
fechado) e LC (simbolo aberto) observadas nas imagens de BAM correspondente aos filmes de lipidio

puro (vermelho) e filme de lipidio/peptideo (preto) em 150 mM NacCl.

4.3.1.3 Isotermas de adsorcao e insercio do peptideo em monocamadas de DPPS

As isotermas de adsor¢@o do peptideo em monocamadas de DPPS foram determinadas
injetando diferentes quantidades de MP1 na subfase. A monocamada lipidica foi formada tal
que a pressdo de superficie inicial foi de 10 mN/m (Fig. 30A). Ajustando estas isotermas por
meio da equacdo de adsor¢ao de Gibbs-Langmuir (curvas continuas na Fig. 4.30A) forneceu os
valores da constante de dissociagdo (Kqg) do peptideo e os valores da concentragdo de excesso
de peptideo na interface (I'max). A monocamada de DPPS, na pressdao de 10 mN/m, encontra-se
na fase condensada tanto em agua pura quanto em 150 mM NaCl. O excesso de peptideo na
interface foi de (2,2+0,4) pmol/m? em sal e (1,8+0,3) umol/m? em 4gua. A constante de
dissociacdo obtida em soluc¢do salina, K¢ = (34,2+16,1) nM, foi ~6 vezes maior do que em agua,
sugerindo maior afinidade em agua. Experimentos de inser¢do do peptideo em monocamadas
de DPPS em diferentes pressoes iniciais, mostraram (Fig. 30B) que as PMI obtidas foram 32 e
28 mN/m em agua e em 150 mM NaCl, respectivamente, indicando maior penetracdo do

peptideo na monocamada na auséncia de forga i6nica.
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Figura 4.30: (A) Isotermas de adsor¢cdo de MP1 determinada pela diferenga da pressdo de superficie
obtida apos 1h de adsor¢do a monocamada de DPPS em 7i = 10 mN/m em fungdo da concentragdo de
peptideo. Linhas continuas representam o ajuste utilizando a isoterma de adsor¢éo Gibbs-Langmuir. (B)
Inser¢do do peptideo MP1 em monocamadas lipidicas formadas por DPPS. Maxima variagdo da pressao
superficial (Am) em fung@o da pressdo inicial (m;) apds a injecao de 1,25 uM de peptideo. As linhas
continuas representam o ajuste linear. Experimentos em agua pura sdo representados pelo simbolo

aberto, e em 150 mM NaCl (pH 7,4), simbolo fechado.
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4.3.2 Monocamadas de DMPS

4.3.2.1 Isotermas da mistura DMPS/MP1 em agua pura e em 150 mM NaCl

A Fig. 4.31A mostra que a isoterma de compressdo de monocamadas de DMPS na

interface agua-ar apresenta um platd, em torno de 2 mN/m, caracteristico da coexisténcias das

fases LE-LC e area molecular de 44 A2a 20 mN/m a T = 20 °C.

60- (A) 60+ ()
50 lipidio puzo 504 lipidio puro
| : i,g g} ; ﬁi} —— 2,4 mole% MP1
40 , 00 40 — 4,8 mole% MP1
=] +72 moloﬂ) MPI g —— 17,2 mole% MPI1
= +9,6 mol% MP1 Z W\ ’
E 30- +12,0 mol% MP1 g 301
= | B
204 204
10, 10
0 T T = T T 0 T T v T T T T T T ! i J !
20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120 140 160
Area por molécula de lipidio (Az) Area por molécula de lipidio (Az/molécula)

Figura 4.31: Isotermas m — A de monocamadas lipidicas de DMPS na auséncia e presenga de diferentes
fracdes molares de MP1 co-espalhado com fosfolipidio em subfase contendo agua pura (A) e 150 mM

NaCl (pH 7,4) (B) a T = 20 °C. Monocamadas foram comprimidas a 5 cm?/min.

Na presenga de quantidades crescentes de peptideo, inferior a 7,2 mol%, co-espalhados
com lipidios na interface, valores maiores de lift-off e da pressao de transi¢@o de fase (m;) foram
observados e, ainda, a extensdo do platd de transicdo LE-LC diminuiu com o aumento da
concentragdo de peptideo.

As isotermas de compressao indicaram, ainda, a existéncia de um segundo platd proximo
de 32 mN/m, que ¢, provavelmente, devido ao colapso da fase rica em peptideo (Maget-Dana et
al. 1999; Birdi 2006). Este platd também pode ser caracterizado como a pressdo de colapso do
peptideo, indicando imiscibilidade parcial do peptideo na fase LC da monocamada de DMPS
levando a uma separacdo de fases: em uma fase rica de lipidio e a outra rica de peptideo. O grau
de separagdo entre a regido rica de peptideo e rica em lipidio € caracterizado pelo comprimento
dos platos nas isotermas (Tabela 4.2). Esta segunda inflexdo ocorreu a uma pressdo que foi 15
mN/m maior do que a observada para o filme de peptideo puro (Fig. 4.1), sugerindo forte

interacdo molecular entre peptideo e o lipidio anidnico (Dyck et al. 2006). Acima de 7,2 mol%
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de peptideo, o aumento de pressdo lateral acima de 35 mN/m leva a valores de area que sdo
menores que os obtidos para a monocamada de lipidio e/ou em concentracdes mais baixas de
peptideo sugerindo que acima dessa concentragdo de peptideo e a partir de 35 mN/m parte do
filme (lipidio/peptideo) foi expelido para a subfase (Hinz and Galla 2005). Isso pode ser uma
consequéncia de forte interacdo eletrostatica atrativa lipidio-peptideo. A presenga do peptideo
também deslocou a press@o de nucleacdo (m;) de dominios condensados para valores maiores do
que observado para lipidio puro indicando miscibilidade mais favoravel de MP1 ¢ DMPS no

estado LE.

TABELA 4.2: Comprimento e pressao lateral dos platds lipidico e peptidico de monocamadas de DMPS

com diferentes fragdes molares de MP1 em agua.

Peptideo-MP1 Platé lipidico Platé peptidico
(% mol) Comprimento do  Altura do platd  Comprimento do  Altura do plato
plato (A42%) (mN/m) platd (42) (1)
(mN/m)
0 33,7 1,13 - --

2.4 25,9 0,90 14,8 32,7
4,8 24,6 1,36 21,5 32,7
752 22,0 1,65 32,6 32,0
9,6 21,1 1,90 46,5 31,3
12,0 20,7 2,60 55,2 32,2

Em 150 mM de NacCl as isotermas de DMPS puro foram deslocadas para valores de
area/molécula maiores ¢ o platd de coexisténcia de fases foi observado em 18 mN/m (Fig.
4.31B). O aumento da area molecular para valores maiores em solugdo salina foi também
observado por Dyck e Losché (Dyck et al. 2006), sugerindo estar relacionado a inclusdo de ions
de sodio na regido das cabecas polares da monocamada. A isotermas de filmes de DMPS em
150 mM NacCl, na presenca do peptideo MP1também apresentaram também um segundo platod
proximo a 35 mN/m, assim como em agua pura, sugerindo interagdo peptideo-lipidio. A
superposi¢do das isotermas foi observada acima de 40 mN/m sugerindo que, acima do segundo
plato, o peptideo foi expulso do filme para a subfase.

Na Fig. 4.32, sdo mostrados ciclos de compressdo, expansdo e re-compressdo de
monocamadas mistas de DMPS/MP1 em dgua. Com o aumento da concentracdo de MP1 nas

monocamadas de DMPS/MP1 (Fig. 4.32A-C) a reinsercdo do peptideo na monocamada apods a
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compressao, ¢ incompleta, como pode ser visto pela histerese na re-compressao do filme apos
1h de relaxacdo da monocamada. Na Fig, 4.32D sdo mostrados dois ciclos de compressdo —
expansao - re-compressao. No primeiro o filme foi comprimido até 15 mN/m, inferior ao platd
do peptideo, o filme foi expandido e re-comprimido, apds uma hora, at¢ 60 mN/m, mostrando
auséncia de histerese. O filme foi, novamente, expandido e re-comprimido mostrando histerese
nesta terceira re-compressdo. Estes resultados apontam a reinser¢do parcial do peptideo, porém

parte do lipidio que foi expelido para a subfase durante a compressao ndo volta para a interface.

60 (A) 60 - (B)
50 DMPS + 4,8 mol% MP1 0] DMPS + 7,2 mol% MP1
Compressao | Compressio
—~ 404 - — Expansdo —~ 40 | = = Expansdo
§ \ - - - - Recompressio § 1 - = - - Recompressdo
£ 30 v Ex{
B S
204 20 4
104 10
0 ] 0
20 40 60 80 100 120 0 , 120
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60 ‘ (C) 60 - N (D)
1 \
so{ ! DMPS + 9,6 mol% MP1 50- \ DMPS + 6,0 mol% MP1
! Compressio :‘ Compressio até 15mN/m
] , - = ~
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Figura 4.32: Ciclos de expansdo e compressdo das monocamadas de DMPS com diferentes fragdes

molares de MP1 co-espalhado com fosfolipidio em agua pura. Monocamadas foram comprimidas a 5
cm?/mina T =20 °C.

4.3.2.2 Monocamadas de DMPS/MP1 visualizadas por MF, BAM e AFM

As mudancas na morfologia dos dominios induzidas pelo peptideo em monocamadas de

DMPS foram, primeiramente, observadas por microscopia de fluorescéncia (Fig. 4.32). Para
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visualizacdo dos dominios, pequena fracdo, 0,4 mol%, de lipidio fluorescente, lissamina
rodamina-b-sulfonil PE, que particiona da fase fluida, foi adicionado ao lipidio ou a mistura
lipidio/peptideo.

Imagens de fluorescéncia na auséncia de peptideo e na presenga de 4,8 mol% de MP1
co-espalhado com lipidio em agua e em 150 mM NaCl s@o mostradas na Fig. 4.34C. Em agua,
dominios de DMPS apresentaram formas de “dendritos” (Fig. 4.33A) e a presenca de peptideo
induziu diminui¢ao no tamanho dos dominios e a quantidade de ramificagdes, e ainda, aumentou
a area fluorescente, correspondente a regido LE do filme (Fig. 4.33A). Este mesmo experimento
foi realizado utilizando peptideo marcado com carboxifluoresceina no N-terminal (FITC-MP1).
Na Fig. 4.33B ¢ mostrada uma micrografia em 27 mN/m de filmes de 4,8 mol% de MP1 co-
espalhado com DMPS. Estas imagens mostram que as regides fluorescentes sdo as mesmas
observadas para filme de lipidio puro, corroborando a interpretacdo de que o peptideo particiona
na fase fluida.

Em tampao contendo 150 mM NaCl uma grande quantidade de pequenos dominios
escuros, aproximadamente circulares, sem ramificagdes, foi observado como mostrado na Fig.
433B. A éarea desses dominios aumenta ligeiramente mantendo a morfologia no decorrer da
compressao. A presenca do peptideo ndo induziu mudangas na forma ou no tamanho dos
dominios. Nao se podia assumir a priori, que a mudanca na forma dos dominios em 150 mM
NaCl na auséncia de peptideo foi um efeito da presenga de sal na subfase ou do marcador
fluorescente que foi incorporado no filme. Mohwald e colaboradores (Fischer et al. 1984; Miller
and Mohwald 1987) evidenciaram que marcadores fluorescentes que sdo incorporados aos
filmes lipidicos comportam-se como impurezas ¢ muitas vezes podem induzir mudangas na

morfologia dos dominios lipidicos

(A) )] ™ =27 mN/m

(C)

DMPS/MP1 DMPS/MP1-FITC DMPS/MP1

Figura 4.33: Micrografias de fluorescéncia de monocamada de DMPS e DMPS/MP1 (Xwmp1 = 0,048) co-
espalhados com o lipidio marcado, lissamina rodamina-b-sulfonil PE, em agua (A) e 150 mM NaCl (C)
e de DMPS co-espalhado com FITC-MP1 (Xgrrc-me1 = 0,060) (B) nas pressdes de superficies indicadas
ea?20 °C.
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Os experimentos em BAM mostraram que em agua pura, filmes de DMPS apresentaram
dominios LC com formas de “dendritos” na regido de transi¢do LE-LC (Fig. 4.34A) em bom
acordo com os resultados de microscopia de fluorescéncia. No decorrer da compressdo, as
ramificagdes dos dominios cresceram até a pressdo de 15 mN/m em que toda a regido LE
desapareceu completamente. Quando 2,4 mol% de peptideo foi co-espalhado com DMPS na
interface agua-ar, a nucleacdo dos dominios iniciou na pressdo maior do que para o filme de
lipidio puro e os dominios apresentaram tamanhos menores (Fig. 4.34B). O aumento da
concentragdo de peptideo para 7,2 mol% induziu a formagdo de dominios menores ¢ uma
segunda nucleagdo de pequenos dominios amorfos foi observada proximo a pressdo de colapso
do peptideo (Fig. 4.31A). Como mostra a imagem de BAM a 35 mN/m (Fig. 4.34C) os

contornos dos dominios condensados sdo mais brilhantes indicando aumento da espessura da

monocamada.
(A) n=15.0mN/m
(B) 7=100mN/m | m'=24:0 mN/m 7 = 31.0 mN/m

i

(@) 7= 35mN/m = 12.5 mN/m m = 30.0mN/m

PN
Figura 4.34: Imagens representativas de BAM de monocamadas de DMPS puro (A) ou DMPS/MP1

para Xmp1 = 0,048 (B) e Xwmp1 = 0,072 (C) co-espalhados em agua pura e registradas durante compressao

a 20 °C e nas pressdes superficiais indicadas. Tamanho da imagem: 200 x 200 um.
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As imagens de AFM de filme de DMPS/MP1 transferido da interface dgua-ar para um

substrato hidrofilico na pressdo de 15 mN/m s3o mostradas na Fig. 4.345 Para filmes de
DMPS/MP1 as imagens mostraram dominios LC semelhantes aos observados por BAM.

(A) (B) £

Figura 4.35: Imagens de AFM para monocamadas DMPS/MP1 (Xwmp1=0.060) transferidas da interface
agua-ar para substrato de laminula de vidro na pressdo de 15 mN/m. Tamanho das imagens: 100 x 100

pm (A) e 20 x 20 pm (B).

Em solugdo salina, as imagens de BAM mostram que para filmes de DMPS puro os
dominios apresentaram morfologia completamente diferente comparada com lipidio puro em
agua. A Fig. 4.36A, mostra o aparecimento de pequenos dominios condensados, na regido LE-
LC, com o contorno arredondado, sem ramificagdes, em ~17 mN/m. A area desses dominios
aumenta ligeiramente mantendo a morfologia no decorrer da compressao. Para pressoes acima
de 33 mN/m pode ser observado que os dominios comegam a fundir e a 37 mN/m todo o filme
encontra-se na fase solida. Estes resultados indicam que os ions da subfase atuam no balanco
energético diminuindo a repulsdo entre os dipolos e diminuindo a tensdo de linha.

Imagens de BAM de filmes formados por peptideo co-espalhado com lipidio (Fig.
4.36B) mostraram que os dominios eram menores ¢ mais arredondados do que para filme de
DMPS puro com uma distribui¢do de tamanho praticamente constante ao longo da compressao.
Por outro lado, a fusdo dos dominios foi observada em valor de pressao (nm = 43 mN/m) maior
do que em 4gua (~37 mN/m) sugerindo que o peptideo na interface, preferencialmente na fase

fluida, dificulta a fusdo de dominios; efeito semelhante ao de aumento de repulsdo entre eles.
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=16.7 mN/m m=18.7mN/m n=24.3mN/m n=37.0mN/m

n.=20.0 mN/m n=234mN/m n=33.0mN/m m=37.0mN/m

Figura 4.36: Imagens representativas de BAM de monocamadas compostas por DMPS puro (A) ou
DMPS/MP1 para Xup1 = 0,060 (B) co-espalhados em 150 mM NaCl e registradas durante compressao

a 20 °C e nas pressdes superficiais indicadas. Tamanho da imagem: 200 x 200 um.

Observou-se ainda que na presenca do peptideo a regido expandida das monocamadas
tem area maior do que na sua auséncia, sugerindo assim que o peptideo estabiliza a fase fluida
(LE), o que esta consistente com a expansdo observada nas isotermas de compressio (Fig.
4.31B). Isto pode ser observado através da Fig. 4.37 em que a refletividade das regides
condensadas e expandida foi calculada através das imagens de BAM na presenca e auséncia de
peptideo.

Na pressdo correspondente a 12 mN/m, a regido LE ndo ¢ mais observada para filme de
lipidio puro, indicando que o filme estd na fase condensada, ao passo que na presenga do
peptideo a regido LE foi observada durante toda a compressdo ¢ acima da pressdo onde o
peptideo seria excluido da subfase a refletividade do filme aumenta. O aumento da refletividade
indica aumento da espessura do filme, sugerindo que moléculas de peptideo permanecem

associadas a regido das cabecas polares do lipidio.
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Figura 4.37: Refletividade média das regides LE (simbolo fechado) e LC (simbolo aberto) observadas
nas imagens de BAM correspondente aos filmes de lipidio puro (vermelho) e filme de lipidio/peptideo

(preto) em agua (A) e 150 mM NaCl (B).

4.3.2.3 Isotermas de adsor¢io em monocamadas de DMPS e insercio do peptideo em

monocamadas de DMPS e POPS

A Fig. 4.38A mostra as isotermas de adsor¢do de MP1 em monocamadas de DMPS em
agua e em 150 mM NaCl em que os filmes lipidicos foram formados na pressdo de superficie
inicial de 10 mN/m.

Considerando m; = 10 mN/m, encontramos os valores de Kq = (5,443,7) pM € I'max =
(1,6+0,2) pmol/m? em 4gua e de Kq= (0,7+0,3) nM, e de I'max = (3,120,7) pmol/m? em 150 mM
NaCl. Como nesta pressdo a monocamada de DMPS em solugdo salina estd na fase fluida e em
agua a monocamada esta na fase condensada. Os resultados sugerem que o maior nimero de
peptideo na interface quando m; = 10 mN/m, esta relacionado a preferéncia do peptideo pela fase
fluida, entretanto, a reducdo da interacdo eletrostatica decorrente do efeito de blindagem
eletrostatica das cargas das cabegas polares pela presenga de ions Na*, reduziu a afinidade do
peptideo em meio salino indicando a importancia das interacdes eletrostaticas na adsor¢ao do
peptideo a monocamada.

A maxima variagao de pressdo de superficie (Am) apos a injecdo de peptideo na subfase
de monocamadas de DMPS e POPS em funcao pressao de superficie inicial (7o) € mostrado na
Fig. 4.37B. Os valores de PMI obtidos para monocamadas de DMPS em agua e em 150 mM
NaCl foram de 38,7 e 35 mN/m, respectivamente e para monocamadas de POPS em NaCl, 42,5

mN/m.
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Figura 4.38: (A) Isotermas de adsor¢do de MP1 determinada pela diferenga da pressdo de superficie
obtida apos 1h de adsor¢do a monocamada de DMPS em 7; = 10 mN/m em fungdo da concentragdo de
peptideo em agua pura (simbolo aberto) e em 150 mM NaCl (pH 7,4) (simbolo fechado). Linhas
continuas representam o ajuste utilizando a equacdo de adsor¢do Gibbs-Langmuir. (B) Inser¢do do
peptideo MP1 em monocamadas lipidicas formadas por DMPS em agua (simbolo aberto) e em 150 mM
NaCl (pH 7,4) (simbolo fechado) e formadas por POPS em 150 mM NaCl (7,4) (tridngulo fechado).
Maxima variagdo da pressdo superficial (Am) em fungdo da pressdo inicial (m;) ap6s a injegdo de 1,25

uM de peptideo em agua pura. As linhas continuas representam o ajuste linear.
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4.4 Impacto do peptideo Polybia-MP1 em membranas lipidicas contendo PS

4.4.1 Visualizacoes de GUVs por microscopia de fluorescéncia e confocal

A Fig. 4.39 mostra, por meio de imagens de contraste de fase, o efeito de MP1 em GUVs
de POPC/POPS marcadas com 0,5 mol% de NBD-PE. A primeira sequéncia sdo imagens de
fluorescéncia e a segunda de contraste de fase. A primeira imagem a esquerda mostra a vesicula
na auséncia de peptideo e as imagens seguintes foram obtidas apds a adi¢do do peptideo. As
imagens de fluorescéncia indicam que o peptideo induz a formagao de regides densas e pontos

fluorescentes sugerindo a formagao de dominios ou agregados peptideo/lipidio.

Figura 4.39: Imagens de fluorescéncia (primeira sequéncia) e contraste de fase (segunda sequéncia) de
GUVs compostas por POPC/POPS (3/1) apos a adi¢do de 10 uM de MP1. A primeira imagem de cada

sequéncia representa o tempo 0, quando o peptideo foi injetado.

A Fig. 4.40 mostra imagens capturadas, no decorrer do tempo, apos a adi¢do do
peptideo, na cdmara de observagdo, em GUVs formadas por DOPC (A) e DOPC/BSM/Chol
(3:3:1) (B) visualizados por microscopia confocal. Como pode ser observado, as imagens de
GUVs formadas por DOPC/DSM/Chol mostraram inicialmente coexisténcia de fases liquido-
liquido, com uma fase rica em DOPC (Ld) e uma rica de Chol (Lo). Na presenca do peptideo
(Fig. 4.40B), nenhuma mudanca na forma dos dominios ordenados ou na membrana foi
observada.

Por outro lado, quando lipidio aniénico, POPS, foi incluido na membrana (DOPC/POPS
(3:1 molar ratio)), foi observado influxo constante do marcador CF (Fig. 4.41A). A permeacao
do marcador nas GUVs apo6s a adi¢cdo do peptideo ¢ mostrada na Fig. 4.41B. Na auséncia de

MP1 nenhuma mudanga significativa foi observada no interior das GUVs durante 60s (dados
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ndo mostrados). O influxo também foi verificado pela perda do contraste de fase devido a

mistura de sacarose (interior das GUVs) e tampao (fora das GUVs) sem romper a membrana.

(A)
S

(B)
468s 1044s

Figura 4.40: Imagens de fluorescéncia confocal de GUVs compostas por DOPC (A) ou DOPC/SM/Chol

(3:3:1 molar ratio) ap6s a adi¢do de 2 uM of MP1. A primeira imagem de cada sequéncia representa o
tempo 0, quando o peptideo foi injetado. Cada imagem ¢é uma superposicdo de dois sinais de
fluorescéncia adquiridos simultaneamente da carboxifluoresceina (cor verde) e ceramida Bodipy-TR

(cor vermelha).
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Figura 4.41: A) Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal de GUVs compostas por
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DOPC/POPS (3:1) apos a adi¢do de 2 pM de MP1. A primeira imagem de cada sequéncia representa o
tempo 0, quando o peptideo foi injetado. Cada imagem ¢é uma superposicdo de dois sinais de
fluorescéncia adquiridos simultaneamente da carboxifluoresceina (cor verde) e ceramida Bodipy-TR

(cor vermelha). B) Cinética de influxo do marcador de dentro das GUVs ap6s a adi¢do do peptideo MP1.

Para averiguar a estabilidade do poro ou defeito na membrana, o seguinte experimento
foi realizado: como o marcador fluorescente, CF, sofre significativo “photobleaching”, as
imagens foram capturadas a cada 1 min para evitar a foto-degradacdo do marcador. Apods o

influxo completo para formagdo do poro ou defeito, ou seja, as vesiculas estavam
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completamente preenchidas, as imagens foram capturas a cada 2,34 s. Nesta taxa ¢ com a
poténcia do laser de argonio 488, o marcador CF, intacto dentro das GUVs, foi totalmente
“apagado” (Fig.4.42A mostra esse controle). Apds o marcador ser totalmente apagado, as
imagens foram capturadas a cada 1mim, e o influxo total do marcador foi novamente observado

(Fig. 4.42B).

Figura 4.42: Imagens de fluorescéncia confocal de GUVs compostas por DOPC:POPS (3:1) e MP1

durante “bleaching” (A) e recuperagdo da fluorescéncia apos “bleach” (B).

Em GUVs compostas por DOPC:POPS:BSM:Chol (2.1:0.9:3:1) foram expostas ao
MP1 (Fig. 4.43) o peptideo provocou entrada limitada de CF e induziu a formagado de regides
densas na membrana e induziu a formacao de regides densas de lipidios e/ou lipidio/peptideo.

A fim de investigar em que fase o peptideo particiona, foram realizados experimentos
com peptideo marcado. A Fig. 4.44A mostra que quando FITC-MP1 foi adicionado a GUVs de
DOPC ou DOPC:BSM:Chol (dados ndo mostrados) o peptideo ligou-se a membrana sem afetar
sua integridade. Em GUVs compostas por DOPC/POPS (Fig. 4.44B), FITC-MP1 também
ligou-se a membrana. Por outro lado, em GUV's de DOPC:POPS:BSM:Chol (Fig. 4.44C) FITC-
MP1, foi observado exclusivamente na regido liquido-desordenada da membrana destas
vesiculas. Esses resultados estdo de acordo com trabalho prévio no qual foi mostrado que este
peptideo € capaz de adsorver em vesicula unilamelares grandes compostas por POPC adotando

conformac@o helicoidal (Leite et al. 2014).
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Figura 4.43: Imagens de fluorescéncia confocal de GUVs compostas por DOPC:POPS:BSM:Chol
(2.1:0.9:3:1) apos a adi¢do de MP1. A primeira imagem de cada sequéncia representa o tempo 0, quando
o peptideo foi injetado. Cada imagem ¢ uma superposi¢do de dois sinais de fluorescéncia adquiridos
simultaneamente da carboxifluoresceina (cor verde) e ceramida Bodipy-TR (cor vermelha). (A-G)
Sequéncia de influx de CF induzido por 2 uM de MP1. Setas indicam os dominios/defeitos induzidos
pelo MP1.

10 pm 10 ym 10 ym

Figura 4.44: Imagens de fluorescéncia confocal de GUVs compostas por DOPC (A), DOPC:POPS (3:1)
(B) e DOPC:POPS:BSM:Chol (2.1:0.9:3:1) (C) apés a adig@o de 2 pM de peptideo marcado com MP1
FITC.
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4.4.2 Anailise do efeito do peptideo no comportamento termotrépico de membranas

lipidicas por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

4.4.2.1 Mistura POPC/DPPS

O sistema binario investigado contendo fosfatidilserina foi POPC/DPPS. Estes dois
fosfolipidios sdo caracterizados por temperaturas de transicdo de fase gel-liquido-cristalina
bastante diferentes POPC — T;,, = —10°C ¢ DPPS — T,,, = 52,5 °C. A diferenga de cadeias
aciclicas pode resultar em ndo idealidade da mistura, ou seja, imiscibilidade em algumas
composi¢des. Desta forma, inicialmente foi investigada a transicdo de fase para diferentes
composi¢des lipidicas para determinar em qual composi¢do a mistura ¢ miscivel para
posteriormente investigar o efeito do peptideo. O comportamento termotropico foi investigado
utilizando vesiculas multilamelares (MLVs) que foram obtidas hidratando o filme lipidico com
tampao (20 mM Hepes, | mM EDTA, 140 mM NaCl, pH=7,4). O termograma para MLVs de
DPPS puro mostra um pico endotérmico fino centrado em 52,5 C, Fig. 4.45. O acréscimo de
POPC em fragdes de 10 %molar induz reducdo da T,. Nas composi¢des de POPC de 20 a 60
mol% além do pico da transi¢do principal apareceu um ombro em temperatura mais alta, com
consequente alargamento do pico, sugerindo imiscibilidade entre os lipidios. O termograma da
composi¢do POPC/DPPS (70:30) apresentou um unico pico largo, e para 80:20 existem dois
picos em 22,5 e 40 °C.
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Figura 4.45: Termogramas da mistura POPC/DPPS obtidos para vesiculas multilamelares (MLVs) em

diferentes fragdes molares de DPPS, concentragao total de lipidio = 2,5 mg/ml, a 0,5 °C/min.
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A mistura na composicao 70:30 foi utilizada para investigar o efeito do peptideo MP1
por ter quantidade de fosfatidilserina mais realista, do ponto de vista bioldgico, que as
composi¢des 10:90. A adicdo de MP1 na razdo L/P=30 na hidrata¢do do filme lipidico para
formagdo de MLVs induz o aparecimento de uma transigdo principal centrada em 20 °C e dois
ombros centrados em 12 e 25 °C, Fig. 4.46A. O comportamento termotropico também foi
investigado utilizando vesiculas unilamelares grandes (LUVs) na proporg¢do 70:30 (Fig. 4.46B).
Esse sistema apresentou temperatura de transicdo de fase em 28 °C. Neste caso, para melhor
mimetizar o evento biologico, o peptideo foi adicionado nas vesiculas ja formadas na razdo
[L)/[P]=40. A adicdo de MP1 nas LUVs induziu o aparecimento de duas transi¢des centradas
em 24 e 19,7 °C (Fig. 4.46B).
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Figura 4.46: Termogramas da mistura POPC/DPPS (70:30) para: (A) MLVs na auséncia e na presenga
do peptideo MP1 na razdo [L]/[P] = 30 adicionada na hidrata¢do do filme lipidico de MLVs. (B) LUVs

na auséncia e na presenca do peptideo MP1 na razéo [L]/[P] = 40 adicionado nas vesiculas formadas.

4.4.2.2 Vesiculas de DPPS

O impacto do peptideo também foi investigado em vesiculas de DPPS (Fig. 4.47). A
adi¢do de MP1 na razdo L/P = 14 na hidratagdo do filme lipidico para a formagdo de MLVs
induziu o aumento da temperatura de transi¢cdo de fase de 51 para 55 °C quando as vesiculas
foram formadas apenas pela adicdo de MP1 em agua. Em 150 mM NacCl, termogramas
mostraram diminuicao da T para 35 °C. Estes resultados indicam que o peptideo estabiliza as

vesiculas em agua e na presencga de sal, estabiliza a fase fluida.
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Figura 4.47: Termogramas de MLVs de DPPS na auséncia e na presenca do peptideo MP1 na razdo
[L]/[P] = 14 adicionado na hidrata¢do do filme lipidico de MLVs. As vesiculas foram hidratadas com

solugdo de peptideo diluido em agua e em 150 mM NaCl.
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CAPITULO 5

Discussao

A caracterizacdo de filmes do peptideo mostrou significativa atividade interfacial em
ambas as subfases estudadas, agua e solucao aquosa de 150 mM NaCl. Valores de pressao de
colapso e potencial de superficie similares aos encontrados para MP1 foram atribuidos para
peptideos helicoidais (Maget-Dana 1999) como bombolitina (Signor et al. 1994) e LL-37
(Neville et al. 2006) que também formam monocamadas estaveis na interface agua-ar. Neste
sentido, uma estrutura helicoidal ¢ esperada para MP1 acomodar-se na monocamada, uma vez
que, esta é estrutura deste peptideo quando adsorvido em vesiculas zwitterionica (PC) e
anionicas (PC/PG 7:3) com fragdes de hélice de 83% e 85%, respectivamente, determinadas
por dicroismo circular (Leite et al. 2014). O peptideo € hidrofilico com hidrofobicidade média
<H>=0,11 e momento hidrofébico por residuo p = 0,29, que caracteriza um peptideo helicoidal
de superficie (Eisenberg et al. 1984). O valor de pu para MP1 bem como sua anfipaticidade sdo
responsaveis mais provaveis para a atividade superficial do peptideo na interface agua-ar.
Assumindo uma estrutura helicoidal, a organizacdo mais esperada do peptideo adotando esta
estrutura ¢ mostrada na Fig. 4.1B (imagem inserida).

As areas moleculares médias para MP1 em baixa e alta pressdo de superficie foram 200
A% (em 5 mN/m) e 160 A% (em 15 mN/m), enquanto que em 150 mM NaCl, esses valores
deslocaram para 280 A% (em 5 mN/m) e 250 A% (em 15 mN/m). A fim de obter informagdes
sobre a possivel orientacdo do peptideo na interface, uma estimativa da area ocupada por um
segmento helicoidal com o eixo da hélice orientado paralelo e perpendicular a interface foi
realizada como segue: a area tedrica ocupada por um segmento helicoidal com o eixo paralelo
a superficie pode ser estimada como o produto do didmetro da hélice de 15 A, considerando as
cadeias laterais (Ambroggio et al. 2004)) pelo comprimento por aminoéacido 1,5 A = 22,5 A2,
Assim, para um peptideo com 14 residuos, a 4rea seria de 22,5 A% x 14 = 315 A2. Por outro
lado, a area tedrica de uma a-hélice orientada perpendicularmente a interface assumindo o
mesmo didmetro helicoidal médio, mencionado acima, seria de aproximadamente 177 A2 (m x
7,5% A?). A comparagio destes valores com a 4rea molecular média obtida experimentalmente,

sugeriram que o eixo da hélice estava orientado perpendicularmente as duas interfaces, como
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previamente observado para outros peptideos como Aurein 2,3 (Mura et al. 2013), Maculatin e
Citropin (Ambroggio et al. 2004). O maior valor de area molecular média para os peptideos em
solugdo contendo NaCl, juntamente com o menor valor do potencial de superficie sugerem que
a inclinacdo das moléculas foi diferente na subfase de 150 mM NaCl.

O potencial de superficie ¢ um parametro complexo em que o valor resulta da
contribuicao do dipolo/multipolo molecular, da hidratagdo e dos ions na interface. A diminui¢do
do potencial de superficie em subfase i6nica comparado com agua pode ser devido as distintas
orienta¢des dos dipolos moleculares (dos residuos e das ligagcdes amidicas do “backbone” do
peptideo) e/ou a reorientagdo das moléculas de agua somada ao potencial gerado pela dupla
camada i6nica, uma vez que neste pH o peptideo possui cargas locais ¢ também uma carga
liquida (Gaines 1966). Todos estes fatores contribuem de uma maneira muito complexa para o
valor do potencial de superficie, e assim, ndo ¢ possivel avaliar por meio destes valores a
orientacdo precisa do peptideo em cada condicdo, tampouco qual grupo terminal do peptideo,
carboxilico ou amino, estava em contado com a 4gua, ou se havia metade da populagdo em cada
orientacao.

A presenca de dois residuos de acido aspartico concomitantemente com trés lisinas e o
C-terminal amidado no peptideo MP1 confere uma carga liquida +4e em pH 2 e +2 em pH 4,
7,4 e 10. Nas isotermas obtidas em 150 mM NaCl com pH ajustado para 2, 4, 7,4 ¢ 10 o peptideo
ocupou maior area molecular média em pressdes de superficie comparaveis em todas as
condicdes e a pressao de colapso do filme de peptideo em pH 2 foi observada em 11 mN/ (Fig.
4.3), sugerindo que as interagdes peptideo-peptideo foram mais atrativas na auséncia de sal e
em pH neutro e em pH 2 interag¢des repulsivas peptideo-peptideo foram maiores que nos demais

pH.

5.1 Interacao do peptideo com monocamadas lipidicas na interface agua-ar:
influéncia do comprimento da cadeia aciclica e da estrutura quimica do

grupo polar.
5.1.1 Efeito do comprimento das cadeias aciclica
Filmes de DPPC apresentam transi¢do de fase LE-LC em 4 mN/m, nas condigdes

estudadas. Para monocamadas mistas de DPPC/MP1 em agua desvios positivos da idealidade

foram observados em todas as pressdes de superficie analisadas, indicando que as interagoes
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peptideo-lipidio sdo menos atrativas do que as interagoes peptideo-peptideo e lipidio-lipidio; e
indica ainda, que existe pelo menos mistura parcial dos componentes. Este resultado esta de
bom acordo com o aumento observado em m; (Fig. 4.6A) na presengca de MP1 que indica uma
mistura parcial de peptideo com fosfolipidio em agua. O aumento em m; também indica uma
mistura preferencial de peptideo e lipidio na fase LE, estabilizando desta maneira, esta fase em
relagdo a fase LC (Losche and Mohwald 1984; Miller and Mohwald 1987).

Para monocamadas de DPPC em 150 mM NaCl, nenhum desvio foi observado da regra
da aditividade, sugerindo miscibilidade ideal ou imiscibilidade total entre os componentes do
filme. Miscibilidade ideal ¢, no entanto, pouco provavel considerando as diferencas de tamanho
e propriedades do peptideo comparado com as moléculas de lipidio. Além disso, como ja
indicado, a presenga de MP1 ndo altera a pressdo de transicdo de DPPC em 150 mM NacCl (Fig.
4.6A), indicando que o peptideo ndo mistura com DPPC nas fases LE ou LC. Estes resultados
podem indicar, também, que a energia de mistura ¢ similar em ambas as fases, ndo induzindo,
assim, mudanga no valor de m;. Esta ultima hipotese € ainda pouco provavel, considerando as
diferentes caracteristicas entre as moléculas de MP1 e DPPC, sugerindo imiscibilidade
completa entre estas moléculas em 150 mM NaCl, nao favorecendo a interacdo hidrofobica
peptideo-lipidio.

A cabeca polar e o comprimento das cadeias aciclicas dos fosfolipidios tém efeito
pronunciado na temperatura de transi¢ao de fase gel-liquido cristalina, na area molecular e na
pressdo de transicdo LE-LC (Kaganer et al. 1999). Neste sentido, DMPC possui o0 mesmo grupo
polar que DPPC, porém 2 4atomos de carbono a menos em cada cadeia aciclica. Na temperatura
em que os experimentos foram realizados, 20 °C, as cadeias aciclicas do DMPC por estarem na
fase fluida possuem maior grau de liberdade e ocupam maior area comparada com DPPC nesta
temperatura. Desta maneira, moléculas de DMPC sdo menos compactas e menos ordenadas do
que moléculas de DPPC exibindo apenas a fase LE durante toda a compressao.

As isotermas da mistura DMPC/MPI1, em éagua e em 150 mM NaCl, mostraram
expansdo da area molecular média e aparecimento de um platd de exclusdo do peptideo do filme
nas pressoes de superficie de 18 e 24 mN/m, respectivamente, proximas as observadas para a
mistura DPPC/MPI1. A principal diferenga da presenga do peptideo nas duas monocamadas,
DMPC e DPPC, ¢ o fato de que a exclusdo total do peptideo das monocamadas de DMPC ¢
mais lenta do que em DPPC. Ou seja, como as isotermas de compressdo foram comprimidas
com a mesma taxa de 0,04 AZmolécula s apesar da exclusio iniciar praticamente nas mesmas

pressdes de superficies, a acomodagdo do peptideo ¢ mais favoravel em monocamadas de
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DMPC, em que a exclusio total foi observada nas pressdes de 25 e 32 mN/m em agua e em 150
mN NaCl, respectivamente ao passo que em DPPC as pressdes foram 23 mN/m em agua e 25
mN/m em 150 mN NaCl. A maior pressdo de exclusdo total do peptideo também pode indicar
que o peptideo induz maior perturbacdo na organizacdo molecular do filme. Como as
monocamadas de DMPC e MP1 puros encontram-se no mesmo estado fluido durante toda a
compressao, a miscibilidade, pelo menos parcial, entre MP1 e DMPC ¢ favoravel em ambas as
subfases. Como em agua a interagdo peptideo-peptideo é mais favoravel do que a interagdo
DMPC-MP1 quando a pressdo de colapso do filme peptidico ¢ alcangada o peptideo é excluido
da monocamada lipidica. Em contrapartida, em 150 mM NaCl as interagdes MP1-MP1 sdo
enfraquecidas ¢ MP1 interage com as cadeias aciclicas impactando no empacotamento lipidico,
e assim, maior pressdo lateral é necessaria para excluir o peptideo do filme lipidico. Para
monocamadas de DPPC em agua e em 150 mM NaCl a presenca do peptideo aumentou a
compressibilidade do filme somente quando estavam sendo expulsos para a subfase (Fig. 4.5).
Em 150 mM NaCl, as intera¢des peptideo-peptideo sdo enfraquecidas e além da fase LC em
que se encontra o lipidio, DPPC possui 2 atomos de carbono a mais em cada cadeia aciclica o
que favorece as interacdes hidrofobica DPPC-DPPC em relagdo as interacdes DPPC-MP1
dificultando a perturbacdo das cadeias aciclicas e favorecendo a exclusdo do peptideo da
interface.

As imagens de BAM para monocamadas de DMPC/MP1 mostraram que a presenca do
peptideo ndo induziu a reorganizagdo das moléculas lipidicas na interface que resultasse na
formagdo de dominios solidos. Indica também que as moléculas do filme (peptideo e lipidio)
sd0, pelos menos, parcialmente misciveis. Em toda a compressdo a refletividade do filme misto
ficou igual a do filme de lipidio puro, o que indica que ambas as monocamadas, lipidio puro e
lipidio/peptideo encontram-se no mesmo estado liquido expandido, em 4gua e em 150 mM naCl
(Fig. 4.16C e E).

Para DPPC em agua, imagens de BAM e FM mostraram que na presenc¢a de peptideo a
nucleag@o dos dominios ocorreu em pressdes de superficie maiores ¢ os dominios apresentaram
estruturas mais ramificadas e formas alongados comparados aos dominios formados em filmes
de lipidio puro. A area formada pela fase mais fina (regides escuras e fluorescentes nas imagens
de BAM e FM, respectivamente), em pressoes de superficies comparaveis, foram maiores na
presenga de peptideo somente no inicio da nucleacao, indicando que o peptideo tem preferéncia

pela fase LE e com o aumento da pressdo peptideo devem estar nos dominios so6lidos. Neste
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sistema o uso das técnicas de FM e BAM permitiu obter as mesmas informacgdes indicando que
o lipidio fluorescente utilizado para FM ndo se comportou como uma impureza.

Em 150 mM NaCl, os resultados mostrados na Fig. 4.12, indicam que o peptideo estava
localizado na regido escura junto com os lipidios na fase LE, aumentando, desse modo, a
quantidade dessa regido, mas sem misturar com o lipidio. Caso contrario, os valores de 7; ndo
permaneceriam constantes (ver Fig. 4.6A) e a area molecular média, provavelmente, deveria
desviar da idealidade, porém incompativel com o comportamento ideal observado na Fig. 4.6B.

A comparagdo dos dados obtidos das imagens (Fig. 4.9) com aqueles calculados, como
explicado na tabela 1, sugere que os dominios LC foram formados por DPPC somente, enquanto
que nas regides escuras havia, praticamente, s6 MP1 em 15 mN/m. A area calculada ocupada
por lipidios foi ligeiramente maior do que a area ocupada pela regido clara, e assim, algumas
moléculas de lipidio permaneceram com o peptideo na regido escura até estes serem expelidos
para a subfase. Em contrapartida, em agua pura, os resultados indicaram que dominios
incorporaram peptideo, uma vez que o lipidio sozinho ocuparia areas menores do que a area
correspondente a regido clara.

No caso de dominios condensados formados em equilibrio com a fase fluida, muitos
estudos indicaram (Fischer et al. 1984; Weis and McConnell 1984; Miller et al. 1986; Keller et
al. 1986; Vanderlick and Mohwald 1990) que a forma dos dominios ¢ determinada por uma
competicdo entre a tensdo de linha e a diferenga de momento de dipolo entre a fase LE e os
dominios, e que formas como “flores” sdo assumidos para dominios maiores do que um raio
critico (Weis and McConnell 1984). Dominios de DPPC formados apds a adi¢do de 7,2 mol%
de MP1 eram rigidos, sem relaxagdo de forma visivel durante o experimento em escala de
minutos. As imagens de AFM mostraram que os dominios assumiram uma forma ramificada
desde o primeiro estagio de crescimento dos dominios, € ndo apenas quando o raio critico foi
atingido (Fig. 4.10 B e C). Para dominios rigidos, Kriiger e Losche introduziram um terceiro
termo no balango energético além das energias interfacial e eletrostatica. Este termo ¢
relacionado as intera¢des intermoleculares orientadas (quirais) que predizem uma forma de
dominio curvada (Kriiger and Losche 2000). Este modelo indica que a repulsdo eletrostatica
entre as moléculas no interior dos dominios ndo ¢ suficiente para o desenvolvimento da
formagdo de dominios alongados. Dominios curvados, com uma orientagdo preferencial de
crescimento, somente aparecem se as moléculas adotarem orientagdes preferenciais dentro dos
mesmos quando eles crescem. Considerando esta afirmativa, pode-se sugerir que quando os

dominios crescem em agua, eles incorporam ambos, DPPC e MP1, cada um deles com uma
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orientacdo preferencial, levando a estruturas (“bragos”) finas com dire¢cdes preferenciais de
crescimento.

As interagdes eletrostaticas atrativas entre as moléculas de peptideo sdo aquelas entre
os residuos anidnicos (&cido aspartico, D2 e D8) e os residuos cationicos (lisinas, K4, K5 e
K11). Em areas moleculares médias elevadas (maiores do que “lift-off”) estes residuos podem
ser blindados pela presenga de NaCl ou NaBr. O aumento da concentracao de sal resulta na
ligacdo de contra-ions aos residuos carregados, ¢ consequentemente, levando ao aumento
gradual da quantidade de peptideo neutralizado pelo contra-ion diminuindo, deste modo, as
interagdes atrativas peptideo-peptideo. Uma vez que o filme tornou-se compacto, a
acessibilidade dos ions da subfase aos residuos carregados provavelmente diminuem. Para
averiguar se ha interacdo entre ions e peptideos durante todo o processo de compressdo ou
somente quando os peptideos estdo distantes um dos outros o seguinte experimento foi
realizado: filmes de peptideos foram preparados em agua pura e comprimidos até 3 ou 15
mN/m. Assim que uma destas pressdes laterais foi atingida, o valor foi mantido constante e 5
mL da solugdo de NaCl 6 M foram adicionados a subfase (volume de 180 mL) com uma
microseringa resultando em uma concentragdo de NaCl de 160 mM na subfase. Medidas de
area, a pressdo de superficie constante, mostraram variagdo despreziveis (similar ao controle
quando 5 mL de agua pura foi adicionada na subfase), indicando que os ions da subfase ndo
foram capazes de penetrar na interface e blindar os residuos carregados quando o filme estava
compacto, e entdo, nenhum aumento na area molecular foi observado apos a adicao de solugdo
salina nas duas pressoes de superficie, 3 ¢ 15 mN/m.

Visto que a presenca de anions na subfase desempenha papel importante na topografia
de filmes lipidicos (Aroti et al. 2004) experimentos realizados na presenca de NaBr mostraram
resultados similares aos obtidos em NaCl, indicando que o efeito de anions foi decorrente de
blindagem ndo-especifica das cargas do peptideo.

Estes resultados sugeriram que interacdes atrativas observadas entre as moléculas de
peptideo em agua sdo relacionadas a pontes salinas entre os pares D2-K4/K5 e D8-K11 se todos
os peptideos possuirem a mesma orientagao na interface, ou entre os pares D2-K11 e D8-K4/K5
se os peptideos adotarem orienta¢des antiparalelas. Somente quando estas pontes salinas sdo
formadas entre os peptideos, MP1 se mistura com DPPC sugerindo, desse modo, que um
rearranjo peptideo-peptideo especifico € necessario para que ocorra interagcdes favoraveis
lipidio-peptideo. Quando os peptideos estdo proximos, estes residuos com cargas opostas

induzem orientagdes preferenciais das moléculas no cristal durante o crescimento dos dominios.
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Cada novo peptideo incorporado ao dominio em crescimento se unira preferencialmente com
seus residuos negativos a outro peptideo que expde os residuos positivos, resultando em
dominios com formas ramificadas. Com esse rearranjo peptideo-peptideo, a regido hidrofébica
do peptideo fica disponivel para fazer contatos hidrofébicos com as cadeias aciclicas do DPPC
e favorece a interacdo hidrofébica DPPC/MP1 (ver a posigao dos residuos amarelos na imagem
inserida na Fig. 4.1B). Na presenca do peptideo, os dominios mantém orientac¢des preferenciais
das ramificagdes curvadas, indicando que mesmo quando os dominios sdo uma mistura de
DPPC e MP1, as intera¢des quirais DPPC-DPPC permanecem, como previamente observado
para mistura de DPPC/copolimero (Scholtysek et al. 2015).

Considerando que o comportamento do peptideo em monocamadas de peptideo puro é
0 mesmo que em monocamadas mistas DPPC/MP1, em 150 mM NaCl, pH 7,4 os residuos
carregados ligaram-se aos contra-ions quando o peptideo estava em areas moleculares maiores
que “lift-off”, e os contra-ions permaneceram ligados ao peptideo quando o filme se tornou
compacto. Como consequéncia da ligacdo idnica, a interagdo entre os acidos asparticos e as
lisinas ndo foi suficientemente forte, levando a uma energia livre total da interagcdo peptideo-
peptideo menos atrativa e entdo, o peptideo permaneceu na fase menos densa quando misturado
com DPPC, e foram capazes de ocupar areas moleculares maiores. Um aumento da
concentracgao de sal de 0,1 mM para 150 mM causa uma diminui¢do na propor¢do de residuos
carregados livres, ndo ligados aos contra-ions, conduzindo a uma diminui¢do gradual das
interagdes atrativas entre peptideos com diminui¢@o simultanea da sua habilidade de se misturar
com os lipidios.

Em contrapartida, em subfase dcida os dominios eram menores e mais arredondados do
que em pH neutro e basico em 150 mM NaCl (ver Fig. 4.15). Isto correlaciona com o maior
nimero de dominios em pH acido, logo com o maior nimero de nucleo do que quando ocorreu
a nuclea¢do. Vega Mercado e colaboradores reportaram que quando a densidade de nucleos
aumenta, a area para cada dominio diminui, levando a dominios menores ¢ mais arredondados
(Vega Mercado et al. 2012). Em um sistema com processo de nucleacdo classico, a quantidade
de nucleos aumenta quando a taxa de perturbacdo em relacdo a difus@o do sistema aumenta.
Isso implica, como era esperado, que a quantidade de dominios ¢ maior quando a taxa de
compressao aumenta ou quando a difus@o dos lipidios diminui (isto é, quando a viscosidade do
filme aumenta). Seguindo esta hipotese, sugerimos que no sistema analisado filmes de DPPC e
MP1 em pH baixo com total ou parcial desprotonagao dos residuos de acido aspartico, pode ser

mais viscoso do que em pH neutro, no qual o peptideo tem carga liquida +2, e basico, com
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parcial desprotonacdo das lisinas. Porém, isso ¢ apenas uma hipdtese e a viscosidade da
superficie deve ser determinada afim de completar esta explicacdo da topografia na solugdo
acida.

As Fig. 5.1 ¢ 5.2 mostram uma ilustragio do comportamento do peptideo nas

monocamadas lipidicas de DMPC e DPPC, respectivamente, em agua ¢ em 150 mM NacCl.
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Figura 5.1: Modelo para o comportamento do peptideo em monocamadas de DMPC em agua e em 150

mM NacCl.
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Figura 5.2: Modelo para o comportamento do peptideo em monocamadas de DPPC em agua e em 150

mM NaCl.
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5.1.2 Efeito da cabega polar

Fosfolipidios com a mesmo comprimento das cadeias aciclicas, mas com diferentes
cabegas polares possuem diferentes caracteristicas como temperatura de transicao de fase, area
molecular média e pressdo de transi¢do de fase LE-LC. Neste sentido, a temperatura de
transicdo de fase gel-liquido cristalina de PE ¢ maior que de PC. Com base nesta evidéncia
Nagle (Nagle 1976) investigou se a grande diferenca nas temperaturas de transicao de fase entre
DPPC (41 °C) e DPPE (63 °C) pode ser explicada por interagdes entre as cabecas polares. Neste
estudo, Nagle evidenciou que no caso do DPPC os grupos colina impedem os grupos fosfatos
de ficarem préximos o suficiente para formar pontes de hidrogénio. Em contrapartida, no DPPE
ligacdes de hidrogénio podem formar entre o nitrogénio e os oxigénios do fosfato fornecendo
outra ligagdo que favorece o aumento da Tm. Além das diferentes temperaturas de transi¢ao de
fase de PC e PE, Phillips e colaboradores (Phillips et al. 1972) constataram através de medidas
de raio-X que os dipolos zwitterionicos na lecitina (PC) sdo orientados perpendicularmente a
bicamada resultando em interagdo repulsiva, ao passo que, os dipolos do PE sdo orientados no
plano da bicamada. E ainda, através de medidas de RMN, Michaelson e colaboradores
(Michaelson et al. 1974) evidenciaram que as diferentes orientagdes entre estes grupos polares
sdo devido a forte interacdo entre os grupos amina e fosfato mediada, possivelmente, por
ligagdes de hidrogénio, em comparacdo entre os grupos colina e fosfato. Com base nestes
resultados, a presenca da transi¢do LE-LC observada em DMPE e ausente em DMPC, deve
estar relacionada com as diferencas nas orientagdes e interacdes dos grupos polares.

Isotermas da mistura DMPE/MP1 em &4gua apresentam, em comum com misturas
DPPC/MP1 e DMPC/MP1 nas mesmas condi¢des, o aparecimento de um platdé na pressao
correspondente a pressdo de colapso do filme de peptideo puro, porém sem desvio da
idealidade. Em 150 mM de NaCl, o comportamento foi diferente dos observados para DMPC
e DPPC, com o aparecimento de 3 platds, um correspondente a transicdo LE-LC e os demais a
exclusdo do peptideo do filme.

Assim como DPPC, DMPE apresenta regido de coexisténcia de fase LE-LC, mas com
dominios solidos em forma de “dentritos” em ambas as subfases estudadas (Fig. 4.22) A forma
dos dominios depende do tipo de lipidio, da composicao da subfase, temperatura, e cinética de
crescimento (Heckl et al. 1986; Miller et al. 1986; Vanderlick and Méhwald 1990). Na presenga
de MP1, em agua, foram observados dominios com estruturas mais ramificadas e aumento da

fase fluida, indicando a preferéncia do peptideo por esta fase. A forma dos dominios ¢é
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determinada pela competicao entre tensdo de linha e diferenga de momento de dipolo entre as
fases LE e LC. De acordo com o modelo tedrico proposto por McConnell (McConnell 1990),
dominios alongados ou ramificados ocorrem devido ao efeito de interagdes eletrostaticas
repulsivas que agem para maximizar a repulsdo do centro de nuclea¢do induzindo formas
alongadas, enquanto que a tensao de linha favorece a formagao de dominios com o contorno
arredondado. A hipdtese ¢ que, em agua as interacdes atrativas peptideo-peptideo sdo mais
favoraveis que peptideo-lipidio e entdo, ocorre uma separacdo de fase, uma fase rica de peptideo
e outra rica de lipidio. Os dominios lipidicos crescem até um raio critico, ¢ a presenga de
dominios peptidicos na regido LE altera a escala de tempo da cristalizaco, e o crescimento do
cristal ocorre em varios estdgios (mais fractais) (Miller and Mohwald 1987; Vanderlick and
Mohwald 1990).

Por outro lado, na presenca de 150 mM NacCl, foi observado maior nimero de nucleos
que pode ser explicado pela reducdo da tensdo de linha diminuindo a energia livre necessaria
para a formagdo de um nucleo. Como em 150mM NacCl as interacdes peptideo-peptideo sdo
enfraquecidas, nossa hipotese ¢ que o aumento da quantidade de peptideo difundido na fase
fluida durante a compressdo aumenta a viscosidade do meio mudando as propriedades
reologicas da fase fluida. Desta maneira, novos lipidios que iram mudar de fase ndo irdo se
mover facilmente e, entdo, um novo dominio sera gerado.

Em 4gua a compressibilidade do filme aumentou somente durante a exclusdo do
peptideo. Em contrapartida, em 150 mM NaCl na faixa de pressdo entre 15 a 40 mN/m foram
observados valores de modulo de compressibilidade proximos a 100 mN/m indicando alta
compressibilidade do filme sugerindo alteracdo do empacotamento lipidico induzido pelo
peptideo.

Estudar o impacto do peptideo em monocamadas zwitteridnicas de DMPC, que
apresenta apenas fase LE durante toda a compressao, e DMPE, com coexisténcia de fases LE-
LC, mostrou que a exclusdo do peptideo do filme ndo esta relacionada apenas a presenga da
fase fluida que favorece a acomodacdo do peptideo, mas as caracteristicas da cabega polar
também sdo importantes para acomodacao do peptideo no filme misto.

A Fig. 5.3 mostra o modelo do comportamento do peptideo em monocamadas de DMPE

em agua e em 150 mM NaCl.
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Figura 5.3: Modelo para o comportamento do peptideo em monocamadas de DMPE em agua e em 150

mM NacCl.

5.1.3 Efeitos da cabeca polar negativa

A adicdo de MP1 impacta de trés maneiras o comportamento de fase de monocamadas
de DMPS: 1) aumenta a area expandida da monocamada, verificado pelo aumento da area por
molécula e maior area da regido escura nas imagens de BAM, 2) induz o aparecimento de um
platd de colapso irreversivel de peptideo na pressdo de 15 mN/m maior do que observado para
monocamadas de peptideo puro e 3) aumenta a pressdo de transicdo LE-LC, e portanto a
pressdo de nucleacdo dos dominios influenciando o crescimento dos mesmos. Monocamadas
de DMPS apresentam dominios com estruturas em formas dentriticas assim como observado
para monocamadas de DMPE. A presenca de MP1 inibe a formagdo da fase condensada,
diminuindo o tamanho médio dos dominios e aumentando a densidade de dominios. O peptideo
prefere a fase fluida, que persiste até¢ altas pressoes. O menor tamanho dos dominios
condensados ¢ resultado do aumento da quantidade de peptideo na interface entre a fase rica de
peptideo e o dominio condensado. Aumentando a quantidade de peptideo de 4,8 mol% para 7,2
mol% pequenos dominios amorfos foram observados na regido de colapso do peptideo (Fig.
4.34). Este resultado indica a ocorréncia de novas nucleagcdes e aumento da espessura da
monocamada, como evidenciado pela maior refletividade em comparagdo a monocamada de
lipidio puro. As interagdes atrativas entre MP1/DMPS sdo mais fortes que as interagdes

atrativas entre MP1/MP1 e repulsivas entre DMPS/DMPS em oposi¢do ao que foi observado
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para os lipidios zwitteridonicos. Acima de 35 mN/m foi observada diminui¢ao da area molecular
média em relagdo a area do filme de lipidio puro (Fig. 4.31A), indicando que moléculas de
lipidio e peptideo foram excluidas do filme em um processo irreversivel (Fig. 4.32B) por um
possivel processo de micelizagao.

Em 150 mM NacCl, dominios menores de forma mais arredondados foram observados
nas monocamadas de DMPS indicando que os ions da subfase atuam no balango energético
diminuindo a repuls@o entre os dipolos e diminuindo a tens@o de linha. Além de aumentar a
fase fluida a presenca do peptideo induziu maior nimero de nucleos e limitou o crescimento
dos dominios. Visualizagdo das monocamadas por microscopia de fluorescéncia mostraram
dominios menores ¢ mais arredondados do que os observados em BAM. Neste sentido, a
presenga do lipidio marcado, rodamina-PE, comportou-se como impureza induzindo mudancgas
na morfologia dos dominios.

Monocamadas de DPPS ndo apresentam a transi¢do LE-LC, mas apenas G-LC, ndo
sendo evidenciados dominios solidos nas monocamadas durante a compressdao. Em agua, a
presenga do peptideo nesta monocamada causa também expansao da fase LE como para DMPS.
O platd de colapso de peptideo ocorreu em pressdes maiores que para monocamadas de peptideo
puro, mas menores do que para DMPS. Estes dados indicam que além de interacdes
eletrostaticas atrativas entre PS e MP1 o comprimento maior das cadeias aciclicas diminui a
interagdo peptideo/lipidio. Em agua, imagens de AFM mostraram a presenca de dominios
circulares sugerindo que MP1 ¢é capaz de estabilizar as interagdes com relagdo as moléculas de
DPPS (Fig. 4.28D). Este efeito de estabilizacdo pode ser decorrente da blindagem das interacdes
repulsivas entre os grupos carregados negativamente das cabegas polares das moléculas de
DPPS devido a interagdo favoravel PS/MP1. As moléculas do peptideo acomodam-se
geometricamente no filme lipidico, diminuindo a repulsdo eletrostatica entre as moléculas de
DPPS deixando-as mais proximas umas das outras, de tal maneira que, apos a sua exclusdo para
a subfase o peptideo ainda permanece associado a interface aumentando a espessura do filme
(ver Fig. 4.28). Analisando o modulo de compressibilidade (Fig. 4.27A) o processo de exclusdo
do peptideo do filme aumenta a compressibilidade do filme e em pressdes acimas de 25 mN/m
o filme encontra-se na fase LC.

Em 150 mM NaCl, dois platéos foram observados nas isotermas indicando que as
moléculas de peptideo foram excluidas do filme em pressdes diferentes. Durante toda a
compressdo o modulo de compressibilidade observado ndo foi maior que 100 mN/m, indicando

que o peptideo perturbou o empacotamento lipidico e o filme permaneceu no estado fluido
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durante toda a compressdo. Nesta condicdao, ndo foi observada sobreposicdo das isotermas
indicando que nem todas as moléculas de peptideo foram excluidas para a subfase, ou seja, parte
das moléculas de peptideo permaneceram no filme.

A cabeca polar do fosfolipidio esta localizada na interface entre o meio aquoso e a
regido das cadeias aciclicas. Nesta regido, a ionizagao dos fosfolipidios e, em certos casos, 0os
grupos carregados dos fosfolipidios geram potencial eletrostatico responsavel pela adsor¢ao de
ions. Em adi¢@o, as moléculas de agua proximas sdo polarizadas, contribuindo com este
potencial eletrostatico. Tocanne e colaboradores (Tocanne and Teissié 1990) evidenciaram que
o pKa aparente de moléculas anfifilicas sofre um deslocamento quando estas estdo organizadas
na interface. A mudanga da micropolaridade do meio do grupo ionizavel quando organizado na
interface induz um deslocamento no pKa de 0,2-0,4 unidades (Tocanne and Teissié 1990).
Assim, o potencial da monocamada reduziu o pKa dos grupos acidos da cabega polar, e
consequentemente, o pH da superficie. Desta maneira, a variacdo do pKa resulta na diminuigdo
do pH da superficie (Mercado et al. 2011). A organizacdo de uma molécula acida na
monocamada na interface agua-ar produz uma superficie carregada negativamente e uma dupla
camada de ions proximas a superficie (Gaines 1966). Assim, protons sdo atraidos e o pH
proximo da interface torna-se menor do que o pH da subfase. Usando o modelo de Gouy-
Chapman para monocamadas de DMPS e DPPS foram obtidos pH de superficie de
aproximadamente 2,2 e 4,8 em agua e em 150 mM NaCl, respectivamente sendo que a
porcentagem de moléculas ionizadas ¢ 1,6% e 86%. Para monocamadas de DMPS, assumindo
que a tensdo de linha permanece inalterada, o aumento da densidade eletrostatica resulta em
nicleos com raios criticos menores o que explicaria o aumento da densidade de nucleacdo
observado na presenca de sal na subfase (Fig. 4.34C).

Considerando os valores de pKa da lisina e do acido aspartico sendo 10,53 e 3,86,
respectivamente, com relagdo aos pH da subfase tanto para dgua quanto para 150 mM NaCl
com pH ajustado para 7,4 os acidos asparticos encontram-se desprotonados e o peptideo possui
carga liquida +2. Em pH 2,2 e 4,8 o peptideo esta totalmente e parcialmente protonado,
respectivamente. Isotermas de compressdo de monocamadas de peptideo puro em 150 mM
NaCl e pH 2 indicaram uma interacdo peptideo/peptideo repulsiva evidenciado pelas maiores
areas moleculares e menor pressdo de colapso comparado a dgua. Para DMPS em agua, os
peptideos estardo neutros se estiverem associados ao DMPS ou terdo carga liquida +4 o que

levard ao aumento da densidade de carga na fase LE induzindo aumento da densidade de
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nucleagdo e a diminui¢do do raio critico. Esta é uma hipotese e um estudo mais aprofundado
esta sendo realizado.
As Fig. 5.4 ¢ 5.5 mostram o comportamento do peptideo em monocamadas de DMPS e

DPPS, respectivamente, em agua ¢ em 150 mM NaCl.
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Figura 5.4: Modelo para o comportamento do peptideo em monocamadas de DMPS em agua e em 150

mM NacCl.
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Figura 5.5: Modelo para o comportamento do peptideo em monocamadas de DPPS em agua e em 150

mM NaCl.
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5.2 Afinidade do peptideo a DMPS e DPPS

Em monocamadas de DMPS, o maior nimero de peptideos associados a interface
quando m; = 10 mN/m, esta relacionado a preferéncia do peptideo pela fase fluida. Entretanto,
o efeito de blindagem eletrostatica das cargas das cabegas polares pelos ions Na* reduz a
afinidade do peptideo em meio salino indicando a importancia das interacdes eletrostaticas na
adsorcdo do peptideo a monocamada. A monocamada de DPPS na pressdo de 10 mN/m
encontra-se na fase condensada tanto em agua quanto em 150 mM NaCl. A maior quantidade
de peptideos associados a interface foi observada em 150 mM NaCl o que esta de acordo com
os dados obtidos das isotermas de compressdo nas quais as moléculas de peptideo permanecem
no filme durante toda a compressdo. A constante de dissociag@o em solucdo salina, Kq =
(34,2+16,1) nM, foi ~6 vezes maior do que em agua, ¢ em DMPS foi mais de 11 vezes maior
do que a de DPPS indicando que a maior rigidez da cadeia de palmitoil comparada com miristoil
impede a inser¢do do peptideo & monocamada. No entanto, o nimero de moléculas de MP1
associadas a monocamadas de DPPS, (1,77+0,25) umol/m?, e de DMPS, (1,63+0,25) pmol/m?,

estd dentro do erro experimental sugerindo a mesma orientagao nas duas interfaces.

5.3 Inserc¢ao do peptideo

Experimentos de insercdo medem a habilidade do peptideo de ser incorporado na
interface lipidica. O valor de PMI, que esta relacionado com o empacotamento lipidico, ¢ uma
medida quantitativa da qual pode-se obter informag¢des da capacidade de inser¢do do peptideo
na membrana, bem como, a afinidade do peptideo com os constituintes da monocamada. Os
valores de PMI determinados em todas as monocamadas investigadas estdo mostrados na tabela

5.1

Tabela 5.1 Valores de PMI (mN/m) obtidas em todas as monocamadas investigadas em dgua e em 150

mM NacCl.

DPPC DMPC DPPE DMPE POPE DPPS DMPS POPS
agua 34 24 23 23 - 32 38,7 -
150 mM NacCl 28 35 - 32 51 28 35 42,5
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O grupo polar da membrana lipidica ¢ a primeira regido da membrana em contato com
o peptideo. Consequentemente, suas propriedades quimicas, especificamente as propriedades
eletrostaticas e o tamanho da cabeca polar, desempenham um importante papel na seletividade

do peptideo.

5.3.1 Subfase: dgua

Em agua, o grupo da cabeca polar do PS tem duas cargas negativas e uma positiva,
enquanto PC e PE possuem uma carga positiva e uma negativa. PMI obtido para penetragao do
MP1 em DMPS foi de ~10 e 13 mN/m maior do que para monocamadas zwitterionicas, DMPC
ou DMPE, respectivamente, indicando que a presenca das interagdes eletrostaticas entre o
peptideo carregado positivamente ¢ o lipidio anidnico sdo dominantes. Como mostrado nas
isotermas de compressdo de misturas de peptideo-lipidio em agua pura indicaram que MP1
permanece na interface até a pressdo de 40 mN/m na mistura DMPS/MP1 (Fig. 4.31A) e até,
23 mN/m nas misturas DMPE/MP1 e DMPC/MP1 (Fig. 4.19A e 17A, respectivamente). Assim,
a maior variacdo de pressdo superficial observada para filmes de DMPS sugere maior
quantidade de peptideo capaz de ser incorporado neste filme em comparagdo com DMPC e
DMPE.

Em contrapartida, MP1 induz maior variacdo de pressdo superficial em monocamadas
de DPPC, PMI = 34 mN/m, do que de DPPE, 23 mN/m (Tabela 5.1). A organizagao lateral da
monocamada de DPPC favoreceu a inser¢@o do peptideo. Apos a incorporacdo na monocamada
o peptideo assume uma orientacdo na qual interagdes atrativas peptideo-peptideo, decorrentes
desta organizagdo especifica do peptideo na monocamada, regulando a interagdo peptideo-
lipidio (Alvares et al. 2015). Na faixa de pressdo superficial de 5 a 25 mN/m, a configuracdo
adotada pelas moléculas de DMPC (fase liquido-expandida - desorganizado) e DMPE (fase
liquido-condensado) na interface ¢ uma barreira para penetragdo do MP1, indicando que além
da natureza da cabega polar do lipidio, o estado fisico da monocamada lipidica também esta
envolvido no processo de insercao do peptideo.

Para monocamadas de PE, o comprimento da cadeia aciclica ndo alterou a penetracao
do peptideo e, acima de 30 mN/m o peptideo ndo € capaz de penetrar na monocamada. O mesmo
comportamento, em ambas as monocamadas DMPE e DPPE, indica que ndo ha interagdes
especificas entre MP1 e PE ou que as interagcdes com ambas as regides, hidrofilica e hidrofobica,

dos PEs se compensam de tal maneira que o comprimento da cadeia ndo altera o processo de



136

inser¢do do peptideo. Considerando o lipidio DPPS, espera-se que a penetragdo seja maior do
que o observado em DPPC e DPPE, como observado para as monocamadas de DMs. Porém,
foram encontrados valores proximos de PMI em DPPS e DPPC de 32 e 34 mN/m,

respectivamente.

5.3.2 Subfase: 150 mM NaCl

Em solu¢do aquosa de 150 mM NaCL e pH = 7,4, os grupos polares de PC, PE ¢ PS
apresentam as mesmas cargas que em agua. A presen¢a do sal causou aumento da insercao do
peptideo nas monocamadas zwiteridnicas, DMPC ¢ DMPE, e diminui¢do na monocamada
DMPS (Tabela 5.1) com PMI de 35, 32,5 e 35 mN/m, respectivamente. As mesmas PMIs
obtidas para DMPC e DMPS, bem como para DPPC e DPPS, indicam que, a presenca de ions
Na* reduzem a repulsdo eletrostatica das cabegas polares (PS) e ainda contribuem para que as
interagdes hidrofobicas estejam presentes no processo de inser¢do, que ¢ consistente com
peptideos que sdo capazes de perturbar a regido das cadeias aciclicas. A penetragdo em
monocamadas de palmitoil, além da blindagem das cargas negativas pelos ions Na™, sofre efeito
da interagdo cadeia-cadeia do lipidio, diminuindo a inser¢do do peptideo.

Tendo como referéncia a pressdo lateral de 30 mN/m, que é considerada ser
caracteristica da membrana bioldgica, maior variacdo foi observado na insercdo do peptideo na
monocamada de POPE (51 mN/m) e POPS (47 mN/m). Notadamente, a insercao do peptideo ¢
influenciada por diferentes condi¢cdes de empacotamento lipidico.

Na presenca de sal na subfase, as intera¢des peptideo-peptideo sdo enfraquecidas, ¢ as
interagdes hidrofobicas entre peptideo/lipidio ou lipidio/lipidio dirigem essa interagdo e maior

insercdo ¢ observada para DMPC ¢ DMPE, em comparagdo com DPPC.

5.4 Dominios lipidicos em GUVs e correlacio com a atividade litica do

peptideo

A inducao de segregacdo lipidica ou de separacdo de fase lateral induzida por peptideo
foi proposto ser um mecanismo de acdo de peptideos antimicrobianos (Epand et al. 2007; Epand
and Epand 2009a). Investigando a atividade litica do MP1 em GUV's de POPC/POPG por meio
de microscopia de fluorescéncia foi observada a formacdo de regides fluorescentes densas que

foram relacionadas a agregacdo peptideo/lipidio ou entdo a segregagdo lipidica (Dos Santos
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Cabrera et al. 2011). A formacao destas regidoes densas foi observada em outras circunstancias
envolvendo o peptideo MP1 (Leite et al. 2015). A pergunta ¢ se a formacdo de dominios ou
destes agregados esta relacionada a atividade litica.

Como estratégia utilizamos uma composicdo lipidica que vem sendo investigada
intensivamente (Veatch and Keller 2003; Goiii et al. 2008) no estudo de transi¢des de fase
liquido-liquido.

Este sistema modelo formado pela mistura DOPC/SM/Chol, dominios Lo (liquido-
ordenado) sdo formados quando colesterol associa-se a esfingomielina (SM), dando origem a
um complexo ordenado Chol-SM; e em mistura com DOPC exibe coexisténcia de fase Lo/Ld
(Liquido-ordenado/liquido-desordenado) (Veatch and Keller 2005). A presenca de MP1 em
GUVs formadas por DOPC/SM/Chol ou simplesmente por DOPC, nao induziu nenhum efeito
na permeabilidade e na integridade das GUVs (Fig.4.39). Em GUVs formadas por
DOPC/POPS, o peptideo induziu a entrada de CF no limen das vesiculas mantendo influxo
constante indicando que o poro/defeito induzido pelo peptideo MP1 na membrana permanece
aberto (Fig. 4.42). E possivel que este efeito esteja correlacionado com vazamento tudo-ou-
nada observado anteriormente (Leite et al. 2015). Os experimentos de monocamadas de PS
indicaram que MP1 prefere este fosfolipidio e acima da pressdo de colapso do peptideo os
experimentos indicaram que peptideo/lipidio sdo expelidos para a subfase como se fosse um
processo de micelizagdo. Este processo poderia estar ocorrendo nas vesiculas, embora ndo tenha
sido possivel observar mudangas na integridade das mesmas. Estes pequenos defeitos, que
permitem a permeagdo de uma molécula pequena como a carboxifluoresceina, poderiam
permanecer abertos.

Efeito similar foi observado quando GUVs compostas por DOPC/POPS/SM/Chol
(2.1:0.9:3:1) foram expostas ao MP1 (Fig. 4.43). Nestas GUVs o peptideo provocou entrada
limitada de CF e induziu a formacao de regides densas na membrana. Neste sentido, presenca
de coexisténcia de fases Ld-Lo favoreceu a formacdo de agregados lipidicos e/ou de
lipidio/peptideo.

Estes resultados indicam que MP1 induz a formagdo de poros/defeitos na membrana
interagindo preferencialmente com bicamadas contendo PS, em acordo com a sua seletividade
as vesiculas anionicas. E ainda, a separacao lateral de fase poderia desempenhar um importante
papel na sua atividade e pode ser favorecida pela presenca de coexisténcia de fase Ld-Lo. A
presenga de POPS ndo alterou a forma dos dominios liquido ordenados SM/Chol. O peptideo

ndo induziu qualquer alteragdo nos dominios Lo. Quando POPS esta presente na mistura o
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peptideo induziu a formagao de regides densas na fase fluida e o influxo e/ou a formagdo de

dominios da membrana por estar envolvidos na atividade litica do MP1.

5.5 Impacto do peptideo no comportamento termotropico de sistemas

lipidicos contendo PS

Termogramas obtidos para mistura POPC/DPPS/MPlindicaram que o peptideo induziu
segregacdo lipidica, ligando preferencialmente ao DPPS, induzindo assim uma fase rica de
DPPS/MP1 e uma fase rica de POPC e consequentemente o abaixamento da temperatura da
transicdo principal. A diminuicdo da temperatura de transicdo de fase também indica
desestabilizagdo da membrana lipidica decorrente da inser¢ao do peptideo na regido hidrofobica
da membrana causando perturbag¢do do empacotamento lipidico.

O impacto do peptideo também foi investigado em vesiculas de DPPS formadas em
agua e em 150 mM NaCl. Nos termogramas obtidos em agua foram observados aumento da
temperatura de transi¢do de fase de 51 para 55 °C, indicando estabilizag@o da fase gel coerente
com o observado para a monocamada de DPPS que mostrou que o moddulo de
compressibilidade, para pressdes acima de 30 mN/m ¢ superior a 200 mN/m mesmo apos a
adicdo de 13 mol% de MP1. Em 150 mM NaCl, efeito oposto foi observado, ou seja, diminuigdo
da temperatura de transicdo de fase para 35 °C, indicando estabilizacdo da fase liquido-
cristalina, fluida. Este resultado, também esta de acordo com o observado nas isotermas de
compressao nas mesmas condigdes nas quais foi observado que o médulo de compressibilidade

da monocamada foi menor que 100 mN/m para pressoes de 30 mN/m.
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CAPITULO 6

Conclusoes

Nesta tese as propriedades superficiais do peptideo Polybia-MP1 e sua interagdo com
os lipidios DPPC, DMPC, DMPE, DPPS e DMPS foram investigadas por monocamada de
Langmuir. O peptideo Polybia-MP1 apresentou significativa atividade interfacial em agua e em
subface i6nica formando monocamadas estaveis.

Os valores de areas moleculares e de potencial de superficie obtidos das isotermas de
compressdo sugeriram que o peptideo adotou principalmente uma estrutura helicoidal
compativel com os resultados de dicroismo circular em vesiculas lipidicas. Os valores de area
molecular evidenciaram que esta estrutura helicoidal esta orientada quase perpendicularmente
a interface dgua-ar.

Para valores comparaveis de pressao de superficie, os peptideos ocuparam areas maiores
em todas as subfases investigadas diferentes de agua pura sugerindo que as interagdes peptideo-
peptideo foram mais atrativas na auséncia de sal e em pH neutro.

Em agua pura MP1 e DPPC co-cristalizam formando dominios ramificados enquanto
em subfases com concentragdes e sal maiores que 1,0 mM e pH neutro, ou solugdo acida (pH
2,0) ou basica (pH 10,0) independente da forca idnica, os peptideos foram expulsos das regides
mais densas e os dominios apresentaram a forma de “triskelion” como em DPPC puro. Nestas
condicdes a atragdo entre peptideos ¢ fraca. Pontes salinas podem ser formadas entre as faces
hidrofilicas envolvendo os residuos de acido aspartico e lisinas em agua, deixando peptideos
mais proximos, com as faces hidrofobicas livres para fazer contatos hidrofobicos com as cadeias
aciclicas dos lipidios favorecendo a co-cristalizagdo. Em meio acido os residuos de acido
aspartico estdo total (pH 2) ou parcialmente (pH 4) protonados enquanto em meio basico as
lisinas estdo parcialmente desprotonadas desfavorecendo estas pontes salinas. Em pH neutro e
alta concentragdo de sal (> 1,0 mM) os contraions parcialmente blindam as cargas dos residuos
carregados dificultando a formagdo de pontes salinas.

Os filmes de DMPC s6 apresentam a fase G e LE durante toda a compressdao
caracterizada por maior movimentagdo das cadeias aciclicas, portanto mesmo em agua, onde a

formagdo de pontes entre peptideos € mais favoravel, o movimento das cadeias desfavorece
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contatos hidrofobicos com os peptideos, que sdo expulsos para as subfases. Na presenca de sal
na subfase a interagdo MP1-MP1 sdo enfraquecidas e MP1 interage com as cadeias aciclicas
impactando no empacotamento lipidico, e assim, maior pressao lateral ¢ necessaria para excluir
o peptideo do filme lipidico.

Filmes de DMPE apresentaram transi¢ao entre as fases LE e LC formando dominios em
forma de dendritas ou folhas. O efeito do peptideo foi de torna-las mais dendriticas ou mais
subdivididas ou fractais, indicando que em agua ocorre uma separagdo de fase, uma regido rica
de peptideo e outra rica de lipidio. A presenga da fase rica em peptideo altera o tempo de
cristalizacdo induzindo a formag&do de ramificagdes. Em subfase ionica a forma dos dominios é
mantida e o efeito do peptideo ¢ de reduzir as dimensdes dos dominios atuando como impurezas
na interface com a fase fluida.

Interagdes eletrostaticas foram evidenciadas em monocamadas de DMPS/MP1 e
DPPS/MP1. Em agua, monocamadas de DMPS apresentam a transicdo LE-LC formando
dominios em forma de dendritas. A presenga de MP1 nesta monocamada diminuiu a formagéo
da fase condensada e em pressdes acima de 35 mN/m uma fase com alta refletividade foi
observada indicando aumento da espessura da monocamada que pode ser decorrente de um
processo de micelizacdo. Em alta concentragdo salina (150 mM NaCl) os ions atuaram no
balango energético entre a tensdo de linha e repulsdo de dipolo induzindo diminui¢do no
tamanho e nas ramificacdes dos dominios de lipidio puro e o aumento do ntimero de ntcleos
que pode estar relacionado ao aumento da densidade eletrostatica.

Monocamadas de DPPS apresentam transicdo G-LC. Em agua o peptideo induziu
estabilizacdo da monocamada com a formacdo de regides densas e¢ apds a sua exclusdo
permaneceu associado ao filme possivelmente decorrente da interacdo MP1/PS. Em subfase
ionica efeito contrario foi evidenciado, peptideo perturbou o empacotamento lipidico e a fase
fluida foi estabilizada no filme. Este efeito também foi observado em bicamadas através de
medidas de DSC em que estabilizacdo da fase gel foi evidenciado em agua e da fase liquido-
cristalina em meio salino.

Nestes sistemas estudados maior impacto no empacotamento lipidico foi evidenciado
em monocamadas de DMPE e DPPS.

Os resultados obtidos por medidas de monocamadas de Langmuir mostraram a
importancia dos residuos de 4cido aspartico na regulacdo das interagdes peptideo/peptideo e
peptideo-lipidio como ja evidenciado a importancia do residuo D2 na modulagdo das interacdes

MP1/membrana (Leite et al. 2011; Leite et al. 2014).
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Este rearranjo peptidico, com possiveis interacdes laterais, na superficie pode explicar
a alta afinidade a vesiculas ani6nicas comparado com outros peptideos mais positivamente
carregados (Dos Santos Cabrera et al. 2008). A atragdo eletrostatica peptideo/membrana de
longo alcance, soma-se uma interacdo de curto alcance (pontes salinas peptideo/peptideo)
estabilizando o peptideo na membrana lipidica. Estes resultados podem ser provavelmente
extrapolados para outros peptideos formadores de poros/defeitos como sequéncias similares.

Interagdes eletrostaticas atrativas PS/MP1 explicam a preferéncia do peptideo catidnico
pelo lipidico anionico. Separagdo de fases, uma rica de peptideo e outro de lipidio, e interagdes
laterais peptideo/peptideo e interagdes hidrofobicas entre PE/MP1 parecem ser a origem da
sinergia entre estes lipidios no aumento da permeabilidade em GUVs de PC/PE/PS.

Visualizagdes de vesiculas gigantes e medidas de DSC indicaram que MP1 induz a
formacdo de poros/defeitos na membrana interagindo preferencialmente com bicamadas
contendo PS em acordo com a sua seletividade as vesiculas anidnicas. E ainda, que a presenca
de PS em membranas que apresentam separagcdo de fase Ld-Lo pode desempenhar um
importante papel na atividade litica do peptideo favorecendo a separacdo lateral de fase. A
formagao de regides densas na fase fluida e o influxo e/ou a formagao de dominios da membrana

por estar envolvidos na atividade litica do MP1.
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APENDICE A

Estratégias para explorar contribuig¢oes
eletrostatica e nao-eletrostatica da interaciao de
peptideos  antimicrobianos  helicoidais com

membranas modelos

C.1 Resumo

A seletividade e especificidade peptideos antimicrobianos helicoidais sdo relacionados
a sua adsorcdo a bicamada e a perturbagdo do empacotamento lipidico. A seletividade esta
relacionada a sequéncia do peptideo e a perturbacdo a composicao lipidica da bicamada. Nesses
processos envolvem um delicado balango entre contribui¢des energéticas eletrostatica e nao-
eletrostatica. Neste trabalho de revisdo nds revisamos técnicas experimentais que permitem
acessar essas contribui¢des energéticas ¢ destacar importantes aspectos dessas contribuigdes
que modulam a afinidade e seletividade de peptideos antimicrobianos a bicamada lipidica. A
estratégia foi determinar o coeficiente de particdo do peptideo na membrana modelo por meio
de espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular e medidas de potencial zeta, e utilizar
monocamadas de Langmuir para investigar a perturbacdo do empacotamento lipidico. Nos
focamos em alguns peptideos (MP1 e L1A) que apresentam, concomitantemente, residuos
acidos e basicos. Embora residuos acidos ndo sejam encontrados com frequéncia, eles
desempenham um importante papel na atividade biologica desses peptideos. Este manuscrito
foi enviado ao “Advances in Biomembranes and Lipid Self-Assembly da Elsevier” e sera o cap.8
do volume 24 (Strategies for exploring electrostatic and non-electrostatic contributions to the
interactions of helical antimicrobial peptides with model membranes - Alvares DS, dos Santos

Cabrera MP, Ruggiero Neto J.)
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APENDICE B

Regulacao  Eletrostatica das  Propriedades
Interfaciais do Peptideo Polybia-MP1 e sua
Interacao com DPPC.

B1 - Resumo

H,0 + NaCl

5.

Neste trabalho estudamos como se regula a organizacdo que adquire o peptideo Polybia-

> gt
Q0000 0000

MPI1 na interface, tanto na presengca quanto na auséncia de lipidios neutros utilizando
monocamadas de Langmuir como sistema modelo. A estratégia foi obter informacodes
termodindmicas a partir das isotermas de compressao e mudangas na morfologia superficial dos
dominios lipidicos induzidas pelo peptideo usando microscopia de angulo de Brewster (BAM)
e microscopia de forca atdmica (AFM).

DPPC foi escolhido por ser um dos principais componentes da membrana celular e
apresentar transi¢ao de fase LE-LC, em 5 mN/m a 20 °C, que nos permitiu investigar o impacto
do peptideo nas diferentes fases da monocamada lipidica. No intuito de explorar as propriedades
eletrostaticas na interagdo peptideo/lipidio, o efeito da forga idnica foi analisado por diferentes
condigdes ionicas (0, 0,1, 1,0 e 150 mM) e diferentes sais (NaCl e NaBr). Experimentos em pH
acido e basico também foram realizados no intuito de estudar o efeito da mudanga da carga
liquida do peptideo em diferentes condi¢des: pH 2 (peptideo esta totalmente protonado), pH 4
e pH 10 (MP1 esta parcialmente desprotonado).
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Os resultados obtidos mostraram que MP1 forma monocamada estavel, com valores de
area lateral e potencial de superficie indicando, principalmente, estrutura helicoidal orientada,
preferencialmente, perpendicular a interface. Em monocamadas compostas pela mistura DPPC-
MP1, peptideo e lipidio co-cristalizam formando dominios ramificados somente em agua pura.
Em subfases com concentragdo salina acima de 1 mM de NaCl ou em condigdes acida (pH 2
ou 4) ou basica (pH 10), MP1 formou um filme menos compacto e foi excluido dos dominios
lipidicos. Estes resultados indicaram que a presenga de interacdes eletrostaticas atrativas entre
as moléculas de peptideos permite que eles permanegcam mais proximos um dos outros
interagindo com DPPC, provavelmente como uma consequéncia de um rearranjo particular do
peptideo no filme. Nos sugerimos que os residuos anidnico e catidonico, D e K respectivamente,
que ocupam posicoes “chaves* na sequéncia do peptideo seriam os responsaveis pela atragdo
peptideo-peptideo, formando pontes salinas, conduzindo intera¢des orientadas em um cristal e,
da mesma forma, para os dominios ramificados.

Os resultados obtidos ajudaram a entender o comportamento global da interacio MP1-
DPPC e que a presenca de sais no meio afeta a interacdo entre peptideos e, indiretamente, sua
capacidade de interagir com DPPC. Entender o comportamento do peptideo em um sistema
neutro ¢ de grande importdncia para a compreensdo em sistemas mais complexos, que
contenham lipidio anidnico, uma vez que a presen¢a de sal afeta ambos, lipidio e peptideo
carregados (publicado em “BBA — Biomembrane”- The interfacial properties of the peptide
Polybia-MP1 and its interaction with DPPC are modulated by lateral electrostatic attractions.
Alvares, DS, Fanani, ML, Ruggiero Neto, J, Wilke, N.) (Alvares et al. 2015).
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occur in other peptides containing these residues in their sequences.
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1. Introduction

Helical antimicrobial peptides are short sequences, up to 50 amino
acids, rich in cationic, non-polar and hydrophobic residues, whose dis-
tribution along the chain allows the formation of an amphipathic helix
when in membrane. Thanks to their cationicity, these peptides have se-
lective preference for anionic lipid membranes, which is the main char-
acteristic of the outer leaflet of prokaryotic plasmatic membranes [1].
Diverse studies have demonstrated that their efficiency of action against
anionic membrane is strongly dependent on the membrane properties
and the peptide structural features as net charge, charge distribution
and hydrophobicity [1-3]. These peptides display, in general the ability
to disturb lipid bilayers inducing leakage of the cell content. Several
models have been proposed for the mechanism of action of these pep-
tides and they have been extensive and comprehensibly described in a
recent review [4]. These mechanisms are not exclusive and some pep-
tides can display more than one depending on the peptide-to-lipid
ratio. These models suggest that their disturbance on the lipid packing
induces leakage without requiring specific membrane receptor [5]. By

* Corresponding authors.
E-mail addresses: jruggiero@sjrp.unesp.br (J. Ruggiero Neto), wilke@fcq.unc.edu.ar
(N. Wilke).
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0005-2736/© 2015 Published by Elsevier B.V.

this ability in acting only on the lipid phase of the membrane, these pep-
tides have a great potential to substitute conventional antibiotics [1] or
as a model to the design of new drugs based on the membrane as their
main target. The search for new compounds with antimicrobial activity
has been very active in the last two decades due to the increase in the
number of bacterial strains resistant to the conventional antibiotics [1]
that is considered as one of the greatest health public problem of this
century. Studies have also shown that, besides their antimicrobial activ-
ities these peptides also can act against cancer cells [6].

Polybia-MP1 (IDWKKLLDAAKQIL-NH2), or simply MP1, is an exam-
ple of these peptides. It is extracted from the venom of the Brazilian
wasp Polybia paulista and exhibits a broad-spectrum bactericidal activi-
ty without being hemolytic and cytotoxic [7]. MP1 also showed a selec-
tive inhibitory effect on proliferating prostate and bladder cancer cells
[8], and against multidrug-resistant leukemic cells [9]. In addition, this
peptide is cytotoxic against leukemic T lymphocytes and highly selec-
tive in recognizing these cells compared with healthy lymphocytes [10].

An important feature of this peptide is the presence of two aspartic
acids concomitantly with three lysines and the amidated C-terminus,
conferring a low positive net charge (4 2e) at physiological pH values.
This low net charge, however, does not hamper its selectivity to anionic
bilayers in comparison to zwitterionic ones. Studies of the peptide inter-
action with model membranes were used to investigate the physico-
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APENDICE C

Interacao de peptideos helicoidais com membranas

modelo acessada por técnicas espectroscopicas

C.1  Efeito do acido aspartico D2 na afinidade do peptideo Polybia-MP1 a vesiculas

lipidicas anionicas

Uma importante caracteristica do peptideo Polybia-MP1 ¢ a presen¢a de dois acidos
asparticos concomitantemente com trés lisinas e o C-terminal amidado conferindo uma carga
liquida baixa (+2e), comparada com outros peptideos antimicrobianos altamente seletivos, em
pH fisiologico. Neste trabalho investigamos a influéncia do residuo de acido aspartico nas
energias de ligagdo dos peptideos Polybia-MP1, do seu analogo sintético, que possui a
substituicdo D2N, e do mastoparano-X (MPX), que ndo possui acido aspartico em sua
sequéncia, com bicamadas lipidicas anidnica e zwitteridnica. As energias de adsorcdo,
eletrostatica e conformacional foram investigadas por espectroscopia de dicroismo circular e
fluorescéncia usando vesiculas unilamelares grandes (LUVs) e por medidas de potencial zeta e
a energia livre para transferir o peptideo desenovelado da solugdo para a interface fa bicamada
foi calculada usando MPex. A comparagdo das afinidades destes peptideos a vesiculas de
POPC:POPG (70:30) mostrou que MP1 ¢ 50% maior do que seu analogo, apesar de seu baixa
carga liquida (+2e) e ainda maior quando comparado com o peptideo MPX que possui carga
+4e. A energia eletrostatica aumentou com a carga liquida do peptideo e comparando-a com o
termo conformacional, foi praticamente igual para o MPX e duas vezes menor para o MPI.
Para MP1 a energia de adsorg¢do foi 2,0 kcal/mol mais favoravel do que a somas das energias
interfacial, eletrostatica e conformacional (AGiotal), enquanto para N2D andlogo estes termos
foram praticamente iguais. Em contrapartida, para MPX, AGioal ¢ mais favoravel do que a
energia de adsor¢do, indicando que alguma energia poderia ter sido superestimada ou que um
processo ndo favoravel interfere na adsor¢do do peptideo MPX ndo sido levado em
considerag@o nos calculos. Para MP1 em vesiculas anionicas, a componente extra de energia
foi 1,2 e 1,5 mais favoraveis do que seu analogo N2D e MPX, respectivamente. (publicado em
“European Biophysics Journal”’- Effect of the aspartic acid D2 on the affinity of Polybia-
MPI to anionic lipid vesicles. Leite, NB, Alvares, DS, de Souza, BM, Palma, MS, Ruggiero
Neto, J) (Leite et al. 2014).
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Abstract Polybia-MP1 (IDWKKLLDAAKQIL-NH,),
a helical peptide extracted from the venom of a Brazilian
wasp, has broad-spectrum antimicrobial activities with-
out being hemolytic or cytotoxic. This peptide has also
displayed anticancer activity against cancer cell cultures.
Despite its high selectivity, MP1 has an unusual low net
charge (Q = +2). The aspartic residue (D2) in the N-termi-
nal region plays an important role in its affinity and selec-
tivity; its substitution by asparagine (D2N mutant) led to a
less selective peptide. Aiming to explore the importance of
this residue for the peptides’ affinity, we compared the zwit-
terionic and anionic vesicle adsorption activity of Polybia-
MP1 versus its D2N mutant and also mastoparan X (MPX).
The adsorption, electrostatic, and conformational free ener-
gies were assessed by circular dichroism (CD) and fluores-
cence titrations using large unilamellar vesicles (LUVs) at
the same conditions in association with measurement of the
zeta potential of LUVs in the presence of the peptides. The
adsorption free energies of the peptides, determined from
the partition coefficients, indicated higher affinity of MP1 to
anionic vesicles compared with the D2N mutant and MPX.
The electrostatic and conformational free energies of MP1
in anionic vesicles are less favorable than those found for
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the D2N mutant and MPX. Therefore, the highest affinity
of MP1 to anionic vesicles is likely due to other energetic
contributions. The presence of D2 in MP1 makes these
energetic components 1.2 and 1.5 kcal/mol more favorable
compared with the D2N mutant and MPX, respectively.

Keywords Antimicrobial peptide - Peptide-membrane
interaction - Electrostatic and nonelectrostatic free energy

Introduction

Mastoparans belong to a family of peptides extracted from
the venom sac of wasps. They are in general tetradeca-
peptides containing 1—4 basic residues, and they are rich
in hydrophobic and nonpolar residues (Nakajima et al.
1986). Isoleucine and asparagine are frequently found
at positions 1 and 2 of the N-terminus. The third residue
is generally hydrophobic, such as tryptophan in some of
these peptides. Amidation of the C-terminus is frequently
found as well. This terminal protection prevents proteolytic
digestion (Andreu and Rivas 1999) and provides an extra
hydrogen bond, increasing the stability of the helical struc-
ture (Sforca et al. 2004). By adsorbing to a lipid bilayer or
bilayer mimetic, such as surfactant micelles, these peptides
form an amphipathic helical structure.

Some mastoparans display broad-spectrum antimicro-
bial activities against Gram-positive and Gram-negative
bacteria. They are fungicidal, and in some cases, they are
also hemolytic and mast cell degranulators (Palma 2006).
Their biological activities are strongly related to both the
amino acid content and the lipid membrane composition.
These peptides are cationic, and the outer leaflet in prokar-
yotic cells is anionic while in mammalian cells it is rich in
zwitterionic lipids (Yeaman and Yount 2003).

@ Springer
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C.2 Interacdo do peptideo antimicrobiano sintético L1A e seus analogos, com

membranas modelo por espectroscopia de fluorescéncia

Neste trabalho a intera¢do do peptideo sintético L1A e mais dois analogos com
modificagdes no N-terminal com membranas de zwitteridnica (POPC) e anidnica
(POPC:POPG) foi investigada através de técnicas espectroscopicas. Estudos mostraram
que modifica¢des no N e C-terminais sdo favoraveis para estabilizacdo da conformacao
anfipatica helicoidal (Fairman et al. 1989; Dos Santos Cabrera et al. 2004; Sforca et al.
2004) protegendo o peptideo contra digestdo proteolitica (Andreu and Rivas 1998) sendo
considerado um mecanismo de resisténcia alternativo (Stromstedt et al. 2009;
Guilhelmelli et al. 2013). Assim, as modificagdes, acetilagdo e fluoréforo acido orto
amino benzodico (Abz) ligado covalentemente no N-terminal com a substituicdo VW,
foram realizadas no peptideo L1A, resultando em dois peptideo, ac-L1A e Abz-L1A-
V8W, respectivamente, ambos com carga liquida +2e. Peptideos modificados mostraram
maior contetdo helicoidal (acessado por dicroismo circular), mas, a acetilagdo diminuiu
a afinidade para vesiculas de POPC, enquanto que o fluor6foro Abz aumentou a afinidade
para vesiculas anidnicas. Medidas de supressdo de acrilamida mostraram que os
fluoroforos (Triptofano em Ac-L1A e Abz em Abz-L1A-V8W) foram mais blindados
pelo supressor, indicando que as modificagdes favoreceram ao aumento da perturbacio
do empacotamento lipidico (publicado em “European Biophysics Journal - Interaction
of synthetic antimicrobial peptide with model membrane by fluorescence spectroscopy.
Zanin, LMP, Alvares, DS, Juliano, MA, Pazin, WM, Ito, AS, Ruggiero Neto, J) (Zanin et
al. 2013).
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Abstract Static and time-resolved fluorescence of tryp-
tophan and ortho-aminobenzoic acid was used to investi-
gate the interaction of the synthetic antimicrobial peptide
L1A (IDGLKAIWKKVADLLKNT-NH,) with POPC and
POPC:POPG. N-acetylated (Ac-L1A) and N-terminus
covalently bonded ortho-aminobenzoic acid (Abz-L1A-
W8YV) were also used. Static fluorescence and quenching
by acrylamide showed that the peptides adsorption to the
lipid bilayers was accompanied by spectral blue shift and
by a decrease in fluorescence quenching, indicating that the
peptides moved to a less polar environment probably bur-
ied in the lipidic phase of the vesicles. These results also
suggest that the loss of the N-terminus charge allowed
deeper fluorophore insertion in the bilayer. Despite the
local character of spectroscopic information, conclusions
can be drawn about the peptides as a whole. The dynamic
behaviors of the peptides are such that the mean intensity
lifetimes, the long correlation time and the residual
anisotropy at long times increased when the peptides
adsorb in lipid vesicles, being larger in anionic vesicles.
From the steady-state increase in fluorescence intensity and
anisotropy, we observed that the partition coefficient of
peptides L1A and its Abz analog in both types of vesicles
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are higher than the acetylated analog; moreover, the
affinity to the anionic vesicle is higher than to the
zwitterionic.

Keywords Antimicrobial peptides - Extrinsically labeled
peptide - Model membranes - Static fluorescence -
Time-resolved fluorescence

Introduction

The search for new antibiotic compounds has deserved
attention in the last decades because of the increase in
microorganism strains resistant to conventional antibiotics
(Hancock and Sahl 2006). Host defense peptides belong to
the innate immune system of many living organisms from
plants to mammals (Zasloff 2002). Among these peptides,
the short linear cationic peptides have been shown to
constitute an important class. Besides cationic residues,
these peptides are rich in non-polar and hydrophobic resi-
dues forming an amphipathic helical structure capable of
disturbing lipid bilayer and cell membrane (Matsuzaki
2009). Due to their cationicity, they have affinity to the
anionic bilayer, which is a characteristic of the bacterial
membrane, while the outer leaflet of eukaryotic cells is
zwitterionic. This electrostatic contribution, however, does
not determine the selectivity of cationic peptides per se.
Some of them are also able to disturb neutral membranes
resulting in an undesirable cytotoxic activity (Jiang et al.
2008). The selectivity to antimicrobial activity has been
shown to involve a complex and delicate balance between
peptide net charge and hydrophobicity (Dathe et al. 2001;
Chen et al. 2005). Some structural parameters, such as the
helix propensity, mean residue hydrophobicity, hydropho-
bic moment and angle of the peptide polar face, have been

@ Springer
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