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Tabela de aminoacidos

Aminoacido Simbolo de uma letra Simbolo de trés letras Massa monoisotopica
Acido aspartico D Asp 115.026
Acido glutimico E Glu 129.042

Alanina A Ala 71.0371
Arginina R Arg 156.101
Asparagina N Asp 114.042
Cisteina C Cys 103.009
Fenilalanina F Phe 147.068
Glicina G Gli 57.0214
Glutamina Q Gln 128.058
Histidina H His 137.058
Isoleucina I Iso 113.084
Leucina L Leu 113.084
Lisina K Lys 128.094
Metionina M Met 131.040
Prolina P Pro 97.052
Serina S Ser 87.032
Tirosina Y Tyr 163.063
Treonina T Thr 101.047
Triptofano w Trp 186.079
Valina v Val 99.0684

Constantes

Constante dos gases ideais, R = 8,31 ] K!'mol' ou 1,98 cal. K!.mol™
Constante de Faraday, Fy = 96485,33 C.mol™!

Carga elementar do elétron, e = —1.6 x 107 ¢

Area dos peptideos, A,=150 A?

Area da secdo transversal dos fosfolipideos, A;=70 A?

Permissividade do vicuo, &,= 8,85 x 107> C*.(J.m)"

Constante dielétrica da dgua, €, =78
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Resumo

Os capitulos um e dois tratam da prospeccdo de peptideos bioativos da secrecdao
de Phyllomedusa hypochondrialis. Mais especificamente, o primeiro aplica técnicas
protedmicas, principalmente espectrometria de massa, para o estudo de peptideos
relacionados a bradicinina (BRPs). Estes estavam presentes tanto na secre¢ao soldvel
quanto em fragmentos dissecados de pele do anfibio. Dezoito BRPs, assim como suas
modificacOes pds-traducionais, foram caracterizados por seqiienciamento MS/MS de-
novo e experimentos de geracao de imagens por MALDI em um fragmento de pele. Essas
moléculas tiveram alta similaridade de seqii€ncia com as cininas plasmaticas de alguns
mamiferos e répteis. Tamanha diversidade de moléculas dentro da mesma familia
peptidica e pertencendo a mesma espécie pode estar relacionada a especializacdes
funcionais desses peptideos a uma variedade de receptores correspondentes em diferentes
predadores. Também um novo andlogo, [Val]1,[Thr]6—bradicinil—Gln,Ser teve sua
atividade bioldgica detectada em culturas celulares expressando o receptor de bradicinina
humana B, e em preparagdes de ileo de porquinho-da-india.

O capitulo dois descreve a mesma aproximagdao metodolégica para o estudo de
peptideos antimicrobianos da familia das dermaseptinas. As estruturas primarias dessas
moléculas, nomeadas de DShypo 01, 02, 03, 04, 06 e 07 foram obtidas por experimentos
MS/MS de novo, degradacdo de Edman e seqiienciamento de cDNA. O quinto peptideo
foi o mesmo DS 01 de Phyllomedusa oreades, previamente descrito pelo nosso grupo. A
maioria dos peptideos purificados do extrato cutaneo total de P. hypochondrialis pode ser
diretamente localizada e mapeada em um fragmento de pele dorsal usando técnicas de
obtencdo de imagens por espectrometria de massa. Comparagdes foram feitas entre
peptideos e drogas comerciais com relacdo a suas atividades antimicrobianas e contra
Leishmania amazonensis. Também foram executados estudos comparativos dos efeitos
liticos em células do sangue de mamiferos e da interagdo com vesiculas de DMPC por
ressonancia plasmonica de superficie.

Os capitulos trés e quatro tratam do estudo da interagdo de peptideos membrano-
ativos com membranas modelo, com énfase em sua categorizagdo em grupos e predicao

de atividade. Para tal, dezessete peptideos membrano-ativos foram sintetizados e tiveram



suas interagdes com vesiculas unilamelares de DMPC e de DMPC/DMPG (2:1 mol/mol)
estudadas por uma série de técnicas biofisicas. Estas técnicas permitiram a dissec¢do das
interagdes entre peptideos € membranas em termos de sua interagdo inicial, grau de
insercdo em membranas € indugdo de extravasamento de marcadores fluorescentes. Por
esta aproximacao, ficou clara a existéncia de no minimo cinco sub-grupos funcionais de
peptideos membrano-ativos, sendo trés desses grupos compostos por antimicrobianos, um
de peptideos penetradores de células e mais um de peptideos membrano-ativos capazes
unicamente de adsorcdo em membranas. Também as relagcdes estrutura e funcdo sdao
revistas de acordo com esta nova perspectiva.

O capitulo quatro descreve a determinacdo de parametros termodindmicos para a
adsor¢do do mesmo grupo de dezessete peptideos em vesiculas fosfolipidicas. Para tal, as
isotermas de interacdo obtidas por calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) foram
analisadas pelo método de particdo em superficie. Esse método é capaz de extrair das
isotermas uma constante de afinidade intrinsica ao peptideo (K;), a qual exclui efeitos
eletrostéticos, além de uma constante de afinidade aparente (K,pp). Somente quatro dos
dezessete peptideos tiveram isotermas passiveis de ajuste com extracdo de parametros
verossimeis. Esses peptideos tiveram interacdo primariamente eletrostaticas com
membranas, conforme classificado no capitulo trés. As causas do nao ajuste das isotermas
de interagdo para alguns peptideos foram discutidas em detalhe e relacionadas ao seu

mecanismo de interacao especifico.



Abstract

Chapters one and two deal with the isolation and identification of bioactive
peptides from the skin secretion of Phyllomedusa hypochondrialis. The first chapter
demonstrates the use of protemic techniques, mainly mass spectrometry, for the study of
bradykinin related peptides (BRPs) present in the amphibian’s secretion and freshly
dissected skin fragments. Eighteen BRPs, along with their post-translational
modifications, were characterized in the secretion by de novo MS/MS sequencing and
direct MALDI imaging experiments on the frog skin. These molecules revealed strong
sequence similarities to the main plasma kinins of mammals and reptiles. Such a diversity
of molecules, within the same peptide family, belonging to a single amphibian species
may be related to functional specializations of these peptides and a variety of
corresponding receptors that might be present in a number of different predators. Also, a
novel analog, [Val]',[Thr]’-bradykinyl-Gln,Ser had its biological activity positively
detected in cell culture expressing the human bradykinin B, receptor and in guinea pig
ileum preparations.

Chapter two describes the same methodological approach to the study of
antimicrobial peptides from the dermaseptin family. The primary structures of these
molecules, named DShypo 01, 02, 03, 04, 06, and 07, were determined by de novo
MS/MS experiments, Edman degradation, and cDNA sequencing. The fifth peptide was
found to be precisely the same DS 01 from Phyllomedusa oreades, previously described
by our group. The majority of the peptides purified from the crude skin secretion could be
directly localized and mapped onto a freshly dissected dorsal skin fragment using mass
spectrometry-imaging techniques. Comparisons between peptides and commercial drugs
on their antibacterial and anti-Leishmania amazonensis efficiencies, associated with
peptide lytic effects on mammalian blood cells and surface plasmon resonance interaction
studies on immobilized DMPC vesicles, were also performed.

Chapters three and four describe the study of membrane-active peptides with
model membranes, emphasizing their categorization and bioactivity prediction.
Seventeen membrane-active peptides were synthesized and had their interaction with

DMPC and DMPC/DMPG (2:1 mol/mol) large unilamelar vesicles studied by a series of



biophysical techniques. These techniques allowed the dissection of the interaction of
peptides with membranes in terms of their initial recognition, degree of insertion in the
bilayer and induction of fluorescent dye leakage. This approach made clear the existence
of at least five functional groups of membrane-active peptides, three of them composed
of antimicrobial molecules, one of cell-penetrating peptides and one of peptides only
capable of adsorption. Also, structural and functional relationships relevant to the
interaction of peptides and membranes were re-evaluated according to this new
perspective.

Chapter four deals with the extraction of thermodynamical parameters from the
adsorption of the same group of seventeen peptides into phospholipid vesicles. For such,
interaction isotherms were obtained by isothermal titration calorimetry (ITC) and
analyzed by the surface partition method. This method is capable of estimating an
intrinsic affinity constant (K),), that excludes electrostatic effects, as well as an apparent
affinity constant (K,,,). Membrane adsorption of only four out of seventeen peptides
resulted in isotherms capable of adjustment to the surface partition model. These peptides
had interactions mainly driven by electrostatic effects, as categorized in chapter three.
The reasons for the incapacity to fit the isotherms were discussed and related to specific

peptide mechanisms.



Prefacio

Grandes saltos conceituais em ciéncia sdo infreqiientes, porém sdo eles que guiam
a explorag¢do de novos espagos e a quebra de paradigmas. A maxima de Albert Einstein:
“ndo se pode resolver um problema com a mesma mentalidade que o criou”, refere-se a
esta necessidade de novas perspectivas ao abordar velhos problemas. Inovacdes requerem
um novo conjunto de conceitos, 0s quais nem sempre possuem conexdes claras com o
corpo de conceitos em vigéncia. A sedimentacdo e a aceitagdo destas inovacdes podem
levar anos, e requerem a aplicagdo minuciosa do método cientifico. A ciéncia descritiva e
a ciéncia investigativa relacionam-se de forma complexa neste processo. As vezes a
descricdo de novos componentes torna necessdria a elaboracdo de conceitos mais
abrangentes. Também por vezes sdo necessdrias somente novas perspectivas sobre um
problema. Essa tese trabalha tanto na consolidagdo quanto na proposi¢cdao de um novo
conjunto de conceitos, a qual pode resultar em um pequeno salto conceitual.

Quando Charles Darwin cunhou o termo “luta pela sobrevivéncia”,
provavelmente ndo vislumbrava a pertinéncia deste principio em diferentes escalas da
natureza. A percepcdo de que os organismos travam batalhas, mesmo que de maneira
metaférica, substituiu a concep¢do de uma natureza harmoniosa defendida pelos
naturalistas da época. Assim, este termo foi o resultado da observacdo de uma série de
interacdes intra e inter-especificas cuja escala estava limitada a percep¢do visual. A
instrumentagdo cientifica evoluiu muito desde entdo, e agora podemos ver que a
competi¢do entre alguns organismos € muitas vezes sutil.

Os capitulos 1 e 2 do presente trabalho sdo conseqiiéncia do salto conceitual dado
por Charles Darwin, e sdo pequenas contribuicdes a consolidacdo do conjunto de
conceitos que integra a biologia contemporanea, chamados de evolugdo. O capitulo 1
versa sobre a diversidade de peptideos relacionados a bradicinina (BRPs) isolados a partir
da secrecdo cutinea do anfibio Phyllomedusa hypochondrialis. Acredita-se que estes
peptideos possuem funcdo defensiva contra diferentes predadores do reino animal e sua

variabilidade estrutural indica especificidade para sub-familias de receptores codificados

por diferentes organismos.



O capitulo 2, de forma andloga ao primeiro, discorre sobre a caracterizacao
estrutural de peptideos da familia das dermaseptinas presentes na pele do mesmo anfibio.
Estes também sdo parte de um sistema de defesa quimico e constituem uma fracdo do
sistema imune inato de anfibios da sub-familia Phyllomedusinae. Peptideos desta familia
sdo capazes de prevenir as infeccdes cutaneas causadas por microorganismos oportunistas
de diversas naturezas. Ambos os trabalhos atestam, mesmo que de forma incompleta, a
complexidade das relagdes entre os organismos e os diferentes niveis em que ocorrem.

O capitulo 3 é de conteido um pouco mais ambicioso que seus antecessores.
Desde a descoberta da bombinina em 1970, considerado o primeiro peptideo
antimicrobiano isolado da secrecdo cutanea de anfibios, um grande esforco t€ém sido
dispensado na caracterizacdo de novas moléculas. Estes esfor¢os foram e continuam
sendo vdlidos para a determinagdo tanto da variabilidade de suas estruturas primadrias
quanto do seu espectro de acdo. Porém, mesmo ap6s décadas de intensa pesquisa neste
campo, nao hd um conjunto de conceitos conexos capazes de definir e prever moléculas
com atividade antimicrobiana. Parte disso se dd pela falta de integracdo deste
conhecimento. O capitulo 3, “categorizacdo funcional de peptideos membrano-ativos”
tem como pretensdo realizar este pequeno salto conceitual, mesmo que de forma
embriondria.

Também a identificacdo e dissec¢do das forcas responsdveis pela interacdo de
peptideos membrano-ativos com membranas pode ajudar a discernir as caracteristicas
essenciais a essas interacdes. Esse é o tema central do capitulo 4, o qual trata de maneira

quantitativa a adsor¢ao de peptideos em membranas.



Capitulo 1

Prospeccio de peptideos relacionados a bradicinina (BRPs) da secrecao cutinea de

Phyllomedusa hypochondrialis (Amphibia)



1.1. Introducao
1.1.1. Sistema cinina-calicreina

A. Mamiferos

As cininas s3o oligopeptideos vasodilatadores que contém o nonapeptideo
bradicinina (BK) como parte de sua seqiiéncia. Estas possuem diferentes efeitos
fisiolégicos em mamiferos, incluindo a regulagdo da pressdo sangiiinea, funcdes renais e
cardiacas, sendo também associadas a complicagdes hipertensivas e inflamatérias (Regoli
e Barabe 1980). A producdo de BKs entra em ac@o a partir da ativacdo do fator XII (fator
de Hageman) presente no sangue. A ativagdo desse fator pode dar-se por injiria ou
mesmo artificialmente por particulas de vidro. O fator de Hageman, por sua vez, ativa a
enzima pré-calicreina plasmdtica gerando subseqiientemente BK a partir da degradacdo
do cininogénio de alta massa molecular (HMWK) (figura 1.1). A BK € rapidamente
degradada, principalmente na circulacdo pulmonar, pela acdo da carboxipeptidase N
(cininase I), da enzima conversora de angiotensina (cininase II) e da endopeptidase 24.11
(figura 1.2). Em humanos, o cininogénio pode sofrer splicing alternativo (processamento
pos-transcricional do RNAm) gerando o cininogénio de baixa massa molecular (LMWK),
o qual ¢ substrato da calicreina glandular ou tecidual, gerando lisil-bradicinina ([Lys]’-
BK), molécula também conhecida por calidina (Campbell 2000). Ao entrar na circulagdo
sanguinea essa molécula é rapidamente convertida em BK pela acdo de aminopeptidases

(Figura 1.1).

Ciene do cininogenio
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Figura 1.1. Gene do cininogénio € traduzido em cininogénio de baixa massa molecular
(LMWK) e em cininogénio de alta massa molecular (HMWK), os quais sdo degradados
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pelas calicreinas tecidual e plasmatica dando origem a calidina e a bradicinina,
respectivamente. Retirado e modificado de (Regoli e Barabe 1980).

R-P-P-G-F-5-P-F-R

#

Hele dyaila

Figura 1.2. Estrutura primaria da bradicinina e das regioes de clivagem enzimatica.
Retirado e modificado de (Regoli e Barabe 1980).

B. Répteis

O tratamento do plasma sangiiineo de alguns crocodilianos e quelénios com
particulas de vidro e inibidores de cininase gera um extrato com habilidade de contrair o
utero isolado de rato, indicando que o sangue desses animais possui componentes
andlogos aos do sistema cinina-calicreina de mamiferos (Conlon 1999). Alguns trabalhos
demonstraram que a treonina-6 bradicinina ([Thr]®-BK) pode ser isolada do sangue de
répteis em grande quantidade e reforcam esta hipdtese (Araujo et al. 1996; Conlon 1999).

A existéncia de um sistema cinina-calicreina em serpentes niao foi demonstrada
inequivocamente, pois a adi¢do de particulas de vidro em seus plasmas sangiiineos ndao
gerou peptideos com atividade detectdvel em bioensaios farmacoldgicos convencionais
(preparacdes de musculatura lisa de mamiferos) (Regoli e Barabe 1980). Porém,
demonstrou-se que a incubacdo do plasma de Bothrops jararaca com tripsina gera um
peptideo hipotensivo capaz de contrair sua propria musculatura uterina, mas inativo em
preparacdes de mamiferos (Conlon 1999). Estes resultados demonstram que serpentes e
mamiferos possuem cininas estrutural e funcionalmente diferentes. Acredita-se também
que as serpentes ndo possuam um componente andlogo ao fator XII, proteina cuja
ativacdo com particulas de vidro deflagra a cascata de produ¢do de cininas em mamiferos
(Conlon 1999). Outros estudos relatam que a obtencdo de peptideos com atividade

hipotensora em colubrideos e viperideos foi possivel apenas pela desnaturacao por calor e
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digestao das proteinas plasmaticas com tripsina, gerando valina-1, treonina-6 bradicinina
([Val]l,[Thr]6—BK) (Galli et al. 2005). Tratamento similar com o plasma sangiiineo de
lagartos revelou que alguns deles, como o lagarto monitor (Varanus grayi), apresentam
[Thr]®-BK como principal cinina plasmatica, enquanto outros apresentam ainda andlogos

como leucina-2, treonina-6 bradicinina ([Leu]z,[Thr]6—BK) (Conlon 1999).

C. Anfibios

O tratamento do plasma sangiiineo de anuros com particulas de vidro e tripsina
ndo foi capaz de gerar moléculas com atividade constritora. Porém, quando calicreina de
mamifero foi adicionada ao plasma de salamandras, angiotensinas foram geradas, mas
sem formar nenhuma molécula da familia das BK (Conlon 1999). Trabalhos mais
recentes demonstraram que o peptideo fenilalanina-1, isoleucina-2, treonina-6-bradicinina
([Phe]1,[Ile]2,[Thr]6—BK) pode ser isolado do plasma de algumas salamandras, mas nao
estd claro se o mesmo provém da clivagem de uma proteina como o cininogénio (Li et al.

1998; Conlon 1999).

1.1.2. Receptores de bradicinina

Atualmente, sdo conhecidos dois receptores de bradicinina em mamiferos, os
receptores By e B,, Porém, existem evidéncias de que o receptor B, é, na verdade, um
grupo heterogéneo. Este é expresso em situacdes fisiolégicas normais, tendo como
agonistas as cininas, enquanto a expressdao do receptor B; estd associada a injdrias
teciduais e/ou mediante interacdo com endotoxinas bacterianas (Couture et al. 2001). O
receptor By possui maior afinidade por cininas degradadas por enzimas plasmaticas (e.g.
des-Arg’-bradicinina) que pela prépria BK. Ambos pertencem a familia de receptores
acoplados a proteinas-G (GPCRs), com sete hélices transmembranicas (Bockaert e Pin
1999). Ambos GPCRs tém provdvel homologia por compartilharem 36% de identidade
de estrutura primdria (Bockaert e Pin 1999). Os efeitos de sua ativacdo sdo indmeros,
dependendo do tipo celular no qual se encontram, podendo ir da via cldssica, com

ativacdo da proteina cinase-C e o decorrente aumento da concentracdo intracelular de
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Ca®™, até a ativacdo de algumas enzimas Map-cinase (Couture ef al. 2001). O receptor B,
estd envolvido na fase inicial da resposta dolorosa e inflamatéria, enquanto o receptor B,
estd envolvido na fase aguda, sendo sua expressdo persistente no sitio da inflamacdo
(Couture et al. 2001). Esses receptores estdo também envolvidos na reacdo hiperalgésica,
modulando a sensibilidade dos nocirreceptores a estimulos térmicos e mecanicos. Sua
ativacdo leva a secrecdo de prostaglandinas, citocinas e 6xido nitrico. Os receptores B e
B, sdo expressos nas membranas plasmaticas de neurdnios sensores, células endoteliais e
células do sistema imune, como mastécitos (Couture et al. 2001).

Somente dois receptores de BKs foram descritos em animais nao-mamiferos,
sendo todos também da familia das GPCRs. Um deles € o receptor de treonina-6, leucina-
8 bradicinina ([Thr]6,[Leu]8—BK), conhecida como ornitocinina, clonado de Gallus gallus
(Schroeder et al. 1997). Este receptor possui 49% de identidade com o receptor B, de
mamiferos e tem afinidade por ornitocinina somente e nao por BK. Peixes, como Danio
rerio também t€m um receptor ortélogo ao receptor B,, compartilhando com ele 35% de
identidade de estrutura primdria. Esse GPCR tem afinidade em concentracoes
nanomolares pelo andlogo de BK encontrado na truta, ([Arg]o,[Trp]s,[Leu]S—BK), por

ornitocinina e até afinidade residual por BK (Duner et al. 2002).

1.1.3. Acao de bradicinina mediada por receptores

Em mamiferos, a geracdo de BK e de [Lys]"-BK resulta em vasodilatacdo devido
ao decréscimo de resisténcia arteriolar, aumento da permeabilidade vascular,
broncoconstricdo e contracdo da musculatura lisa gastrointestinal e uterina. Sua agdo
também estimula a secrecdo renal de eletrdlitos, ativacdo dos neurOnios sensitivos
primdrios aferentes, secrecdo de citocinas, e possivelmente a inducdo de efeitos

mitogénicos (Conlon 1999).

A. Acoes no sistema cardiovascular

A acgdo de cininas, em especial BK, € bastante complexa. Numerosos estudos

indicam que ela varia de acordo com a espécie em estudo, o 6rgdo sob observacao, a dose
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de cinina aplicada e interferéncia de outras substancias vasoativas (Regoli e Barabe
1980). A administracdo endovenosa ou intra-arterial de BK induz uma queda reversivel
da pressdo sangiiinea decorrente da vasodilatacdo arteriolar e do decréscimo da
resisténcia periférica (Regoli e Barabe 1980). Essa resposta é mediada primariamente
pelo receptor B, e envolve a liberagdo de 6xido nitrico e prostaglandinas (Couture et al.
2001). O mesmo receptor € responsavel pela contracdo da musculatura lisa longitudinal
de ileos de porquinhos-da-india e de gatos, bioensaios “cldssicos” na caracterizagdo de
novos andlogos (Regoli e Barabe 1980). BK pode induzir tanto dilatagdo quanto

constri¢ao de arteriolas, sendo que a primeira é predominante em ensaios conduzidos in

vivo (Regoli e Barabe 1980; Couture et al. 2001).

B. Inflamacao

Existem evidéncias convincentes de que o cininogénio € degradado logo apés
injuria a tecidos (Couture et al. 2001). Sdo as cininas resultantes as responsdveis por
modular grande parte dos eventos em um processo inflamatério, como vasodilatagdo,
aumento da permeabilidade vascular, extravasamento de plasma, migracdo celular e
hiperalgesia (Couture et al. 2001). Cininas participam nao s6 da fase aguda do processo
inflamatério, mas também das fases tardias, devido a diminuicdo de sua taxa de
degradacdo causada pelo aumento do pH local. O receptor B, € o responsdvel pela
maioria dos efeitos farmacoldgicos relacionados a processos inflamatérios dirigidos por
BKs, ao menos nas fases iniciais. Acredita-se que em fases tardias estes sao
dessensibilizados enquanto a sintese do receptor B; é induzida (Regoli e Barabe 1980;

Couture et al. 2001)
C. Dor

As cininas formadas apds injdria ou trauma tecidual em um processo inflamatério
estdo entre os mediadores algogénicos enddgenos mais potentes conhecidos até o

momento (Couture et al. 2001). Esses peptideos participam diretamente na transmissao

da dor ao ativarem neur6nios sensitivos primdrios aferentes do tipo Ad e fibras C
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(Couture et al. 2001). BKs amplificam a sensibiliza¢do da regido devido a sua interagao
com outros mediadores inflamatérios. Assim como nos processos inflamatérios, os
receptores B, estdo envolvidos nas fases iniciais da indug@o de hiperalgesia, enquanto os
receptores B; estdo novamente associados a hipealgesia persistente (Regoli e Barabe

1980; Couture et al. 2001).

1.1.4. Analogos de bradicinina em venenos

Devido ao importante papel fisiolégico desempenhado pelo sistema cinina-
calicreina, varios animais venenosos e peconhentos adquiriram moléculas capazes de
influir em seu equilibrio. A sintese de peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs)
¢ muito comum em serpentes e em alguns escorpidoes (Hayashi e Camargo 2005). Estes
atuam aumentando o tempo de vida média das bradicininas no plasma sangiiineo ao
impedirem sua degradacdo por enzimas, como a enzima conversora de angiotensina
(ACE). Ao longo dos anos, vérias dessas moléculas foram descritas em serpentes como
B. jararaca e B. insularis, servindo como modelo para o desenho de uma nova geracdo de
drogas com potencial no tratamento da hipertensao (Fernandez et al. 2004).

Outra estratégia bastante comum em animais peconhentos € o acimulo e
inoculacdo de doses suprafisioldgicas de BRPs, como pode ser observado em vespas. A

picada de vespas induz inchago, avermelhamento, edema e dor intensa (Chen et al. 2002).

A. Diversidade de peptideos relacionados a bradicinina na pele de anfibios.

O primeiro BRP da secrecdo cutanea de anfibios foi isolado de Rana temporaria
em 1965. Isso ocorreu ndo muito apds a descoberta do hormdnio em mamiferos, em
1949, pelo pesquisador brasileiro Mauricio Rocha e Silva. A partir de entdo, varios BRPs
foram descritos, muitos deles isolados da secrecdo de anfibios (tabela 1.1). Moléculas
dessa familia foram isoladas de espécies de diversos continentes, como Africa, América,
Oceania e Europa (Conlon 1999). Assim, acredita-se que a o gene precursor dos BRPs
estava presente no ancestral dos anfibios mesmo antes da deriva dos continentes,

constituindo um caso evolutivamente andlogo ao dos peptideos antimicrobianos
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(Vanhoye et al. 2003). E geralmente aceito que estas moléculas, na secrecio cutinea de

anfibios, possuem alto valor adaptativo. Porém, nenhum estudo de nocaute dos genes que

codificam BRPs foi feito até o presente momento. A inexisténcia comprovada de um

sistema cinina-calicreina em anfibios, assim como a insensibilidade de preparacdes de

sua musculatura lisa aos BRPs em sua pele, indicam que estes possuem uma funcao

distinta da regulacdo de fungdes cardiovasculares endégenas. BRPs sdao reconhecidos

como parte de um sistema de defesa contra predadores, que inclui a sintese de varios

outros analogos de hormonios (Conlon 1999).

Tabela 1.1. Diversidade de BRPs encontrados na secrec¢do de anfibios.

[Ala]’,[Thr]®-BK
[Val]',[Thr]’,[Thr]®>-BK
BK

Des-Argg-BK
[Hyp]’-BK
[Hyp]’-des-Arg’-BK
[Thr]®-BK
[Hyp]®,[Thr]>-BK
Bradicinil-VD
[Val]',[Thr]®-BK
Ranacinina O
Maximacinina
Filocinina
[Hyp]’-filocinina
[Thr]®filoocinina
[Hyp]®,[Thr]’-filocinina
Bradicinil-TA
Bradicinil-TAPASTL
Bradicinil-TAPASIL
Ranacinina N
IR-Bradicinil-LR
IR-Bradicinil-LRIA
AGIR-Bradicinil-LR
AGIR-Bradicinil-LRIA
GVIPLL-BK

RPAGFTPFR
VPTGFTPFR

RPPGFSPFR

RPPGFSPF
RP(Hyp)GFSPFR
RP(Hyp)GFSPF
RPPGFTPFR
RP(Hyp)GFTPFR
RPPGFSPFRVD
VPPGFTPFR
RPPGFSPFRGKFH
DLPKINRKGPRPPGFSPFR
RPPGFSPFRIY (SO;H)
RP(Hyp)GFSPFRIY (SO;H)
RPPGFTPFRIY (S0;H)
RP(Hyp)GFTPFRIY (S0;H)
RPPGFSPFRIA
RPPGFSPFRIAPASTL
RPPGFSPFRIAPASIL
RPPGFSPFRVAPAS
IRRPPGFSPLR
IRRPPGFSPLRIA
AGIRRPPGFSPLR
AGIRRPPGFSPLRIA
GVIPLLRPPGFSPFR
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AR-10 APVPGLSPFR

AV-12 APVPGLSPFRVV

Bombinacinina M DLPKINRKGPRPPGFSPFR
Seqiiéncias obtidas a partir de busca por bradicininas no banco de dados Swiss-prot

(http://www.expasy.org) até o ano de 2007.

O peptideo filocinina foi isolado pela primeira vez da secrecao cutanea do anfibio
sul-americano Phyllomedusa rhodei em 1966, pelo grupo do Dr. Vittorio Erspamer,
(Erspamer 1994). Durante anos, a presenca de BRPs em anfibios do género
Phyllomedusa ficou restrita as filocininas, provavelmente por serem as cininas
majoritariamente expressas. Soma-se a isto a caréncia de técnicas com poder analitico
capaz de detec¢do de moléculas menos abundantes. As filocininas possuem um C-
terminal extendido com relacdo a BK, caracterizando-se por um residuo de tirosina
freqiientemente sujeito a sulfacdo. O papel do grupo sulfato na atividade bioldgica de
filocininas ainda € controverso, jd que a forma sulfatada tem atividade de mesma
magnitude ou de poténcia superior ou inferior de até trés vezes quando comparada a

forma nao-sulfatada (Chen e Shaw 2003).

1.1.5. Justificativa e objetivos especificos

A prospeccdo de moléculas bioativas atingiu um novo nivel com o
desenvolvimento das técnicas protedmicas, principalmente da espectrometria de massa. A
resolucdo e sensibilidade dos equipamentos aceleraram o processo de obtencdo de
seqiiéncias peptidicas e assim mudaram o foco de investigacdao de moléculas individuais
para familias, como no caso dos BRPs. Embora j4 tenha sido postulado que a variedade
de BRPs na pele de anfibios seja conseqii€éncia da variedade de predadores com que co-
habitam (Conlon 1999), isto nunca foi demonstrado. A contribuicdo deste trabalho &
determinar a variabilidade de BRPs na secrecdo cutanea de P. hypochondrialis, e assim
oferecer elementos que contibuam para esta hipétese. Dado este cendrio, os objetivos

especificos do presente trabalho sdo:
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Isolar e identificar o maior nimero possivel de BRPs da secrecdo cutanea de P.
hypochondrialis;

Testar a capacidade e resolucdo dos espectrometros de massa de identificar e
discernir modifica¢des pds-traducionais (PTMs) freqiientes em BRPs;

Identificar BRPs em um fragmento de pele de P. hypochondrialis pela técnica de
obtencdo de imagens por espectrometria de massa (MALDI-imaging);

Testar a capacidade de contracdo de musculatura lisa e interacdo com receptores

de BK de no minimo um dos BRPs identificados.
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1.2. Material e métodos

A. Coleta da secreciao cutanea. Espécimes adultos de Phyllomedusa hypochondrialis de
ambos os sexos foram coletados nas regides do Parand e de Balsas, ambas no estado do
Tocantins. O nimero de licenca do IBAMA para coleta € 097/96-DIFAS e o nimero do
processo € 0637/91 A.C.

B. Purificacdo dos peptideos. A secre¢do cutinea foi obtida pela estimulacdo elétrica
branda (6-9 V) das glandulas granulares da pele de P. hypochondrialis e coletada em
agua filtrada (Millex 0,45 pm) como um extrato soluvel. Este foi entdo filtrado em papel
de filtro de fibra de celulose, congelado e liofilizado (Centrivap concentrator, Labconco,
Kansas City, MO). O extrato total foi re-solubilizado em 0,1 % 4cido
trifluoroacético/dgua (por volume) e fracionado em um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia - HPLC (Shimadzu Co., Kyoto, Japan) usando uma coluna semi-
preparativa de fase reversa Vydac 218TP510 (C;s) (10 mm/250 mm) equilibrada com 0,1
% TFA com gradiente de 0,1 % TFA em acetonitrila em um fluxo de 2,5 mL.min". A
absorbancia da amostra foi monitorada a 216 e 280 nm e as fracdes foram coletadas
manualmente. Fragdes contendo peptideos de interesse foram re-cromatografadas usando
as colunas Vydac 218TP54 (C;g), Source 5 RPC ST 4,6 mm/150 mm (poliestirno/divinil
benzeno) e URPC ST 4,6 mm/100 mm (ambas GE Healthcare, Waukesha, WI) utilizando

gradientes otimizados.

C. Degradaciao de EDMAN. Seqiienciamento automdtico N-terminal das BKs foi feito
no sequenciador de proteinas e peptideos PPSQ-23 (Shimadzu Co.) seguindo as

instrucdes do fabricante.

D. Alinhamento de seqiiéncias. Buscas de similaridade das BKs foram feitas utilizando
o programa FASTA 3 do Expasy Molecular Server (www.expasy.net). Alinhamentos dos
grupos de seqiiéncias foram feitos utilizando as ferramentas de alinhamento multiplo do
CLUSTAL W, disponiveis no programa BioEdit V. 7.0.4.1
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
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E. Geraciao de imagens por espectrometria de massa de dessorcio/ionizacio de
matriz assistida por laser (MALDI - IMS). A pele dorsal de P. hypochondrialis foi
dissecada e fragmentos de 1-2 mm? foram secadas 2 temperatura ambiente sob um slide
de vidro durante 10 minutos antes da andlise por IMS. Fragmentos de tecido foram
posicionados de forma que o limen das glandulas pudesse ser visualizado sem
seccionamento. Imagens de microscopia de luz foram capturadas, e com o auxilio de um
forceps, os fragmentos de tecido foram diretamente ligados a placa de MALDI por uma
fita adesiva dupla face. Apds isso, gotas (0,5 uL) de 4cido a-cyano-4-hydroxicindmico
foram aplicadas. Apds a secagem a condi¢do ambiente, perfis moleculares dos ions foram
obtidos usando um espectrometro Voyager DE STR MALDI-TOF/MS (ABI,
Framingham, MA). Varreduras automaticas foram realizadas usando o software MALDI
MS Imaging Tool. O laser pulsado de N, foi usado para varrer a superficie da amostra em
passos de 50 pum. Espectros globais foram gerados a partir de espectros individuais
obtidos dando quinze tiros em cada posi¢cdo. O “software” de andlise funcional de
imagens BioMap 3x foi utilizado para a geracdo mapas de ions baseados na sua
intensidade dos componentes moleculares na amplitude de 1000 a 1700 para a anélise de
bradicininas e de 2000-3500 para dermaseptinas. Perfis de co-localizacdo foram gerados

usando o software BioMap.

F. Andlise por espectrometria de massa (MS) e seqiienciamento de novo. Peptideos
foram analisados por MALDI-TOF MS e MS/MS usando um espectrometro ABI 4700
Proteomics Analyzer com 6ptica TOF-TOF (Applied Biosystems, Framingham, MA). As
amostras foram misturadas com uma solu¢do saturada de matriz dcido O-cyano-4-
hydroxicindmico em acetonitrila e TFA a 3 % (5/1 v/v) e aplicadas em uma placa de
MALDI. Os espectros em modo MS e MS/MS foram obtidos no modo refletor com
calibracdo externa, usando a mistura de calibracdo 4700 Standard kit (Applied
Biosystems). O seqiienciamento de novo dos peptideos foi realizado através da
fragmentacdo do precursor, usando N, como gés indutor de dissociacdo; a pressdo da
célula de colisdo foi mantida em 2,8 x 10 ® torr. Andlises por ionizagdo eletrospray (ESI)

foram realizadas em um espectrometro de massa Q-TOF Ultima API (Waters,
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Manchester, UK) operando em modo W. Uma mixtura de dgua/metanol/acido acético
(50/50/0,1) enriquecida pela amostra foi aplicada a um fluxo de 2 uL.min™. As voltagens
de cone e do capilar foram ajustadas para 2,8 kV e 30 V, respectivamente. Para os
experimentos de MS/MS, a voltagem da célula de colisdo foi ajustada entre 30 e 70 eV.
Experimentos de CapLC (Waters, Manchester, UK) foram feitos em uma coluna
microbore Symmetry® Cis Sum (0.32 mm /150 mm) a um fluxo constante de 1uL.min"
em um gradiente de 5 a 100% de reagente B em 400 minutos. Fases méveis foram uma
mistura de 4gua/acetonitrila/TFA nas propor¢des de 90/10/0,1 e 10/90/0,1, para os
reagentes A e B, respectivamente. A detecc@o das massas foi realizada em modo ESI+ em

um Q-ToF Ultima API operando em modo W pelo método de aquisicio DDA Survey.

G. Determinacéo da sulfataciio de [Hyp]’-filocinina. O peptideo [Hyp]’-filocinina foi
incubado com D,0/CD;OD/CDs;COOD (50/50/0,1) por 10 minutos, tempo suficiente
para a troca completa de H/D (dados nao mostrados). Experimentos MS/MS foram
conduzidos usando os parametros previamente descritos para andlise no espectrometro de

massa Q-ToF Ultima API.

H. Sintese do peptideo [Val]',[ Thr]®-Bradicinil-QS. O peptideo Val-Hyp-Pro-Gly-Phe-
Thr-Pro-Phe-Arg-Gln-Ser foi sintetizado manualmente de acordo com a estratégia padrao
Boc/Bzl (Barany & Merrifield 1980; Atherton & Sheppard 1989). A resina Boc (Bzl)-
Ser-PAM foi usada como suporte sélido e os grupos protetores de cadeia lateral utilizados
foram: Bzl (para Thr e Ser) e Tos (Arg). Ap6s a purificagdo em HPLC, a homogeneidade
dos peptideos foi comprovada por HPLC analitico (Waters), espectrometria de massa em
um sistema RP-HPLC/MS (Micromass) e andlise de aminoacidos (Biochrom 20 Plus, GE

Healthcare).

I. Cultura de células e transfeccoes. Células de ovario de cobaia (CHO) foram
cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de
soro fetal bovino e crescidas em ambiente contendo 5% de CO,. O plasmideo usado para
a expressdo do receptor B, foi permanentemente transfectado para as células CHO

usando lipofectina® (Life Technologies, Gaithersburg, MD), conforme instru¢des do
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fabricante. Células transformadas foram selecionadas através da adicdo de G418 (500

mg.mL™") em DMEM.

J. Andlise microfisiométrica da interaciao de [Val]',[Thr]*-Bradicinil-QS e BK com
receptores B,. Células expressando o receptor B, foram transferidas para ‘transwells”
feitos de membranas de policarbonato com 12 mm de didmetro e 3 mm de poro (5 x 10
células/poco). Um microfisiometro (Molecular Devices, Sunnyvale CA, U.S.A.) foi
utilizado para a mensuragdo da taxa de acidificagdo do microambiente extracelular devido
a atividade metabdlica celular (Chen er al. 2000; Santos et al. 2004). Células nos
‘transwells” foram permeadas com meio DMM, pH 7,4 contendo 0,1% de BSA e 44,4
mmol.L" de NaCl com uma bomba peristéltica alternando ciclos de permeagdo a 100
pL.min'1 (100s) e pausas (20s). Durante a estimulac¢do, o meio foi trocado por DMEM
contendo as BRPs em concentracdes que variaram de 10° M a 10° M. Experimentos
foram realizados em quadruplicata e as curvas dose-resposta geradas foram analisadas
por meio de regressao ndo-linear usando o “software” PRISM 3.02 (Graph-Pad Software,

San Diego, CA, U.S.A)).

K. Ensaios com musculatura lisa. Cobaias fémea (Cricetulus griseus) foram mortos por
decapitagdo (procedimento de acordo com o Comité de Etica Animal da Escola Paulista
de Medicina) e a porcdo terminal de 20 cm do ileo foi removida e lavada em solucdo
tirodo (NaCl 137 mmol.L"!, KC1 2,7 mmol.L", CaCl, 1,4 mmol.L", MgCl, 0,5 mmol.L™",
NaHCO; 12 mmol.L’l, NaH,PO, 0,4 mmol.L! e d-glicose 5,6 mmol.L’l). Segmentos de 3
cm foram cortados e montados em camaras de 5 mL contendo a solucdo de tirodo e
borbulhada com uma mistura gasosa de 95% de O, e 5% of CO,. Apds um periodo de
equilibrio de 2 h, respostas isométricas foram gravadas com a adicdo de BK e
[Val]l,[Thr]6-Bradicinil-QS entre 10°Ma 10° M por meio de um sistema de registro de
contratilidade (Hewlett-Packard FTA-100) e um potencidometro (ECB RB-102). Os
experimentos foram realizados em duplicata e as curvas dose-resposta geradas foram
analisadas através de regressao nao-linear usando o software PRISM 3.02 (Graph-Pad

Software, San Diego, CA, U.S.A.).
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1.3. Resultados

1.3.1. Purificacdo dos BRPs e analise de estrutura primaria. Extrato total da secregdo
cutanea de P. hypochondrialis foi fracionado por cromatografia liquida de alta efici€éncia
de fase reversa (RP-HPLC) em uma coluna semi-preparativa. Em paralelo, parte do
extrato foi utilizado para experimentos de CapLC/Q-TOF para a complementacdo dos
estudos de identificacdo/seqiienciamento das moléculas. Fracdes contendo BRPs estdao
indicadas em ambos os cromatrogramas resultantes da andlise em HPLC e CapLC
(Figuras 1.3A e 1.3B, respectivamente). Fracdes cromatograficas com tempos de retencao
caracteristicos a peptideos da familia das BKs foram analisados de forma mais minuciosa.
Novos andlogos foram seqiienciados de novo por espectrometria de massa (MS/MS) e
também tiveram suas fracOes cromatogréficas sujeitas a purificacdo até homogeneidade
para o seqiienciamento via degradacdo N-terminal e confirmacdo de modificagdes pds-
traducionais (PTMs). As seqiiéncias foram categorizadas de acordo com sua similaridade
estrutural com as principais BKs do plasma sangiiineo de alguns grupos de animais

(Conlon 1999), e estao listadas na tabela 1.2.

A. Anilogos de BK de mamiferos. Os peptideos [Thr]®-BK, [Hyp]’-BK, e
[Hyp!®,[Thr]®-bradicinina, com [M+H]* = 1074,57, 1076,56 Da, e 1090,60 Da (nio
mostrado), respectivamente, foram identificados (figura 1.4). Esses foram agrupados,
junto com o BRP truncado des—Arg—[Thr]6—BK, [M+H] = 918,50 Da (ndo mostrado) sob

o nome de bradicininas de mamiferos.

B. Analogos [Val]',[Thr]®-BK, ou BKs de serpentes. Os BRPs [Val]',[Thr]®-BK,
[M+H]" = 1017,57 Da, e sua forma clivada, des—Arg—[Val]1,[Thr]6—BK, [M+H]" = 861,47
Da e também [Val]',[Hyp]%[Thr]’>-BK, [M+H]" = 1033,58 Da foram identificados na
secrecdo de P. hypochondrialis (figura 1.5). Enquanto o primeiro j& havia sido descrito
como a principal cinina no plasma sangiiineo de algumas serpentes e na secre¢do cutanea
de algunas anfibios, como Rana nigromaculata, essa é a primeira vez que uma forma

hidroxiprolinada, como [Val]',[Hyp]?,[Thr]®-BK, ¢ descrita (Conlon 1999).
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Figura 1.3. Fracionamento do extrato total de P. hypochondrialis. A. A amostra foi
injetada (250 pL) em uma coluna C;g Vydac 218TP510 equilibrada com TFA a 0,1%.
Eluicdo foi feita usando uma solucdo de acetonitrila/TFA 0,1% em um fluxo de 2,5
mL.min". A linha reta retrata a variacdo da concentracdo de acetonitrila. A absorbancia
foi monitorada simultaneamente em dois comprimentos de onda (216 and 280 nm). B.
Cromatograma de CapLC/MS do extrato total da secre¢dao cutanea em modo survey,
usando um gradiente linear de 5-100% de solvente B em 140 minutos. Em ambos
experimentos, as BRPs encontradas e as fracdes correspondentes estao indicadas
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Tabela 1.2. BRPs na secrecdo cutinea de P. hypochondrialis

Analogos de BK Sequéncia Massa monoisotopica
[Thr]®-Brad RPPGFTPFR 1074,58
Des-Arg-[Thr]®-Brad RPPGFTPF 918,48
[Hyp]*-Brad RPPGFSPFR 1076,60
[Hyp]®,[ Thr]®-Brad RPPGFTPFR 1090,62
[Val]',[Thr]® BKs

[Val]',[Thr]®-Brad VPPGFTPFR 1017,55
Des-Arg-[Val]',[Thr]®-Brad VPPGFTPF 861,45
[Val]',[Hyp]*[Thr]®-Brad VPPGFTPFER 1033,58
[Val]',[Thr]®-Bradicinil-QS VPPGFTPFRQS 1232,64
[Val]',[Hyp]* [Thr]®- Bradicinil -Q VPPGFTPFRQ 1161,64
[Val]',[Hyp]>[Thr]®- Bradicinil 1-QS VPPGFTPFRQS 1248.,67
[Val]',[Thr]° Bradicinil -VD VPPGETPFRVD 1231,74
[Val]',[Hyp]* [Thr]®- Bradicinil -VD VPPGFTPFRVD 1247,74
Filocininas

Filocinina RPPGFSPFRIY 1336,72
Filocinina sulfatada RPPGFSPFRIY (HSO;) 1416,68
[Thr]® - Filocinina RPPGFTPFRIY 1350,73
[Thr]® — Filocinina sulfatada RPPGFTPFRIY (HSO;) 1430,70
[Hyp]3 - Filocinina RPPGFSPFRIY 1352,75
[Hyp]3 — Filocinina sulfatada RPPGFSPFRIY (HSO;) 143271

* Prolinas sublinhadas (P) indicam que as mesmas encontram-se hidroxiladas.

Virios andlogos que apresentam similaridade de seqiiéncia com BKs de serpentes
mas com extensdes C-terminais foram descritos pela primeira vez, e estdo listados
abaixo. Os espectros de MS/MS obtidos a partir da fragmentacdo de [Val]l,[Hyp]z,[Thr](’—
bradicinil-QS, [M+H]" = 1248,62 Da, [Val]1,[Thr]6—bradicinil—QS, [M+H]" = 1232,63 Da
e [Val]',[Hyp]?,[Thr]®-bradicinil-Q, [M+H]" = 1161,60 Da estio demonstrados na figura
1.6. Outras formas extendidas, como [Val]1,[Thr]6—bradicini1—VD, [M+H]" = 1231,74 Da,
e [Val]1,[Hyp]z,[Thr]6—bradicinil—VD, [M+H]" = 1247,74 também estdo presentes (Figura
1.7).

25



Bi = P oo P Qe P ew e e B B i
A R ; P T F 0 [F __F U
- e : e
; ey
. 5
. -
§. |.r|I|l§ :
] ks
= I
] : |
- |
!
oo
0 T ams
.. : .8 F : R i
B [ F P 8 F L Hyp P R ;m.r:,.
o ; ' B gy ;
iz i
L THE
L= am ¥ A 0 o o *E wn 1002

Figura 1.4. Seqiienciamento de novo de [Thr]%-bradcinina e [Hyp]3-bradicinina. A.
Seqilienciamento de [Thr]6—bradcinina, [M+H]" = 1074.58 Da e B. [Hyp]3—bradicinina,
[M+H]" = 1076.60 Da. Os fragmentos permitiram o reconhecimento completo das séries
de ions y e b. As seqiiéncias peptidicas usando o cddigo de uma letra estdo indicadas na
parte superior de cada gréafico.
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Figura 1.5. Seqiienciamento de novo de [Val]1,[Thr]6-Bradicinina e
[Val]l,[Hyp]z,[Thr] -Bradicinina. A. Seqiienciamento de [Val]1,[Thr]6-Bradicinina,
[M+H]" = 1017,55 Da e B. [Val]',[Hyp]*,[Thr]°-Bradicinina, [M+H]* = 1033,58 Da. Os
fragmentos permitiram o reconhecimento completo das séries de fons y e b. As
seqiiéncias peptidicas usando o cddigo de uma letra estdo indicadas na parte superior de
cada gréfico.
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C. Filocininas. P. hypochondrialis também sintetiza e secreta alguns dos andlogos de
filocininas encontrados em outros Phyllomedusineos. O espectro de MS/MS para os
peptideos filocinina, [M+H]" = 1416,70 Da, [Hyp]’-Filocinina, [M+H]" = 1432,69 Da, e
[Thr]6—Filocinina, [M+H]" = 1430,70 Da, todos em suas formas O-sulfatadas estdo

demonstrados na Figura 1.8 (Erspamer et al. 1985; Chen e Shaw 2003).

1.3.2. Analise de modificacoes pos-traducionais.

A. Hidroxiprolina. Residuos de hidroxiprolina possuem uma massa monoisotdpica
quase indistingiiivel dos residuos de leucina/isoleucina (113,048 Da e 113,084 Da,
respectivamente), e estas diferencas nio podem ser resolvidas nas séries de ions
principais (séries y € b). Assim, sua discriminacio neste estudo foi embasada na analise
monoisotopica dos principais fons imonios obtidos na fragmentacao de cada peptideo. A
figura 1.9A demonstra que se considerarmos o principal imdnio de prolina ((M+H]" =
70,072) como referéncia, imonios de hidroxiprolina apresentardo massa experimental de
[M+H]" = 86,070 Da (calculada, [M+H]" = 86,061 Da), enquanto imdnios de
leucina/isoleucina tém uma massa experimental de [M+H]" = 86,110 Da (calculada,
[M+H]" = 86,097 Da). H4 ainda uma notdvel diferenca na intensidade dos fons, indicando
uma maior estabilidade do imoénio de hidroxiprolina. A figura 1.9B esquematiza o
seqilienciamento por degradacdao de EDMAN do peptideo [Val]1,[Hyp]z,[Thr]6—bradicinil—
QS, usado como modelo. Fica claro que o tempo de retengdo para o segundo residuo
difere do esperado para residuos de prolina ou leucina/isoleucina, gerando um residuo de
aminodcido que ndo consta nos padrdes. Este pico foi identificado como resultante da

derivatizacdo da hidroxiprolina (Steen € Mann 2002).
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Figura 1.6. Seqiienciamento de novo de [Val]',[Hyp]’,[Thr]®-bradicnil-QS,
[Val]1,[Thr]6-bradicinil-QS e [Val]1,[Hyp]2,[Thr]6-bradicinil-Q. A. Seqiienciamento
de [Val]',[Hyp]%[Thr]®-bradicnil-QS, [M+H]* = 1248,67 Da, B. [Val]',[Thr]°-bradicinil-
QS, [M+H]* = 1232,64 Da e C. [Val]',[Hyp]* [Thr]®-bradicinil-Q, [M+H]" = 1161,64 Da.
Os fragmentos permitiram o reconhecimento completo das séries de ifons y € b. As
sequéncias peptidicas usando o cédigo de uma letra estdo indicadas na parte superior.
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Figura 1.7. Segiienciamento de novo de [Vall',[Hyp]*[Thr]®-bradicinil-VD e
[Val]',[Hypl’,[Thr]*-bradicinil-VD. A. Segiienciamento de [Val]',[Hyp]*,[Thr]’-
bradicnil-VD, [M+H]" = 1231,74 Da, B. [Val]',[Thr]®-bradicnil-VD, [M+H]* = 1247,74
Da. Os fragmentos permitiram o reconhecimento completo das séries de fons y e b. As
sequéncias peptidicas usando o c6digo de uma letra estdo indicadas na parte superior.

30



B e e It = L)
¥i o 'k ' _L_'I_+£|._L_L_I_m|.._
A s ’
r
B
C

Figura 1.8. Seqiienciamento de novo de [Thr]’filocinina, [Hyp]3-filocinina e
filocinina, todas sulfatadas. A. Seqiienciamento de [Thr]6—filocinina, [M+H]" = 1430,70
Da, B. [Hyp]3-filocinina, [M+H]" = 1432,71 Da e C. Filocinina, [M+H]* = 1416,68 Da.
Os fragmentos permitiram o reconhecimento completo das séries de ifons y € b. As
sequéncias peptidicas usando o cédigo de uma letra estdo indicadas na parte superior.

31



Imdnio de Hip

-

AT

= C_H HG
i [+ Y= BLSEY Ba

i Imdata & le
" . T ] @

: o

| CHN
* smmmn < i i+ T BT B

. Imdnio & Lea

Hidroxipoling
Valina

] Temrypes dwmm

Figura 1.9. Determinacao de hidroxiprolinacao. A. Espectro de massa demonstrando
que os residuos de leucina/isoleucina (iménios = [M+H]" ... = 86,097 Da e [M+H]+exp =
86.109 Da) e hidroxiprolina (imdnios = [M+H] e = 86,061 Da e [M+H] e, = 86,070
Da) podem ser distinguidos em BRPs pela andlise de massa dos imdnios. B. Degradacgdo
N-terminal dos 3 primeiros residuos do peptideo [Val]',[Hyp]®[Thr]®-bradykinyl-QS,
demonstrando que a hidroxiprolina derivatizada possui um tempo de retencdo distinto de
outros residuos presentes em padrdes.
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B. Sulfatacdo de filocininas. Residuos de tirosina sulfatados (acréscimo de [M+H]" =
79,957 Da) e fosforilados ([M+H]" = 79.966 Da) sdo comuns em proteinas, porém
infreqiientes em peptideos, existindo somente em alguns hormonios (Chen e Shaw 2003).
Apesar de ter ocorréncia identificivel por MS, sua distingdo ndo pode ser feita pela
fragmentacdo peptidica convencional, pois suas massas divergem somente em mili
Daltons. A figura 1.10 ilustra uma estratégia baseada em MS, distinta de metodologias
convencionais como FT-IR e espectroscopia de RMN, para a discriminacdo entre
sulfatacao e fosforilagdo usando o peptideo [Hyp]3 -filocinina como modelo (Steen et al.
2001; Kanakubo e Isobe 2004). Esta estratégia tem base na diferenca de massa ((M+H]*
= 79,95 Da) obtida na fragmentacio da molécula monocarregada de [Hyp]’-filocinina em
relacdo a sua forma ndo sulfatada, comparada com as mesmas diferencas quando sdao
utilizados solventes deuterados ([M+D]" = 79.96 Da). Caso essas diferencas de massa
fossem resultantes da perda do grupo fosforil, haveria o acréscimo de 1 Da,
correspondente a incorporacdo de um atomo de deutério. J4 o grupamento sulfonil ndo
troca 4&tomos com o solvente, permanecendo a mesma diferenca independente do is6topo

em questdo (Kanakubo e Isobe 2004).

1.3.3. Deteccao de BRPs na pele de P. hypochondrialis e sua distribuicao espacial.
Metodologias convencionais de caracterizagdo molecular como cromatografia e
espectrometria de massa requerem que as amostras sejam homogeneizadas antes de sua
andlise. Assim, informagdes morfoldgicas e fisioldgicas relevantes podem perder-se no
processo. Outros métodos, como hibridizacdo e imunohistoquimica ret€ém aspectos
morfolégico-funcionais, mas ndo permitem andlises em larga escala. A técnica de
imagens por espectrometria de massa (IMS) da pele de anfibios introduz a possibilidade
de obter espectros de fons moleculares em condi¢des proximas as nativas. O baixo grau
de manipulag¢do do material bioldgico torna a técnica adequada ao estudo de componentes
de baixa massa molecular e suas possiveis PTMs (Schwartz et al. 2003; Chaurand et al.
2004). Um fragmento de pele dorsal de um espécime de P. hypochondrialis foi dissecado,
conforme representado nas figuras 1.11A e 1.11B. O mesmo fragmento foi montado em
uma placa de MALDI e espectros foram obtidos na drea indicada (Figura 1.11B, caixa

verde). A soma dos espectros pontuais forma o espectro global (Figura 1.11C) dos
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componentes detectados na faixa de massa dos BRPs (m/z = 1000-1700 Da). A figura
1.11C demonstra que a técnica de IMS foi capaz de detectar grande parte das filocininas
descritas, provavelmente por estas representarem a maior parte das cininas em P.
hypochondrialis. Contudo, ela falhou em andlogos menos concentrados. Fica evidente
que filocininas estdo presentes, mesmo em condi¢des nativas, nas formas sulfatada e nao
sulfatada. Nota-se que essa ndo é uma regra, ja que [Val]',[Hyp]*,[Thr]®-bradicinil-QS foi
predominantemente encontrado em sua forma hidroxiprolinada enquanto o peptideo
[Val]1,[Thr]6—bradicinil—QS nio foi detectado. Perfis de distribuicdo espacial de BRPs
foram gerados para relacionar a ocorréncia de peptideos em determinadas areas da pele.
A relacdo entre a posicdo das glandulas e a expressdo protéica € demonstrada pela
superposicdo da figura 1.11D, a qual € uma magnificacdo da drea analisada por IMS (uma
figura de microscopia de luz). A figura 1.11E é o co-registro entre a imagem de
microscopia de luz e a localizagdo por MALDI IMS de uma molécula de m/z = 6121,
usada como referéncia. As figuras 1.11F-N mostram a distribuicao espacial de todas as
BRPs detectadas no fragmento de pele. Percebe-se que filocininas sulfatadas e ndo
sulfatadas possuem perfis espacias em parte sobrepostas, indicando que estas sdo

sintetizadas pelas mesmas glandulas.

1.3.4. Determinaciio da atividade biolégica de [Val]',[Hyp]’,[Thr]’-bradicinil-QS.
[Val]1,[Hyp]z,[Thr]6—bradicinil—QS sintético ¢ BK humana ativaram o receptor B,
expresso em cultura e produziram contragdo de musculatura lisa em preparagdes de
porquinho-da-india de forma dose-dependente (Figura 1.12). Em ambos os ensaios, a BK
de mamiferos foi aproximadamente duas ordens de magnitude mais potente que o
andlogo encontrado em P. hypochondrialis. Enquanto BK induziu 50% de aumento na
taxa de acidificacio do meio na concentracio de aproximadamente 10° M,
[Val]1,[Hyp]z,[Thr]6—bradicinil—QS teve o mesmo efeito somente na concentragao de 107
M. J4 em preparagdo de ileo de porquinho-da-india, BK produziu 50% de contracdo na
concentracio de 3 x 10®M, enquanto o andlogo sintético produziu o mesmo efeito
somente quando cem vezes mais concentrado (3 x 10°M). Isto indica que a afinidade de
[Val]1,[Hyp]z,[Thr]6—bradicinil—QS pelos receptores B, € residual e resultante da

identidade de estrutura priméria compartilhada com BK.
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Figura 1.10. Determinacio de sulfacio em [Hyp]’-filocinina. Fragmentacdo do fon precursor de [M+H]* = 1432,68 Da gera um
pico em [M+H]" = 1352,74 Da, correspondente a perda de 79,95 Da. Usando solventes deuterados, [Hyp]3-filocinina incorpora 16,23
Da, resultando em [M+D]" = 1448,93 Da, que gera um pico a 79,96 Da de distancia do primeiro ((M+D]* = 1368,96 Da) quando
fragmentado. A permanéncia da diferenca de massa de 79,96 Da corresponde a uma sulfatagdo, pois grupos fosforil sdo incrementados

em 1 Da quando deuterados.
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Figura 1.11. Analise de imagens por MALDI da pele de P. hypochondrialis. A.
Espécime adulto de P. hypochondrialis. B. Micrografia de luz de um pequeno fragmento
de pele onde a 4rea cuja imagem foi construida estd indicada. C. Espectro global dos ions
detectados; aqueles identificados como BRPs sdo indicados. D. Magnificac@o da drea que
analisada. E. Co-localizacdo de glandulas e da molécula marcadora (m/z = 6121 Da)
usada para o alinhamento espacial das BRPs. Imagens espectrais de massa de F. [Hyp]’-
filocinina, G. .[Thr]6—filocinina, H. [Hyp]3—filocinina sulfatada, L. [Thr]6—filocinina
sulfatada, J. [Hyp]3—filocinina + [Hyp]3—filocinina sulfatada, K. .[Thr]6—filocinina +
[Thr]6—filocinina sulfatada, L. [Thr]s—bradicinina e M. [Val]1,[Hyp]2,[Thr]6—bradicinil—QS.
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Figura 1.12. Atividade biolégica de [Val]',[Hypl>[Thr]-bradicinil-QS. Curvas dose-
resposta para BK (A) e para [Val]1,[Hyp]z,[Thr]6—bradicinil—QS (m). A. Taxa de
acidificacdo do meio em cultura de células CHO expressando o receptor B, de BK e B.
Contracao de musculatura lisa em preparagdes de ileo de porquinho-da-india.
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1.4. Discussao

Secrecdes de anfibios sdo a mais rica fonte de moléculas bioativas dentre os
vertebrados, principalmente as de natureza peptidica (Erspamer et al. 1985). Atualmente,
reconhece-se que a maior parte dessa miriade de moléculas tem fungdo defensiva, tanto
contra microorganismos quanto contra predadores. Peptideos relacionados a bradicinina
(BRPs) sdo capazes de alterar funcdes fisioldgicas vitais de animais vertebrados (Regoli e
Barabe 1980). Sabe-se porém, que cada grupo de vertebrados possui um conjunto
diferente de cininas ativas em sua circulacdo sangiiinea, e receptores especificos a estas
(Conlon 1999). O presente trabalho procurou identificar, por espectrometria de massa,
todo o conjunto de BRPs produzidas e secretadas por Phyllomedusa hypochondrialis. Seu
objetivo € fornecer elementos que ajudem a elucidar a hipdtese de que anfibios possuem
moléculas com diferenciac¢do funcional para os predadores que convivem em um mesmo
habitat (Conlon 1999).

As BRPs foram classificadas de acordo com sua similaridade as principais cininas
plasméticas de vertebrados. Moléculas que compartilham similaridade com BK,
especialmente aquelas tendo um residuo de arginina no N-terminal, foram nomeadas de
bradicininas de mamiferos (Conlon 1999). Entre estas [Thr]®-bradicinina destaca-se por
ser comum em secre¢oes de anfibios e também por ser a principal cinina plasmaética de
crocodilianos, queldnios e lagartos varanideos. Assim, esta cinina possui identidade
estrutural com BK, porém funcionalidade variada (Conlon 1999; Chen et al. 2002). BKs
com 0 motivo [Val]l,[Thr]6 e extensdes C-terminais foram agrupadas sob o nome de
bradicininas de serpentes, devido a [Val]1,[Thr]6—bradicinina ser a principal cinina
plasmdtica de viperideos, como Crotalus atrox (Conlon 1999; Galli et al. 2005). A
diversidade de BRPs andlogos aos de serpentes na secrecdo cutinea de P.
hypochondrialis sugere uma variedade compativel de predadores. Porém, o real
significado bioldgico dessa diversidade ainda € desconhecido e deve ser futuramente
avaliado. Todas as filocininas encontradas em Phyllomedusineos estavam também
presentes em P. hypochondrialis, com excecdo de [Hyp]®,[Thr]®-filocinina. Assim como
em outras espécies de anfibios do mesmo género, peptideos dessa familia constituem as

cininas mais abundantes (Erspamer et al. 1985; Chen e Shaw 2003).
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Cininas representaram valiosos modelos da aplicacdo de espectrometria de massa
para a rapida e inequivoca determinacdo de hidroxiprolinacao e sulfatacdo em peptideos.
Para tais fins, a metodologia de MS possui vantagens sobre outros métodos de
seqiienciamento, como a constru¢cdo de bibliotecas de cDNA e a degrada¢dao de Edman.
Infelizmente, apesar dos padrdoes de fragmentacdo peptidica serem informativos em
varios sentidos, estes sdo freqlientemente complexos de interpretar, especialmente se
incluem modificacdes pos-traducionais. Os dados demonstraram que residuos de
hidroxiprolina podem ser distingiiidos de residuos de leucina/isoleucina em cininas em
um unico experimento de MS/MS. Este procedimento deve ser conduzido com cautela,
pois peptideos que possuem ambos residuos em sua estrutura primdria devem apresentar
uma populacdo mista de imonios, impossibilitando diferenciacdo. A hidroxilagdo de
prolinas possui diferentes fun¢des em proteinas, as quais podem variar do aumento da
estabilidade estrutural até a deteccdo de oxigénio (Steen e Mann 2002; Mann e Jensen
2003). Sua alta ocorréncia em cininas € comumente atribuida a alteracdes de afinidade a
seus ligantes, apesar disso nunca ter sido diretamente demonstrado. Experimentos de MS
também permitiram a discrimina¢do de outras modifica¢des isObaras, como fosforilacdo e
sulfatacdo. Peptideos de secre¢des de anfibios podem apresentar identidade com
hormonios de mamiferos, compartilhando até mesmo suas PTMs. Esse € o caso do
hormonio coleocistocinina (CCK) e as ceruleinas encontradas em anfibios do género
Litoria (Conlon 1999).

PTMs em peptideos estdo freqiientemente correlacionadas a eventos regulatorios,
gerando demanda na identificacdo e determinacdo de seu perfil espacial in situ, com o
minimo de manipulacdo da amostra. Populacdes mistas de moléculas modificadas pos-
traducionalmente e ndo-modificadas no mesmo extrato biolégico sdo comuns, e resta a
pergunta se estas consistem realmente em populagdes diferentes, com fungdes distintas,
ou se sdo simplesmente o sub-produto de artefatos técnicos. A aplicagdo da metodologia
de obtencdo de imagens por espectrometria de massa (IMS), a qual gera perfis
moleculares e mapas bi-dimensionais de fons diretamente da superficie de secdes
teciduais delgadas, deve gerar grandes inovacdes nessa area (Schwartz et al. 2003). A
figura 1.11C do presente estudo demonstra que presenca ou auséncia de sulfatacio em

filocininas ndo € um artefato resultante das condi¢des de armazenamento, conforme dito
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anteriomente para essas moléculas em P. sauvagei (Chen e Shaw 2003). O presente
estudo indica que estas moléculas sdo encontradas em ambas as formas quando ionizadas
diretamente da pele de P. hypochondrialis. Assumindo que as filocininas de P.
hypochondrialis t€m a mesma estrutura génica das de P. sauvagei, a qual consiste em um
unico precursor, conclui-se que, ou a sulfacdo de filocininas € facultativa, ou pode ser
naturalmente perdida ja na pele do anfibio. A correlacdo entre a distribui¢do espacial de
filocininas sulfatadas e ndo-sulfatadas € somente moderada, indicando que algumas
regides podem ndo apresentar a maquinaria para a sulfacdo, reforcando a primeira
hipétese. Esta hipotese é também reforcada pela aparente presenca de especializacio
tecidual, conforme observado por microscopia de luz, e/ou seletividade na secreciao das
outras BRPs.

A atividade do peptideo [Val]1,[Hyp]2,[Thr]6—bradicinil—QS com relacio a BK
esteve consistente com a menor atividade de andlogos com a substituicdio Val' em
preparacdes musculares de mamiferos (Figura 1.12B) (Regoli e Barabe 1980). O mesmo
andlogo também teve menor grau de ativacdo de receptores B, expressos em culturas de
célula CHO (Figura 1.12A). Isto deve-se ao efeito da substituicio Arg — Val, pois
estudos de substituicdo de alaninas demonstraram que Argl, Proz, G1y4, Phe’ , Pro7, Phe® e
Arg’ sdo cruciais para a ativacdo de musculatura lisa de mamiferos (Regoli e Barabe
1980). Acredita-se atualmente, que a diversidade de BRPs na secrecdo cutinea de P.
hypochondrialis seja o reflexo da variabilidade de predadores com os quais esses co-
habitam (Conlon 1999). Conseqiientemente, a semelhanca do peptideo
[Val]1,[Hyp]z,[Thr]é—bradicinil—QS com as principais cininas plasmdticas de colubrideos e
crotalideos indica que a atividade bioldgica de andlogos de estrutura correlata seriam
corretamente avaliados se comparados com [Val]',[Thr]®-BK em preparacdes de
musculatura lisa de serpentes.

O presente trabalho demonstrou o uso de técnicas protedmicas para a descri¢ao da
diversidade de BRPs na secrecdo cutanea de P. hypochondrialis. Este também
comprovou que cada espécime desse anfibio secreta o minimo de 18 BRPs, as quais se
assemelham as principais cininas circulantes em vertebrados de diversos grupos. A
aplicacdo de espectrometria de massa para a determinacdo de modificacdes pos-

traducionais em cininas consagrou a eficiéncia desta metodologia. A localizag¢do espacial
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de moléculas por espectrometria de massa diretamente da pele de anfibios inaugura uma
nova forma de compreensdo da expressdo de moléculas em tecidos sem o auxilio de

moléculas marcadoras.
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Capitulo 2

Novas dermaseptinas de Phyllomedusa hypochondrialis (Amphibia)
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2.1. Introducao

2.1.1. Peptideos antimicrobianos em anfibios

Organismos pertencentes a classe Amphibia (amphi = ambos, bios = ambientes)
utilizam como substrato, em alguma parte do seu ciclo de vida, tanto a 4gua como a terra.
Assim, adaptaram-se por milhdes de anos a hostilidade destes ambientes, principalmente
aos microorganismos, com os quais interagem em todas as fases de suas vidas. Anfibios
possuem formas eficientes de controle do crescimento de microorganismos oportunistas
em sua pele (Erspamer 1994). Suas secre¢des cutaneas sdo constituidas por vdrias
moléculas com funcdo defensiva, entre elas peptideos antimicrobianos (AMPs), os quais
fazem parte de seu sistema imune inato. Estes peptideos sdo produzidos por glandulas
dermais e secretados de forma holdcrina caso o animal venha a sofrer estresse ou injuria
(Lacombe et al. 2000; Brand et al. 2002). Além disso, a presenga de microorganismos no
ambiente pode ser um estimulo para sua secrecdo, por alguma via de sinalizagdo ainda
desconhecida (Mangoni et al. 2001). Estimativas recentes indicam que cada anuro secreta
entre 10-20 peptideos antimicrobianos, resultando em aproximadamente 100.000
moléculas entre os 5.000 anfibios (Nicolas et al. 2003). Estas moléculas variam em
tamanho, seqiiéncia, carga, hidrofobicidade, estrutura tridimensional e espectro de acdo,
diferindo também entre anfibios de diferentes familias, géneros, espécies e até sub-
espécies. Anfibios da sub-ordem Neobatrachia sio a maior fonte de AMPs, e até o
presente treze familias distintas foram identificadas com base em similaridades de
seqiiencia (Duda et al. 2002). Sabe-se que esses peptideos sdo derivados de um precursor
de aproximadamente 150 milhdes de anos e que atualmente, os genes que os codificam,
apresentam um padrdo de regides conservadas e hipermutdveis (Duda et al. 2002;
Vanhoye et al. 2003). A regido conservada € a parte que corresponde ao peptideo sinal e
também a chamada regido acidica, enquanto a parte hipermutdvel € a que codifica o
peptideo com atividade bioldgica em si (figura 2.1). Postula-se também que tamanha
variabilidade € conseqiiéncia de processos mutagénicos localizados, possivelmente pelo
funcionamento de uma enzima DNA polimerase andloga a DNApol V, de E. coli. A

hipervariabilidade de seqii€ncias, assim como a forma de diversificacdo, podem ser parte
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de um mecanismo evolutivo que provém anfibios de méxima prote¢do contra uma ampla
gama de microorganismos. Tal hipdtese € reforcada pela acdo sinergistica de peptideos
antimicrobianos, os quais t€ém uma poténcia 10-100 vezes superior quando juntos (Mor et

al. 1994; Vanhoye et al. 2003).

Peptideo Regiao
Sinal Acidica

Dermaseptina

Figura 2.1. Estrutura do cDNA de peptideos da familia das dermaseptinas.

2.1.2. Dermaseptinas

A. Diversidade

A familia das dermaseptinas € atualmente composta por mais de 30 moléculas
isoladas da secre¢do cutanea de anfibios da sub-familia Phyllomedusinae (tabela 2.1).
Apesar de ser uma das familias mais representativas dentro do conjunto de peptideos
antimicrobianos, o nimero de moléculas descritas € pequeno quando comparado ao todo.
Cada individuo possui aproximadamente 12 membros dessa familia em sua secrecdo,
correspondendo a uma das familias de moléculas mais abundantes. Constituem também
grande parte do peso seco do exsudato. A quantidade e variabilidade de estrutura de
peptideos dessa familia em Phyllomedusineos indica seu valor adaptativo. Assim como
para outros peptideos antimicrobianos, a hipervariabilidade de estrutura primdria, mesmo
com a manutencdo de um motivo caracteristico, indica diferenciacdo de funcgdo e
especializacdo de moléculas para diferentes microorganismos (Mor et al. 1994).
Membros desta familia sdo geralmente ativos contra bactérias gram-positivas, gram-
negativas, fungos filamentosos, leveduras, protozodrios, embora com especificidades
variaveis (Hernandez et al. 1992; De Lucca et al. 1998; Brand et al. 2002). Analise da
estrutura génica demonstra que ha um alto grau de conservacdo estrutural nas regides
prepro e acidica, enquanto a regido que codifica o peptideo varia amplamente (Fleury et

al. 1998; Amiche et al. 1999; Vanhoye et al. 2003).
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Tabela 2.1. Dermaseptinas em bancos de dados de peptideos até o ano de 2005

Peptideo

Dermadistinctina Q1 (DD Q1)
Dermadistinctina Q2 (DD Q2)
Dermadistinctina K (DD K)
Dermadistinctina L (DD L)
Dermadistinctina M (DD M)
Precursor de dermatoxina
Precursor de dermaseptina AA-1-1
Precursor de dermaseptina PD-1-5
Dermaseptina B1

Dermaseptina 1

Precursor de dermaseptina AA-2-5
Dermaseptin PD-2-2 precursor
Dermaseptina B2

Dermaseptina 2

Precursor de dermaseptina AA-3-1
Precursor de dermaseptina PD-3-3
Dermaseptina B3

Dermaseptina 3

Precursor de dermaseptina AA-3-3
Precursor de dermaseptina PD-3-6
Dermaseptina B4

Dermaseptina 4 (DS IV)

Precursor de dermaseptina AA-3-4
Precursor de dermaseptina PD-3-7
Dermaseptina BS

Dermaseptina 5 (DS V)

Precursor de dermaseptin AA-3-6
Dermaseptina B6

Precursor de dermaseptin DRG1(Dermaseptin 1)
Precursor de dermaseptin DRG2(Dermaseptin 2)
Precursor de dermaseptin DRG3(Dermaseptin 3)
Dermaseptina 01 (DS 01)
Precursor de phylloxina

Precursor de dermaseptina SI
Precursor de dermaseptina sVIII
Precursor de dermaseptina sVII

Precursor de dermaseptina sVI

Seqiiéncia
ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLVGAES
GLWSKIKEAAKTAGLMAMGFVNDMV
GLWSKIKAAGKEAAKAAAKAAGKAALNAVSEAV
ALWKTLLKNVGKAAGKAALNAVTDMVNQ
ALWKTMLKKLGTMALHAGKAAFGAAADTISQ
SLGSFLKGVGTTLASVGKVVSDQFGKLLQAGQ
SLGSFMKGVGKGLATVGKIVADQFGKLLEA
SLGSFMKGVGKGLATVGKIVADQFGKLLEA
AMWKDVLKKIGTVALHAGKAALGAVADTISQ
ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ
GLVSGLLNTAGGLLGDLLGSLGSLSG
ALWKTLLKKVGKVAGKAVLNAVTNMANQNEQ
GLWSKIKEVGKEAAKAAAKAAGKAALGAVSEAV
ALWFTMLKKLGTMALHAGKAALGAAANTISQGTQ
SLWSKIKEMAATAGKAALNAVTGMVNQ
GMWSKIKNAGKAAAKASKKAAGKAALGAVSEAL
ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLVGAE
ALWKNMLKGIGKLAGKAALGAVKKLVGAES
GMFTNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLA
GVVTDLLNTAGGLLGNLVGSLSG
ALWKDILKNVGKAAGKAVLNTVTDMVNQ
ALWMTLLKKVLKAAAKALNAVLVGANA
GMWGSLLKGVATVVKHVLPHALSSQQS
LLGDLLGQTSKLVNDLTDTVGSIV
GLWNKIKEAASKAAGKAALGFVNEMV
GLWSKIKTAGKSVAKAAAKAAVKAVTNAV
GMWSTIRNVGKSAAKAANLPAKAALGAISEAV
ALWKDILKNAGKAALNEINQLVNQ
GLWSNIKTAGKEAAKAALKAAGKAALGAVTDAV
GLWSKIKEAGKAALTAAGKAALGAVSDAV
ALWKTIIKGAGKMIGSLAKNLLGSQAQPES
GLWSTIKQKGKEAATAAAKAAGQAALGAL
GWMSKIASGIGTFLSGMQQ
ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ
ALWKTMLKKLGTVALHAGKAALGAAADTISQ
GLWKSLLKNVGKAAGKAALNAVTDMVNQ
GLWSKIKTAGKEAAKAAAKAAGKAALNAVSEAI

Organismo de origem
Phyllomedusa distincta
Phyllomedusa distincta
Phyllomedusa distincta
Phyllomedusa distincta
Phyllomedusa distincta
Phyllomedusa bicolor
Agalychnis annae
Pachymedusa dacnicolor
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa sauvagei
Agalychnis annae
Pachymedusa dacnicolor
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa sauvagei
Agalychnis annae
Pachymedusa dacnicolor
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa sauvagei
Agalychnis annae
Pachymedusa dacnicolor
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa sauvagei
Agalychnis annae
Pachymedusa dacnicolor
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa sauvagei
Agalychnis annae
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa oreades
Phyllomedusa bicolor
Phyllomedusa sauvagei
Phyllomedusa sauvagei
Phyllomedusa sauvagei

Phyllomedusa sauvagei

Seqiiéncias obtidas a partir de busca por dermaseptinas no banco de dados Swiss-prot
(http://www.expasy.org) e nos artigos referendados no presente documento.

B. Estrutura

Peptideos da familia das dermaseptinas possuem de 24 a 34 residuos de
aminoacido, e apresentam, quase em sua totalidade, um residuo de triptofano na 3*
posicdao N-terminal, embora substituicdes deste por metionina ou valina j tenham sido
descritas (Mor et al. 1994; Brand et al. 2002). Existem outros peptideos que apresentam o
mesmo ancestral génico das dermaseptinas, a exemplo das phylloxinas, o que torna a
defini¢do dessas moléculas por sua estrutura primdria mais complexa (Pierre et al. 2000;

Chen et al. 2005) .
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As dermaseptinas possuem carga positiva liquida que varia de 2 a 5, com maior
frequéncia de residuos de lisina (K) que de arginina (R) ou histidina (H). Prevaléncia de
residuos de lisina sobre outros positivamente carregados também € comum a todos os
peptideos antimicrobianos. Para residuos hidrofébicos de cadeia linear, sd@o mais
freqiientes leucina (L), isoleucina (I), alanina (A) e valina (V) (Antimicrobial peptide
database - http://aps.unmc.edu/AP/statistic/statistic.php). Em relacdo a outros peptideos
antimicrobianos, as dermaseptinas ndo demonstram extremos de hidrofobicidade, quando
o parametro € computado para todo o peptideo (Dathe e Wieprecht 1999). Apresentam
porém, consistentemente, motivos hidrofébicos em torno de seis residuos na regido média
da cadeia polipeptidica. O momento hidrofébico (My) dos membros dessa familia é
proximo a 1, havendo separagdo de cargas e assim anfifilicidade (para uma definicdo de
momento hidrofébico, consultar pdgina 95). Contudo, quando comparados a totalidade de
AMPs, nota-se que esse My € pequeno, indicando baixa segregacdo relativa de residuos
hidrofébicos e hidrofilicos. Acredita-se que o 6timo de atividade antimicrobiana em
funcdo das propriedades fisico-quimicas ndo esteja em seus extremos (Gaidukov et al.
2003; Rotem et al. 2006). Uma explicacdo detalhada dos parametros fisico-quimicos de
peptideos antimicrobianos pode ser encontrada no capitulo 3.

Experimentos de dicroismo circular (CD), assim como de ressonancia magnética
nuclear (NMR), demonstram uma tendéncia a estruturacdo em o-hélice ao entrar em
contato com solventes organicos, vesiculas fosfolipidicas ou micelas de detergentes
(Lequin et al. 2003; Castiglione-Morelli et al. 2005; Lequin et al. 2006). O grupo de
peptideos antimicrobianos que obtém carater anfifilico a partir de sua estruturacdo em o-
hélice é o mais comum, e as dermaseptinas sdo um exemplo cldssico (Dennison et al.
2005). O grau de estruturagdo varia entre os peptideos na porcentagem final de hélice e
no grau de estruturacdo em fun¢do da concentracdo de agente helicogénico (Pouny et al.
1992). Apesar de saber-se que o grau de estruturacdo secunddria estd correlacionado a
atividade antimicrobiana dos peptideos, nenhum estudo foi capaz de apontar correlagdo

simples entre ambas grandezas (Dathe e Wieprecht 1999).

48



N L\\“\i ‘e

Figura 2.2. Representacao em fitas da estrutura do peptideo DS 01. Estruturacdo em
a-hélice de DS 01, estudada por RMN, ao interagir com micelas de SDS. As regides N e

C terminais estdo representadas. Retirado e modificado de Castiglione-Morelli et al.

2005.

Modificacdes pos-traducionais em membros dessa familia sdo incomuns, com
excecdo de carboxiamidagdao do C-terminal da cadeia polipeptidica (Shalev et al. 2002).
Estas ocorrem em mais da metade dos membros ja descritos, e o sinal para tal
processamento ja foi identificado na estrutura génica (Fleury et al. 1998; Brand et al.
2006). Esta modificacdo altera a distribuicdo eletronica da molécula, substituindo a carga
negativa do carboxilato (COO") pelo grupamento neutro carboxiamida (NH,"). Acredita-
se que seu principal efeito seja a modulacdo da atividade bioldgica dos peptideos pela
estabilizacdo da estrutura em o-hélice, por prover uma ponte de hidrogénio adicional
(White e Wimley 1999; Shalev er al. 2002). O papel da amidacdo na atividade de outras
moléculas antimicrobianas ja foi demonstrado variar de nulo a redu¢do ou aumento de
atividade bioldgica, porém nenhum estudo foi realizado diretamente com DSs (Yeaman e
Yount 2003).

Alguns trabalhos relatam que a por¢cao N-terminal das dermaseptinas estrutura-se
ao interagir com membranas mesmo quando peptideos sdo sintetizados truncados (Mor e
Nicolas 1994; Feder et al. 2000). Andlogos do peptideo dermaseptina S4, de
Phyllomedusa sauvagei, foram gerados e estudados com relacdo a sua capacidade de
estruturacdo comparativa ao peptideo nativo (Kustanovich et al. 2002). Esse estudo
demonstrou que os andlogos K4S4(1-16)a e K4S4(1-13)a, compostos somente dos 16 e 13
primeiros residuos, respectivamente, apresentam grau de estruturagdo compativel com o
peptideo nativo (Kustanovich et al. 2002). Andlogos compostos somente da por¢ao C-
terminal ndo tiveram o mesmo comportamento. Acredita-se também que a por¢cdo N-
terminal da molécula seja fundamental para a manutencdo da atividade (Mor e Nicolas

1994).
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Peptideos antimicrobianos pertencentes ao sistema imune inato devem
necessariamente ser soldveis, porém capazes de interagir com membranas de
microorganismos (Yeaman e Yount 2003). O ajuste de solubilidade é dado pela
hidrofobicidade, propriedade que deve ser mantida dentro de limites. Moléculas muito
hidrofébicas tendem a agregar e sair de solucdo, enquanto que moléculas
demasiadamente hidrofilicas ndo sdo capazes de interagir com a regido apolar de
membranas (Tossi et al. 2000). A formagdo de agregados em dermaseptinas, apesar de
sua hidrofobicidade moderada, ja foi demonstrada por espalhamento de luz (LS) e pela
supressao de sinal do fluoréforo conjugado, rodamina (Feder et al. 2000). A formagao de
agregados € termodinamicamente favordvel devido ao ganho entrépico decorrente da
exposicao de residuos hidrofilicos e enterramento dos hidrofébicos dentro de complexos
moleculares de tamanho indefinido. Experimentos com dermaseptina S4 e com seus
andlogos indicam que o grau de agregacdo estd positivamente correlacionado com a
auséncia de seletividade (Feder et al. 2000; Kustanovich et al. 2002). A seletividade de
um peptideo normalmente € dada como a razdo entre sua concentragcdo inibitéria minima
(MIC) para determinado microorganismo e a concentragdo capaz de induzir lise em
eritrocitos (Feder et al. 2000). Peptideos pouco seletivos s@o microbicidas e induzem lise
de eritrécitos em concentragdes proximas, portanto t€m indice de seletividade proximo a
1 (Feder et al. 2000). Dermaseptina S4 apresenta-se majoritariamente agregada e € pouco
potente contra microorganismos, porém bastante hemolitica. J4 andlogos ndo agregados
revertem o quadro, com alta atividade antimicrobiana e baixa hemdlise (Feder et al.
2000). Devido o pequeno grupo de moléculas testado, essa constatagcdo niao pode ser

elevada a regra para todo o conjunto de dermaseptinas.

C. Atividade bioldgica

Dermaseptinas sdo geralmente citadas como exemplos de peptideos com potente
atividade antimicrobiana, de amplo espectro e de alta seletividade (Tossi et al. 2000). Isto
pode ser dito regra para essa familia de peptideos desconsiderando excecdes, como a
dermaseptina S4 (Mor et al. 1994). Uma avalia¢do quantitativa dentro do grupo das DSs

para a determinacdo de tendéncias na relacdo entre as propriedades fisico-quimicas e
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atividade a partir dos dados da literatura sofre de restricdes. A maioria dos testes
antimicrobianos é executado pelo método de microdilui¢io e determinacdo de MIC,
conforme previamente descrito (Bulet er al. 1991). Porém, dentre outros problemas, este
teste sofre da falta de padronizacdo de indculo inicial do microorganismo, o qual possui
influéncia direta e fundamental na determinacdo do MIC. Fica assim impossivel
comparar dermaseptinas em termos de poténcia utilizando-se os dados atualmente

disponiveis.

e Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana contra o fungo Aspergillus fumigatus foi a primeira a
ser identificada quando a primeira dermaseptina foi isolada no inicio da década de 90
(Mor et al. 1991). A partir dai a lista de microorganismos suscetiveis aumentou bastante,
incluindo bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, Gram-negativas, como
Escherichia coli, além de outros fungos, ndo s6 do género Aspergillus (Mor et al. 1991;
Mor et al. 1994; De Lucca et al. 1998). Assim, ficou evidente que tais peptideos
apresentam espectro de acdo amplo, ndo direcionado a estruturas pontuais de
determinados microorganismos (Mor et al. 1994). Porém, a atividade de um mesmo
peptideo para uma ampla gama de microorganismos pode variar de unidades de
micromolar a inatividade, conforme demonstrado para as dermaseptinas de P. sauvagei
(Mor et al. 1994; Brand et al. 2002; Lequin et al. 2006). Os mesmos testes executados
com misturas de dermaseptinas comprovaram que o efeito da combinacao de varias delas

€ maior do que a da soma das partes, demonstrando sinergismo (Mor et al. 1994).

o Hemolitica

A maior parte das dermaseptinas ndo apresenta atividade hemolitica nas
concentragdes proximas ao MIC, conforme demonstrado para DS 01, para as
dermaseptinas S, de P. sauvageii e dermaseptinas b, de P. bicolor (Mor et al. 1994; Mor
et al. 1994; Brand et al. 2002). A excecdo mais conhecida e mais estudada ¢

dermaseptina S4 (Feder er al. 2000). A alta taxa de hemdlise e a ineficiéncia como
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antimicrobiano aumentaram o interesse em suas propriedades fisico-quimicas. Hoje
acredita-se que o principal motivo de sua baixa seletividade seja seu alto grau de
agregacdo em solucdo (Feder et al. 2000). Dentre as moléculas seletivas, Brand e
colaboradores demonstraram que DS 01 € capaz de discriminar entre células de
Trypanosoma cruzi e de eritrécitos na mesma mistura de sangue, sendo efetivo contra o
primeiro e inerte contra o segundo (Brand et al. 2002). Também foi demonstrado que nao
ha alteracOes estruturais detectdveis nos eritrocitos apds a incubac¢do com esse peptideo,
tanto por microscopia de luz quanto por microscopia de forca atdmica. Além disso, DS

01 ndo causou lise em nenhuma das células sanguineas, conforme revelado por citometria

de fluxo (Brand et al. 2002).

¢ Anti-protozoaria

Dermaseptinas sdo eficientes agentes anti-protozodrios. Trypanosoma cruzi,
agente causador da doenca de Chagas em forma tripomastigota foi suscetivel a uma série
de moléculas, tais quais DS 01, e DD K e DD L (Brand et al. 2002). Porém o exemplo
mais interessante de atividade anti-protozodria vem de dermaseptina S3, capaz de matar
formas intra-eritrociticas de Plasmodium falciparum, agente causador da maldria, sem

causar lise celular em hemacias (Ghosh et al. 1997).

e Anti-viral

A atividade mais recentemente descrita para peptideos antimicrobianos € a
inibicdo de infecgdes virais. Foi demonstrado que dermaseptina S4, e principalmente
andlogos de menor de toxicidade, sdo capazes de inibir a infeccao por HIV-1 em culturas
de células epiteliais de endométrio e de células T in vitro (Lorin et al. 2005). As
concentracdes utilizadas foram em escala nanomolar, sub-liticas para atividade
antimicrobiana. Também a infeccdo de células dermais pelo virus simples da herpes 1, foi
inibida pelas dermaseptinas (s1-s5) (Belaid et al. 2002). Acredita-se que o mecanismo de
acdo seja diretamente na particula viral, j4 que o peptideo S4, o mais potente, sé foi

efetivo nas fases infectivas, ao contrdrio do aciclovir, droga controle (Lorin et al. 2005).
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Assim como para microorganismos, a inibicdo de infec¢ao das células dermais por virus é
papel do sistema imune inato. Chinchar e colaboradores demonstraram que vdrios
peptideos de anfibios e de peixes tém atividade anti-viral, e que essa ndo € exclusiva as

dermaseptinas (Chinchar et al. 2004).

2.1.3. Justificativa e objetivos especificos

Embora bancos de dados de peptideos antimicrobianos contenham informacgdes
sobre a estrutura primdria de mais de 500 moléculas até o ano de 2007
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php), o uso efetivo destas como farmacos ainda nao € uma
realidade. A aplicacdo de peptideos como agentes sist€émicos depende da compreensdo de
suas caracteristicas essenciais. Mesmo que se registrem progressos na identificacdo e
compreensdo destas caracterisitcas, poucos dados conclusivos foram obtidos. Assim, até
que as propriedades fisico-quimicas de peptideos antimicrobianos sejam compreendidas
por completo, a identificacio de novas seqiiéncias gerard novas possibilidades.
Dermaseptinas sdo moléculas com agdo potente e seletiva, e por isso ocupam uma
posicao de destaque entre antimicrobianos. Dado este cendrio, os objetivos especificos
deste trabalho sdo:
e [dentificar e seqiienciar novas moléculas antimicrobianas da familia das
dermaseptinas em P. hypochondrialis
e Testar a atividade antimicrobiana e anti-protozodria de no minimo uma
dermaseptina
e Determinar o perfil de expressdo das dermaseptinas em um fragmento de pele de
P. hypochondrialis
e Determinar a afinidade de dermaseptinas por membranas modelo pela técnica de
ressonancia plasmonica de superficie com objetivo de compreender suas

interagdes com membranas de microorganismos.
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2.2. Material e métodos

* A metodologia de purificacdo e seqiienciamento de dermaseptinas é a mesma
apresentada no capitulo 1, e portanto nos limitaremos a relatar o que nao é

compartilhado.

A. Coleta da secrecao cutanea. Referir-se ao mesmo tpico na secdo material e métodos

do capitulo 1 (pdgina 19).

B. Purificacao dos peptideos. Referir-se ao mesmo tépico na se¢do material e métodos

do capitulo 1 (pdgina 19).

C. Degradacao de EDMAN (pagina 19). Referir-se a0 mesmo tépico na secao material e

métodos do capitulo 1.

D. Alinhamento de seqiiéncias (pigina 19). Referir-se ao mesmo tépico na secdo

material e métodos do capitulo 1.

E. Geracio de Imagens por MALDI (IMS). Referir-se ao mesmo topico na se¢do

material e métodos do capitulo 1 (pigina 20).

F. Espectrometria de massa e seqiienciamento de novo. Referir-se ao mesmo tépico na

secdo material e métodos do capitulo 1 (pagina 20).

G. Atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana do peptideo DShypo 01 foi
investigada contra E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 43300 (American Type
Culture Collection). Os microorganismos foram cultivados em cultura estaciondria a
37°C e entdo transferidos para o meio liquido de cultura Mueller-Hinton (National
Comitee for Clinical Laboratory standards) no qual os testes foram feitos. Os testes de
inibicao do crescimento bacteriano foram feitos conforme descrito (Bulet ez al. 1991). O

peptideo foi dissolvido e diluido oito vezes em meio Mueller-Hinton, sendo sua
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concentracio maxima de 128 pg.mL™. O inéculo inicial de bactérias foi de 2,5 x 108
cfumL™ (0,5 na escala McFarland). O volume final foi de 200 puL, sendo 100 uL do
peptideo testado e os outros 100 UL do inéculo. O experimento foi feito em cultura
estaciondria a 37°C e as medidas espectrofotométricas foram feitas 12 horas apds a
incubacdo. A concentragdo inibitéria minima (MIC) foi calculada a partir da densidade
optica (Asgsnm) € € o resultado de trés medidas independentes. Antibidticos convencionais
(amoxicilina, imipinem, ceftazidima e trimethropim) tiveram seus MICs determinados
para as duas bactérias testadas por andlise bioquimica automadtica (Vitek, bioMerieux

Inc.).

H. Teste anti-Leishmania. Leishmania amazonensis foi isolada de lesdes cutineas de
camundongos e mantida em forma promastigota a 26°C em meio RPMI (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) contendo 10 % de soro fetal bovino inativado, 200 U de
penicilina.ml” e 200 mg de estreptomicina.mL™. As células foram coletadas na fase log
tardia, ressuspendidas em meio de cultura, contadas na cAmara de Neubauer e ajustadas a
concentracdo de 2 x 107 células.mL™". Os peptideos foram entdo adicionados as culturas
na faixa de concentracio de 1 a 64 pg.mL'e incubados a 26°C. Apés 2 e 6 horas de
incubacgdo, os parasitas foram contados e comparados ao controle. Desaparecimento ou
imobilidade dos parasitas foi considerado como efeito das drogas. Os experimentos foram
feitos em triplicatas. Antimoniato de meglumina (glucantima) foi usado como droga

referéncia.

I. Confecciao de vesiculas grandes unilamelares (LUVs). 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DMPC) foi comprado da Avanti Polar Lipids. Cinco miligramas foram
determinados gravimetricamente, dissolvidos em cloroférmio a 1 mg.mL™"' e secados em
um rota-evaporador até a formacdo de um filme lipidico, deixado posteriormente sob
vacuo por 4 horas. O filme foi ressuspendido em 5 mL de tampdo (20 mM de fosfato de
sodio, 150 mM de NaCl, pH 7,4, filtrado e degaseificado) e agitado. Apds 30 minutos, a
suspensdo foi passada por uma membrana de policarbonato de 100 nm por 19 vezes com

o auxilio do mini-extrusor da Avanti Polar Lipids (Abdiche e Myszka 2004).
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J. Mensuracoes de Ressonancia Plasmoénica de Superficie (SPR) e analise dos dados.
Um “chip sensor” L1 foi acoplado a um biosensor Biacore 3000 e hidratado em tampao
(20 mM de fosfato de sédio, 150 mM de NaCl, pH 7.4, filtrado e degaseificado) durante a
noite. Antes do uso, a superficie do “chip sensor” foi condicionada pela injecao de 10 uL.
de 100 mM de HCl/isopropanol (50/50 v/v) a um fluxo de 20 uL.min"'. Em seqiiéncia, o
fluxo foi ajustado para 2 pL.min" e LUVs de DMPC foram injetadas por 600s. Logo
apés, o fluxo foi ajustado para 50 uL.min" e 25 pL de uma solucdo de 10 mM de NaOH
foi injetado para a remog¢do de vesiculas fracamente ligadas a superficie do “chip sensor”.
O fluxo foi novamente alterado para 10 uL.min'1 e séries de concentracdes de DShypo 01
e DS 01, de 0,625 a 10 uM, foram injetadas por 300 segundos, tendo sua dissociagcdo
observada por outros 600 segundos. Para os experimentos de monitoramento de interagcdo
inespecifica, as solu¢gdes de LUVs de DMPC foram substituidas pelo tampao em questao.
Os dados foram “plotados” usando os softwares BIAEvaluation v3.1 e CLAMP (Myszka
e Morton 1998).

K. Contagem de leucdcitos e analise dos parametros hematologicos. Dados adquiridos
de acordo com o International Council for Standartization in Haematology Guidelines
para a anélise do efeito das drogas nas células sanguineas e do NCCLS para a referéncia
dos parametros leucocitdrios. Sangue venoso foi coletado em cubetas Sarstedt (Sarstedt,
Niimbrecht, Germany) com K2-EDTA como anticoagulante. Todas as amostras foram
guardadas em temperatura ambiente e analisadas 4 horas apds a coleta. Contagem de
leucécitos (WBC) e parametros hematol6gicos foram feitos conforme descrito (Sachse et
al. 1999). Aliquotas de sangue humano foram incubadas com DShypo 01 a 37°C durante
30 e 60 minutos. A concentragdo final do peptideo em solucdo foi de 42,3 uM. Contagem
total dos parametros foi feita em 200 pL de sangue utilizando o citdmetro de fluxo
automdtico Cell-Dyn 3500 SC/SL (Abbott Labs., Abbott Park, IL). Os dados obtidos sdao

o resultado de trés medidas independentes.
L. Clonagem do cDNA. Apds da coleta da secrecdo cutinea, a pele de um espécime de

P. hypochondrialis foi cirurgicamente extraida e imediatamente congelada em nitrogénio

liquido. O tecido da pele foi entdo pulverizado com um mortar e quatro aliquotas de
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aproximadamente 100 mg do poé resultante foram utilizadas para a extragdo total do RNA
usando Trizol (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. A qualidade e a
quantidade do RNA foi verificada por eletroforese em um gel de agarose e por andlise
espectrofotométrica, respectivamente. Um g de RNA total foi usado como molde para a
sintese da primeira fita de cDNA, usando o kit Superscript Reverse Transcriptase
(Invitrogen). Apds 2 horas, a reacdo foi terminada pela adi¢cdo de 100 pL de tampao
tricina (Tricina-KOH — pH 8,5 a 10 mM, 1mM EDTA). Reagdes 3-RACE foram
realizadas a partir do resultado da sintese da 2* fita de cDNA usando como
oligonucleotideos, PPS-
2(5’ATGGCTTTCCTGAARAARTCBCTTTTYCTTGTATTATTTCTCGG?3’),

desenhado a partir de um peptideo sinal conservado previamente descrito, € também com
o oligonucleotideo reverso, NOT-1-REV (5’-TCGCGAGCGGCCGCCCTTTTT-3’),
presente no oligonucleotideo oligo-DT usado na sintese da primeira fita de cDNA. Os
parametros dos ciclos de reacdo foram os seguintes: 94°C/30 s e 72°C/120 s; 25 ciclos de
94°C/30 s e 68°C/180 s. Os resultados dos PCR foram separados e visualizados por
eletroforese em um gel de agarose 1 %. Os fragmentos de DNA de 300-400 pb foram
excisados do gel e purificados utilizando o kit Wizard SV Gel Clean-up System
(Promega). Os fragmentos purificados foram usados em uma reagdo de ligacdo usando o
sistema de vetor pPGEM-T Easy Vector System (Promega), de acordo com as instrugdes
do fabricante. Apds a didlise da mistura, aliquotas foram usadas para a transfeccao em E.
coli (DH50). O plaqueamento foi feito usando placas LB-seletivas e os clones positivos
foram transferidos para uma placa de 96 pocos. Reacdes de PCR foram feitas usando um
termociclador MJ PTC-100 (MJ Research Inc). O seqiienciamento foi realizado usando o
método de terminacdo de cadeia dideoxi em um sistema ABI Prism® 3700 DNA
Analyzer com terminador BigDye™ e polimero POP-5™ (Applied Biosystems) usando o
software de andlise de seqiiéncias ‘Lasergene® sequence analysis software” (DNASTAR,

Inc.).
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2.3. Resultados

2.3.1. Purificacao dos peptideos. O fracionamento do extrato total de Phyllomedusa
hypochondrialis foi realizado por HPLC em uma coluna de fase reversa e gerou mais de
50 fracdes, podendo estas conter um ou mais compostos (figura 2.3); aquelas contendo os
peptideos de interesse foram submetidas a RP-HPLC em colunas analiticas de fase
reversa (figuras 2.4A, D, F, H e J). A andlise monoisotdpica da massa de tais peptideos,
assim como a avaliacdo de seu grau de pureza estio demonstradas nas figuras 2.4B
(DShypo 01, [M+H]" = 2409,41 Da), 2.4C (DShypo 02, [M+H]* = 2868,36 Da), 2.4E
(DShypo 03, [M+H]" = 3352,96 Da), 2.4G (DShypo 04, [M+H]" = 3236,84 Da), 2.41
(DShypo 05 = DS 01 (Brand et al. 2002), [M+H]" = 2793,76 Da), e 2.4] (DShypo 06,
[M+H]" = 3252,96 Da).
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Figura 2.3. Perfil cromatografico do fracionamento do extrato total de Phyllomedusa
hypochondrialis. As fracdes de interesse (DS 01 = DShypo 05 & DShypo 06, DShypo
04, DShypo 03, e DShypo 02 & 01) foram eluidas a 48,3, 48,9, 56,4 e 58,3% de
acetonitrila/0,1% TFA, respectivamente. O experimento foi monitorado a 216 nm (linha
negra) e 280 nm (linha cinza).
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Figura 2.4. Purificacao analitica de dermaseptinas. Estagio final de purifica¢ao das fracdes (A. DShypo 01 & 02; D. DShypo 03; F.
DShypo 04; H. DS 01; J, DShypo 06) foi realizado em colunas analiticas de RP-HPLC. Espectros de massa MALDI-TOF das fracdes
contendo B. DShypo 01 ([M+H]" = 2409,41 Da), C. DShypo 02 ([M+H]" = 2868,36 Da), E. DShypo 03 ((M+H]" = 3352,96 Da), G.
DShypo 04 ((M+H]" = 3236,84 Da), I. DS 01 ([M+H]" = 2793,76 Da) e K. DShypo 06 ((M+H]" = 3252,96 Da). [M+H],;" = massa
monoisotépica teérica. [M+H]." = massa monoisotépica experimental.
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2.3.2. Seqiienciamento e alinhamento. Os peptideos de [M+H]|" = 2793,76 Da e
[M+H]" = 3208,63 Da foram purificados em um simples passo cromatografico,
fragmentados por MS/MS e identificados como DS 01, descrito previamente, € a
molécula nova DShypo 07 (figura 2.5) (Brand et al. 2002). Informagdes complementares
para a determinag¢do dos residuos isobaros, de Leu/lle e Lys/Gln foram obtidos via
seqiienciamento N-terminal por degradacdo de Edman. Todas as outras moléculas foram
submetidas a purificacdo até a homogeneidade e seqiienciamento por degradacdo de
Edman automatizada, e reveladas como pertencentes a familia das dermaseptinas. As
massas monoisotdpicas calculadas para os peptideos DShypo 01, DS 01, DShypo 04 e
DShypo 06 revelaram uma discrepiancia de aproximadamente —0,98 Da quando
comparadas as massas experimentais. A diferenca entre as massas moleculares
experimentais e calculadas revela carboxiamidacdo na porcdo C-terminal desses
peptideos, modificagdo pds-traducional comum em DSs (Mor et al. 1994; Brand et al.
2002).

As DSs encontradas na secrecao cutanea de P. hypochondrialis apresentaram alta
identidade com outras DSs isoladas da secrecdo cutinea de Phyllomedusa bicolor,
conforme descrito na tabela 2.2 (Daly et al. 1992). DShypo 01, DS 01, DShypo 04,
DShypo 06 e DShypo 07 possuem 50% de identidade, calculada pela seqiiéncia consenso,
com o precursor de adenoregulina; DShypo 02 é 75,8% idéntica a DS B IV, enquanto
DShypo 03 é 82,3% idéntica a DS B I (Mor et al. 1994). A luz desses dados, pode inferir-
se que P. hypochondrialis e P. bicolor compartilham um ancestral recente em comum.
Em adicdo, os genes que codificam Dshypo 01, DS 01, Dshypo 04, Dshypo 06 e Dshypo
07 em P. hypochondrialis sao provavelmente ortélogos do precursor de adenoregulina em
P.bicolor, e o0 mesmo parece ser verdade também para Dshypo 02 e o precursor da
dermaseptina B IV e Dshypo 03 e o precursor de dermaseptina B 1. Estas moléculas
foram depositadas no banco de dados Swiss-prot com os nimeros: DShypo 01 (P84596),
DShypo 02 (P84597), Dshypo 03 (P84598), DShypo 04 (P84599), DS 01 (P84600),
DShypo 06 (P84601), and DShypo 07 (P84880).
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Figura 2.5. Seqiienciamento de novo de dermaseptinas. A. DS 01 [M+H]" = 2793,76

Da e B. DShypo 07 [M+H+]" =

3208,63 Da em um Bruker Ultraflex II no modo LIFT.

Os fragmentos observados permitiram a identificagdo completa dos fons das séries y e b.
A seqiiéncia peptidica pelo cédigo de uma letra seguindo as séries y € b é mostrada na

parte superior do gréfico.
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Tabela 2.2. Alinhamento multiplo de seqiiéncias de P. hypochondrialis e DSs de P.
bicolor.

Peptideos Estrutura primaria

DShypo 01 GLWSTIKNVGKEAATA----AGKAALG-—--AL-NH2
DS 01 GLWSTIKQKGKEAATAAAKAAGQAALG————-AL-NH2
ADR precursor (P. bicolor) = GLWSKIKEVGKEAAKAAAKAAGKAALG----AV
DShypo 04 GLWSTIKQOKGKEAATAAAKAAGKAVLNAASEAL-NH2
DShypo 06 GLWSTIKQKGKEAATAAAKAAGQAVLNSASEAL-NH2
DShypo 07 GLWSTIKQOKGKEAATAAAKAAGQAALNSASEAL-NH2
DShypo 02 GLWKSLLKNVGVAAGKAALNAVTDMVNQ

DS B IV Prec. (P. bicolor) ~~ ALWKDILKNVGKAAGKAVLNTVTDMVNQ

DShypo 03 ALWKDVLKKIGTVALHAGKAAFGAAADTISQGGS
DS B I Prec. (P. bicolor) AMWKDVLKKIGTVALHAGKAALGAVADTISQGES

Alinhamentos foram realizados usando o software ‘CLUSTAL V Multiple Sequence Alignment” com
penalidade fixa para “gaps”. “‘Gaps” (-) foram introduzidos para maximizar a similaridade entre peptideos.

2.3.3. Obtencao de imagens por Espectrometria da Massa (IMS). A figura 2.6A
ilustra um espécime adulto de P. hypochondrialis do qual um fragmento de pele dorsal
foi coletado, seccionado e analisado por microscopia de luz (figura 2.6B). A andlise por
IMS in situ da é4rea delineada pelo quadrado da figura 2.6B permitiu a deteccdo
concomitante dos fons correspondentes a cinco DSs (figuras 2.6 C-G) encontradas no
dorso de um dnico espécime. Ha um perfil espacial de co-localizag¢do discreto entre pares
de ions detectados nas imagens espectrais, conforme demonstrado nas figuras 2.6 H-Q.

Levando em consideracdo as DSs descritas no presente estudo, somente DS 01 e DShypo

07 ndo foram detectadas pela varredura de massa (figura 2.6 R).
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Figura 2.6. Imagens por MALDI IMS da pele de P. hypochondrialis. A. Espécime
adulto de P. hypochondrialis. B. Micrografia de luz de um pequeno fragmento da pele
(1,4 x 1 mm). C-G. Imagens espectrais de fons correspondendo as massas de [M+H]" de
DShypo 01, DShypo 02, DShypo 03, DShypo 04 e DShypo 05, respectivamente. H-Q.
Perfil de co-localizacio de DShypo 01+DShypo 02, DShypo 01+DShypo 03, DShypo
01+DShypo 04, DShypo 01+DShypo 06, DShypo 02+DShypo 03, DShypo 02+DShypo
04, DShypo 02+DShypo 06, DShypo 03+DShypo 04, DShypo 03+DShypo 06 e DShypo
04+DShypo 06, respectivamente. Areas em amarelo correspondem 2s dreas nas quais
foram encontrados ambos os fons.
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2.3.4. Isolamento e seqiienciamento dos clones de cDNA que codificam DShypo 01. O
cDNA completo de DShypo 01 foi clonado e seqiienciado (figura 2.7A). A seqiiéncia
deduzida de aminodcidos dos polipeptideos precursores contém um peptideo sinal em
potencial para a translocacdo na membrana do reticulo endoplasmatico (residuos 1-22)
terminando em um residuo de cisteina. A seqii€éncia sinal é seguida imediatamente por
uma pré-regido acidica contendo 23 residuos com um par de residuos bdasicos (Lys22-
Arg23) em sua porcdo C-terminal. As regides que codificam preprodermaseptinas sao
quase idénticas, exceto pelo peptideo maduro, indicando que a grande diversidade de DSs
foi gerada por eventos de duplicacdo génica a partir de um ancestral comum (Vanhoye et
al. 2003). A figura 2.8 mostra que a regido acidica pode ser alinhada com 22 residuos
superpostos (86% de identidade posicional de aminoacidos), enquanto os pro-segmentos

acidicos de 22-23 residuos sdo alinhados com 78% de identidade posicional (figura 2.8).
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Figura 2.7. Seqiiéncia de nucletideos do cDNA precursor da dermaseptina DShypo
01 de P. hypochondrialis. A. O peptideo sinal (caixa pontilhada), regido acidica (caixa
cinza), peptideo maduro processado (caixa solida) e “stop codons” (asteriscos) sao
indicados. B. Representacdo esquematica do precursor de Dshypo O1.
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Figura 2.8. Alinhamento das seqiiencias de aminoacidos dos precursores de
membros da familia das dermaseptinas. Preprodermaseptina de DShypo 01 (P.
hypochondrialis), preproadenoregulina (P. bicolor), preprodermaseptina Drg2 (P.
sauvagei), preprodermaseptina AA-3-6 (Agalychnis annae), preprodermaseptina Drgl (P.
bicolor), e preprodermaseptina PD-3-3 (P. danicolor), incluindo o preptideo sinal
(residuos 1-22), a pro-peca acidica e o sitio de clivagem Lys-Arg. ‘Gaps” (-) foram
introduzidos para maximizar a similaridade de seqii€ncias.

2.3.5. Atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana do peptideo DShypo 01 foi
testada contra a bactéria gram-postiva S. aureus, e a gram-negativa E. coli e comparada
com antibiéticos convencionais, conforme descrito na tabela 2.3. O peptideo possui uma
atividade distinta entre os microorganismos, tendo uma concentracdo inibitéria minima
(MIC) de 26,5 uM para o primeiro e de 6,6 UM para o segundo. Estes dados estdo em
consonancia com as teorias que indicam diferencia¢des funcionais entre DSs (Mor et al.

1994).

2.3.6. Atividade anti-Leishmania amazonensis. Ensaios revelaram que ambos DS 01 e
DShypo 01 sdao potentes agentes contra a forma promastigota de L. amazonensis (figura
2.9). As figuras 2.9A e 2.9B ilustram que quando ambas moléculas sdo incubadas com as
células do protozodrio por 2 ou 6 horas na concentracao de 60 ug.mL'l, induzem lise em
quase 100% das células. Pode-se observar também que em concentragdes de 5 a 20 pg/ml
as diferencas entre a poténcia das DSs descritas e a droga controle (glucantima) nao
foram significativas. Porém, na faixa de concentracdao de 30 a 64 ug.mL’l, ambas DSs

possuem atividade significativamente maior.
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Tabela 2.3. Atividade antimicrobiana da Dshypo 01.

Bactérias MIC (uM)*

Dshypo 01 = Amoxicilina Imipinem Ceftazidima Trimetopin
S. aureus 26,5 NDA® NDA® NDA® 175
ATCC 43300
E. coli 6,6 17 35 40 80
ATCC 25922

* MIC, concentragio inibitéria minima requerida para a inibic¢éo total do crescimento celular em meio
liquido.

b NDA, atividade ndo detectavel.

As andlises foram realizadas de acordo com as recomendacdes do National Comittee of Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) . Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 2.9. Bioensaios anti-L. amazonensis. Atividade litica de DShypo 01, DS 01, e

glucantima contra formas promastigota de L. amazonensis crescidas em meio RPMI em
diferentes tempos de incubacgdo, 2 (A) e 6 horas (B).
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2.3.7. Ensaios de Ressonincia Plasmonica de Superficie (SPR). LUVs de DMPC
foram imobilizadas em um ‘chip sensor” L1 e acopladas em um instrumento Biacore
3000. Em seqiiéncia, peptideos foram injetados em uma série de concentracdes de 0,625 a
10 uM, resultando nos sensorgramas da figura 2.10A para DS 01 e 2.10B para DShypo
01. Nota-se que as curvas de ambos os sensorgramas apresentam aumento de sinal com o
aumento da concentracdo de peptideo e interacdes que tendem ao equilibrio dindmico.
Pela diferenca de intensidade do sinal de SPR, pode-se assumir que DShypo 01 possui
maior afinidade por LUVs de DMPC do que DS 01. Com o objetivo de excluir possiveis
interacdes inespecificas entre peptideos catidnicos e a superficie do chip L1, composta
por dextrana negativamente carregada, inje¢des das DSs nas mesmas condicdes das
previamente descritas foram executadas sobre o chip nu. As relacdes dose-resposta das
interacoes de DS 01 e DShypo 01 com superficies de LUVs de DMPC e chips nus estdo
descritas nas figuras 2.10C e D, respectivamente. Estas figuras deixam claro que ambos
os peptideos interagem significativamente com a camada de dextrana, e que esta
interacao em determinadas concentragdes € até mesmo maior do que para superficies com
vesiculas imobilizadas.

Estudos mais aprofundados, com variagdo do nivel de captura de LUVs e a
subseqiiente injecdo de DS 01 a 10 uM sdo representados como sensorgrama e na relagao
dose-resposta derivada (figuras 2.10E e 2.10F). Estas figuras refor¢cam a idéia de que para
este caso, os sinais de SPR sdo na verdade a soma de interacdes especificas e

inespecificas.
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Figura. 2.9. Mensuracoes de ressonancia plasmonica de superficie (SPR) da
interacao de DS 01 e DShypo 01 com membranas modelo de DMPC. A. Injecdes de
DS 01 nas concentra¢des de 0,625 a 10 uM sobre uma superficie de LUVs de DMPC
imobilizadas. B. Injecdes de DShypo 01 nas mesmas condicdes. C. Relacdo dose-
resposta da interacao de DS 01 com LUVs de DMPC imobilizadas (A ) e em um chip L1
nu (m). D. Relacdo dose-resposta da interacdo de DShypo 01 com LUVs de DMPC
imobilizadas (A) e em um chip L1 nu (m). E. Injecdo de DS 01 a 10 uM sobre uma
superficie de LUVs de DMPC em diferentes niveis de captura (de 1000-3000 RU de
membrana imobilizada. F. Capacidadde de interacdo de DS 01 com superficies de DMPC
em funcao dos niveis de captura de lipideos.

2.3.8. Efeito de DShypo 01 em leucécitos e analise de parametros hematologicos.
DShypo 01 ndo apresentou atividade detectavel contra células sangiiineas. A tabela 2.4

descreve a contagem total de células de uma amostra de sangue incubada com DShypo 01
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a 64 ug.ml'1 (53 uM) e do controle, no qual o sangue foi submetido a0 mesmo tratamento
exceto a adicdo do peptideo. Andlise comparativa dos grupos demonstra que nao ha
diferencas significativas entre as populacdes do grupo controle e do grupo experimental
para todos os tipos celulares examinados. As andlises de parametros hematolégicos nao
revelaram diferenca para o volume plaquetdrio médio, hematdcrito, hemoglobina livre,

volume corpuscular médio e contagem total de hemécias (tabela 2.5).

Tabela 2.4. Contagem diferencial de células sanguineas humanas. DShypo 01 incubado
com sangue por 60 min.

Células sangiiineas Solucio salina DShypo 01 (53uM)

(controle)
Leucdcitos 3,73 £ 0,00 4,05 + 0,20
Neutroéfilos 1,64 + 0,00 1,73 £ 0,00
Linfécitos 1,72 £ 0,00 1,96 + 0,00
Mondcitos 0,23 £ 0,00 0,25 £ 0,00
Eosinéfilos 0,02 £ 0,00 0,02 £ 0,00
Basofilos 0,03 £0,00 0,03 £0,00

Dados sdo expressos como uma média aritmética da contagem celular (x desvio padrao)
Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram determinadas usando o teste t de Student
(P< 0,05).

Tabela 2.5. Anélise de parametros hematolégicos em sangue periférico humano. DShypo
01 incubado com sangue por 60 min.
Parametros hematologicos Solucio salina DShypo 01 (53uM)

(controle)

Plaquetas (k/mL) 306,70 £ 4,40 298,66 = 1,80
MPV (fL) 9,00 £ 0,00 9,09 £0,20
HCT (%) 41,71 £0,10 42,03 £ 0,00
HGB (g/dL) 3,40 £ 0,00 3,40 £ 0,00
MCYV (fL) 90,91 = 0,00 90,76 + 0,30
MCH (pg) 32,22 £0,10 31,90 £ 0,10
RBC (k/mL) 16,52 £ 0,20 15,93 £ 0,20

MPV, volume plaquetdrio médio, HCT, hematdcrito, HGB, hemoglobina livre no sangue, MCV, volume
corspuscular médio, MCH, hemoglobina corpuscular média, RBC, glébulos vermelhos. Os dados sdo
expressos como uma média aritmética (+ desvio padrio).
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2.4. Discussao

A secrecdo de anfibios contém uma miriade de peptideos biologicamente ativos,
alguns destes com caracteristicas estruturais primdrias em comum com peptideos
regulatérios enddgenos de vertebrados e outros ainda com atividade antimicrobiana
(Duda et al. 2002). Os dltimos sdo uma esperanga no tratamento de doencas emergentes
causadas por microorganismos resistentes a antibidticos convencionais (Boman 1995).
Peptideos pertencentes a familia das DSs sdo comuns as glandulas granulares de anfibios
da subfamilia Phyllomedusinae e tém atividade contra alguns microorganismos
resistentes, além de protozodrios causadores de enfermidades como doenca de Chagas
(Trypanosoma cruzi) e malaria (Plasmodium falciparum) (Ghosh et al. 1997; Brand et al.
2002). Da secrecdo cutanea de P. hypochondrialis foram isolados sete peptideos da
familia das DSs, fornecendo novas alternativas para a elabora¢do de farmacos (tabela
2.2). Estes foram purificados e tiveram sua estrutura primaria elucidada.

A homogeneizagdo do extrato cutaneo dos anfibios que precede sua andlise faz
com que se perca toda a informacdo dos padrdes de expressdo das moléculas. Técnicas
como imunohistoquimica e de hibridizacdo in situ ja foram utilizadas com tal propdsito,
porém dificuldades inerentes a essas fizeram com que poucos estudos fossem executados
(Nagalla et al. 1994; Lacombe et al. 2000). Estudos de IMS sdo capazes ndo s6 de
apontar o perfil espacial de determinadas moléculas em determinados Orgdos, mas
também de sondar sua co-localizacdo (figura 2.9). Nesse trabalho foi demonstrado que a
presenca das DSs ndo estd restrita a regides definidas da pele, como glandulas. Contudo,
existe compartimentagdo espacial de tipos especificos de DSs, ja que dreas grandes de co-
localizacdo ndo foram detectadas. Acredita-se entdo que subtipos especificos de
glandulas serosas sejam responsdveis pela produgcdo e armazenamento de membros
especificos de DSs.

Dos peptideos estudados, somente DShypo 01 estava suficientemente concentrado
para a conducdo de ensaios antimicrobianos. Este demonstrou, nos ensaios realizados,
atividade semelhante a moléculas ja descritas (tabela 2.3) (Mor et al. 1994; Brand et al.
2002; Leite et al. 2005). Sua acdo microbicida foi mais evidente na bactéria gram-

negativa E.coli do que na gram-positiva S. aureus, conforme tabela 2.3. Acredita-se que
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bactérias gram-negativas sejam mais suscetiveis a peptideos citoliticos em geral do que
bactérias gram-positivas e fungos, provavelmente devido a espessura da parede celular.
Os microorganismos aqui testados sdo importantes agentes patogénicos oportunisticos
envolvidos em sérios problemas de saide humana e animal. E. coli é um dos principais
causadores de males relacionados a seguranca alimentar, enquanto infec¢des oportunistas
por S. aureus sdo comuns em pacientes com sistema imune supresso. S. aureus também
causa doencas supurativas, envenenamento por comida e doencas de pele (Bobin-
Dubreux et al. 2001).

A estrutura génica das DSs foi estudada por meio do seqiienciamento do cDNA
precursor do polipeptideo DShypo 01. Este possui estrutura tripartida com um peptideo
sinal, uma pro-regido acidica que termina com dois aminodcidos bdsicos consecutivos
(Lys-Arg) e uma seqiiéncia progenitora de dermaseptina (figura 2.7A). Prepro-
dermaseptinas apresentam um grau notdvel de conservacdo de seus peptideo-sinais
(Vanhoye et al. 2003). O cDNA codificador de DShypo 01 apresenta o tripeptideo Gly-
Glu-Gln logo apds a regido do peptideo maduro. O processamento desses precursores
expde um residuo de Gly extra que deve servir de doador de amida para o C-terminal da
DS (Zasloff 1987; Mor et al. 1991). A alta similaridade geral entre genes de
dermaseptinas indica que esses surgem a partir do processo de duplicacio de um
precursor comum e subseqiiente diferenciacdo (Vanhoye et al. 2003). O anfibio P.
hypochondrialis possui uma ampla distribui¢do espacial, abrangendo o Brasil, partes da
Argentina, Colombia, Bolivia e Paraguai. Tamanha distribui¢do geografica deve ser
ligada a plasticidade gé€nica para a gera¢do de novos peptideos antimicrobianos, ja que
esses sdo parte importante de seu sistema imune inato.

Microorganismos do género Leishmania causam doencas que apresentam formas
clinicas variadas, incluindo a leishmaniose cutanea, muco-cutanea hiperérgica e anérgica
difusa. L. amazonensis ja foi isolada de pacientes com leishmaniose viceral e dérmica
pos-kalazar (Barral-Netto et al. 1996). As drogas recomendadas para seu tratamento sdao
antimOnios pentavalentes, como a glucantima, os quais apresentam toxicidade renal e
cardiaca (Barral-Netto et al. 1996). Existem outras drogas comercialmente disponiveis,
como anfotericina B, aminosidinas e pentamidina, porém todas estas possuem restri¢des

com relacdo as suas aplicagdes. Estas devem ser administradas por via parenteral,
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resultando em tratamentos longos e custosos, além de possuirem citotoxicidade
caracterisitca (Escobar et al. 2001; Plock et al. 2001). Testes de atividade antimicrobiana
contra a forma promastigota de L. amazonensis demonstraram que as dermaseptinas
DShypo 01 e DS 01, em concentracdo acima de 10uM, sdo agentes microbicidas mais
potentes até mesmo que a droga controle glucantima (figura 2.9). Existem vdrios
compostos leishmanicidas em desenvolvimento, porém um com a capacidade de curar
completamente infeccdes ainda ndo foi descoberto (Mikus et al. 2000; Delorenzi et al.
2002).

A elaboracdo de novas drogas a partir do arcabougo de peptideos antimicrobianos
requer a compreensao das caracteristicas essenciais que dirigem a afinidade dessas
estruturas por membranas. Com esse objetivo, foram analisadas, utilizando a técnica de
SPR, a interacdo entre os peptideos DS 01 e Dshypo 01 e bicamadas modelo de DMPC.
Esta técnica ndo forneceu dados validos, devido aos sinais obtidos nos sensorgramas
serem a soma de interacdes especificas com as LUVs e inespecificas com a camada de
dextrana (figura 2.10). A interacdo inespecifica € resultado da atracdo eletrostdtica entre
peptideos antimicrobianos catidnicos e camadas de dextrana carboximetiladas. Esta
interacdo ndo é exclusiva aos peptideos estudados, ja que dermaseptina B2 ja tinha sido
demonstrada interagir com a camada de dextrana de ‘chips CMS5” ndo derivatizados
(Noinville et al. 2003). J4 que nao existe nenhum modelo que considere tais sinais de
interagdo, nenhum dado numérico foi extraido indicando que estudos desta natureza
devem ser conduzidos por outras técnicas.

A utilidade do peptideo DShypo 01 para o tratamento de enfermidades
emergentes depende também de sua acdo seletiva contra os microorganismos e auséncia
de toxicidade para as células do hospedeiro. Testes com células sangiiineas de mamiferos
demonstram que DShypo 01 ndo induz hemdlise considerdvel em concentracdes de até 53
UM, a qual € muito superior as concentracdes em que este € efetivo contra
microorganismos (tabela 2.3). Apesar da auséncia de hemolise ser de suma importancia
para um novo medicamento que se propde a tratar infeccdes sist€émicas, 0 mesmo também
deve ser inativo contra leucécitos. Os resultados demonstraram que DShypo 01, assim
como o DS 01, ndo é capaz de alterar as freqiiéncias das populacdes de células

sangiiineas (Brand et al. 2002).
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Portanto, o efeito litico das DSs parece estar restrito a microorganismos
patogénicos ja que estas ndo induzem danos detectdveis a células de mamiferos. Os
aspectos que guiam essa especificidade parecem estar codificados na carga positiva
inerente a esses peptideos e em suas caracteristicas conformacionais assim como na
composi¢cdo de membrana das células alvo. O estudo de moléculas selecionadas
naturalmente como agentes antimicrobianos deve prover novidades nas relacdes entre

estrutura e fungdo e assim ajudar no desenho de moléculas com real valor terapéutico.
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3.1. Introducao

3.1.1. Membranas plasmaticas e biomiméticas

A. Fosfolipideos

A demarcacdo da extensao fisica de um organismo, assim como a manuten¢do da
condi¢do de ndo-equilibrio com seu ambiente, sdo atribuidas nas células a estruturas
denominadas membranas plasmdticas (New 1990). Estas sdo compostas
fundamentalmente por fosfolipideos, principalmente os gliceridicos, os quais possuem
como estrutura geral um grupamento ‘“cabeca”, um corpo de glicerol e duas caudas de
acidos graxos (figura 3.1) (New 1990). Os 4cidos graxos estdo ligados aos carbonos 1 e 2
do glicerol, enquanto o terceiro carbono liga-se ao fosfato, formando 4cido fosfatidico
(New 1990). O grupamento fosfato estd freqiientemente ligado a dlcoois também polares,
de fundamental importancia nas propriedades fisico-quimicas destas moléculas. As

caudas de 4cidos graxos compdem a parte apolar dos fosfolipideos, conferindo a estas

moléculas uma natureza anfifilica.

Grupameanto cabega
Gliceral
Acidos graxos

Figura 3.1. Esquema fundamental dos fosfolipideos, usando como exemplo a molécula
de di-miristoil-fosfatidilcolina (DMPC)

Diferentes fosfolipideos conferem as membranas diversas caracteristicas,
principalmente de acordo com o grupamento quimico ligado ao fosfato, o comprimento e
grau de insaturacdo de dcidos graxos (Huang e Li 1999). Os fosfolipideos mais comuns
na natureza sdo a fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidilglicerol (figura 3.2)

(PG) e fosfatidiletanolamina (PE).
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Figura 3.2. Representacido de di-miristoil-fosfatidilglicerol (DMPG)

Grupamentos cabega variam em seu estado de protona¢do, conforme demonstrado
na figura 3.3. Em pH fisioldgico, fosfatidilcolina (PC) e fosfatidilglicerol (PG), os dois

fosfolipideos relevantes a esse trabalho, apresentam-se neutro e com carga -1,

respectivamente.
Fosfolipideos comuns
20
B ] 0 s
pHET [R-HPOE] = 3,0 ke = 2.5 pHE =1 PHE [(R2-HPOu) = 2.5
15 4 pEEF [F.PDE) = 3,0 S (U] = 5.5
pHE (R-HH1+] = 115
04—
-'--.
z "
E os ™
2 . ™
= Y — ':'— k“‘:: . . e
5 e e e g i 8 3 o h
o “
as 4 Y \
T x\..
3 = b
40 s ——
‘—\__,_HH‘ -\-\_""\-\.
15 4 H
b
20 =
pH

Figura 3.3. Carga residual de cada fosfolipideo de acordo com o pH. R e R2 servem
para diferenciar o carbono onde os grupos estdo ligados. Retirado e modificado de
(http://www.avantilipids.com/PhospholipidPKA .html).

B. De fosfolipideos a membranas

Ao serem expostos a solventes fosfolipideos organizam-se

aquosos,
espontaneamente e acabam por formar estruturas que podem variar de acordo com as
condi¢des em que esse processo ocorre (New 1990). Isto se deve basicamente ao cardter
anfifilico destas moléculas, polares em seu grupamento cabeca e alifaticas em sua cauda

de 4cidos graxos (New 1990; Gennis 1989). Energeticamente, este processo ocorre
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devido ao efeito hidrofébico, dominado pelo ganho entrépico relacionado a liberagdo da
dgua de solvatag@o de grupamentos apolares (Gennis 1989).

Fosfolipideos diferem de outras moléculas anfifilicas, como detergentes, porque
sua estruturacdo em bicamadas lipidicas é favordvel a formacdo de estruturas micelares.
Essas estruturas variam de acordo com a concentragao de fosfolipideo, temperatura, pH e
forca i6nica do solvente (Gennis 1989). Algumas das estruturas possiveis estdo
representadas na figura 3.4. Bicamadas tendem a ser mais estaveis devido a existéncia de
duas cadeias de acidos graxos, as quais conferem aos fosfolipideos uma forma tubular. J4
detergentes tendem a formar micelas, por apresentarem uma estrutura mais préxima a um
cone (New 1990). A estruturacdo de bicamadas fosfolipidicas em vesiculas, ou
lipossomos, ocorre porque extremidades abertas de membrana sdo energeticamente
desfavoraveis (New 1990). Assim, bicamadas selam essas extremidades mediante

formacao de esferas com um compartimento aquoso interno (Figura 3.4).

JeL e

Micela Micela Micela dlongada Micela alongada
invertida inversa

Fase Hexagenal Micala achatada Fase hexagenal veslcula unilamelar
narmal inversa

Figura 3.4. Variabilidade de estruturas de membrana

Lipossomos podem ser confeccionados em diferentes tamanhos e diferentes
maneiras de acordo com a metodologia utilizada. As formas mais comuns de preparo sao
por meio da sonica¢do de um filme fosfolipidico hidratado por um sonicador de ponta, ou
pela extrusdo em membranas de policarbonato (New 1990; Gennis 1989). Lipossomos
preparados por sonicacdo possuem dimensdes varidveis de 20 a 80 nm e sdo
denominados vesiculas unilamelares pequenas (SUVs). A aplicacdo desta metodologia
resulta em vesiculas com dispersdo considerdvel de didametro em torno da média devido a

falta de controle no processo de sonicagdo (New 1990). Ja a confec¢do de lipossomos por
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extrusdo permite maior controle no tamanho das vesiculas, € menor dispersao em torno
da média. A extrusdo de vesiculas se dd pela passagem forcada de fosfolipideos
hidratados por membranas de policarbonato com poros de tamanho uniforme (New
1990). As estruturas mais comumente estudadas sdo conhecidas por vesiculas
unilamelares grandes (LUVs), as quais sdo obtidas a partir de extrusao em membranas de
policarbonato de 100 nm.

O modelo de Singer e Nicolson, proposto em 1972, trata a bicamada lipidica
como um solvente neutro de duas dimensdes onde proteinas e lipideos difundem-se
livremente no plano da membrana (Singer e Nicolson 1972). Atualmente, este modelo foi
expandido. Sabe-se hoje que a difusibilidade dos fosfolipideos € limitada, e as células sdo
como mosaicos de dominios fosfolipidicos, conhecidos como ‘lipid rafts” (Simons e
Ikonen 1997). Estas diferencas locais de composicoes lipidicas sdo mantidas ativamente
pelo citoesqueleto e apresentam diferentes caracteristicas e funcionalidades (Jacobson e
Dietrich 1999). O conceito da membrana como um solvente apolar bidimensional
também foi desenvolvido com o reconhecimento de que estas estruturas sao
heterogéneas. Membranas sdo compostas de uma regido interfacial hidrofilica, populada
por dgua de solvatagdo e pelo grupamento cabeca dos fosfolipideos até as carboxilas que
compdem o inicio dos dcidos graxos (figura 3.5) (White e Wimley 1998). As regides de
interface correspondem a 50% da espessura de uma bicamada, o que mostra que
membranas ndo devem ser tratadas como uma fase de hidrocarbonetos que separa duas
fases aquosas (White e Wimley 1998). As regides de interface s@o ricas em possibilidades

de interagdes inespecificas com moléculas membrano-ativas.
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Figura 3.5. Diferentes ambientes encontrados em uma bicamada lipidica. Curvas
podem ser interpretadas como uma curva de probabilidade de cada um dos grupos
quimicos. Retirado e modificado de White e Wimley 1998.

C. Transicao de fases de fosfolipideos

Uma das conseqiiéncias do empacotamento dos &dcidos graxos no centro da
bicamada lipidica é a mudanga abrupta de suas propriedades fisicas em uma pequena
amplitude de temperatura. Bicamadas ou lamelas (L) possuem estruturas ordenadas a
baixas temperaturas, com consisténcia de gel (f) e cadeias de d&cidos graxos
principalmente em conformacao trans, estabilizadas por forcas de van der Walls (Huang
e Li 1999). Quando se adiciona energia suficiente para sobrepor a barreira composta
pelas interacdes de baixa distancia entre as cadeias de hidrocarbonetos, ocorre um
aumento de mobilidade rotacional entre ligacdes carbono-carbono (Huang e Li 1999).
Esta transi¢do permite conformagdes mais desordenadas, aumentando assim a fluidez da
membrana (Huang e Li 1999). A esse estado, atribui-se o nome de liquido-cristalino ().
Esta transicdo, referida como P’s — L¢, ocorre de forma cooperativa, com temperatura

de transicdo (Tm) e variacdo de entalpia (4H) especificas para cada fosfolipideo. Estes
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pardmetros podem ser estimados por meio da calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

(Huang e Li 1999).

Fase gal Fas# liguido-cristalina

Figura 3.6. Transicao de fase em membranas. Detalhe da diferenca de organizacdo
entre o estado de gel (f), mais ordenado, para o estado liquido-cristalino (&), menos
ordenado. Também o esquema de transi¢do de fase P’s — Lo mostrando a temperatura
(Tm) e a entalpia de transicao (AH) caracteristicos para cada fosfolipideo.

A composi¢cdo da membrana, o solvente e o pH afetam a energia, a
cooperatividade e a temperatura de transicdo, conforme mensurados por calorimetria
exploratéria diferencial (Huang e Li 1999; Epand 2007). Também a incorporagdo de
moléculas membrano-ativas influencia a transicdo de fase P’s — Lor de forma particular,

fornecendo informacdes sobre seu modo de interacdo (Jain e Wu 1977).

D. Influéncia de moléculas membrano-ativas no perfil térmico da transicao de fase

de membranas fosfolipidicas

Membranas sdo alvo de uma série de compostos de interacdo especifica ou
inespecifica. A incorporagdo de tais compostos pode ser estudada de varias formas, e uma
delas € pelo efeito da adsor¢do de moléculas na transic@o de fase entre os estados de gel e
liquido cristalino (P’s — La) de membranas (Sturtevant 1982). A adsor¢do de moléculas
€ capaz de alterar as propriedades da transicdo de fase de membranas fosfolipidicas de

forma particular ao modo de interag¢do (Jain e Wu 1977).
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Fisicamente, intera¢des entre as cadeias de acidos graxos das bicamadas possuem
transicdes ordem-desordem de longa distancia, extendendo-se por varias unidades de
fosfolipideos (Jain e Wu 1977). A incorporacdo de compostos exdgenos causa uma
alteracdo no modo de empacotamento das cadeias dos hidrocarbonetos, influindo em sua
ordem. Em uma bicamada no estado de gel, o movimento de uma cadeia de 4cido graxo é
transmitido as cadeias proximas, e assim a todas as outras unidades vizinhas (Jain e Wu
1977).

A incorporagdo de varias classes de moléculas em membranas j4 foi estudada, tais
como solventes organicos, dcidos graxos, esterdis (colesterol), sondas fluorescentes e
peptideos antimicrobianos (Epand e Sturtevant 1981; Matsuzaki et al. 1998; Mannock et
al. 2006). Tais moléculas sdo capazes de aumentar ou diminuir a estabilidade de
vesiculas fosfolipidicas, fendmenos observados por alteracdes no 7m (Epand e Sturtevant
1981). A particdo de moléculas exdgenas também € capaz de induzir a formagdo de sub-
dominios, observado por multiplos 7m’s, ou de abolir a transicdo de fase pela diminuicao
do 4H (Jain e Wu 1977). Dominios sdo formados devido a assimetrias na incorpora¢do
de moléculas, o que pode gerar regides de membrana onde ha segregacdo de partes ricas e
pobres de moléculas exdgenas (Epand 2007). Isto acarreta na observacdo de multiplos
Tm’s. Acredita-se que a qualidade e quantidade dos efeitos estejam correlacionados com
a profundidade de penetracdo de moléculas. As por¢des metil e metileno das membranas
encontram-se em uma condicdo de relativa desordem comparadas aos grupamentos
fosfato, imobilizados por suas interacdes com a dgua de solvatacdo. Assim, solventes
organicos que interagem exclusivamente com as regides hidrofébicas internas levam a
alteracdes discretas nos parametros da transicdo. De especial interesse € o efeito de
surfactantes na transicdo P’s — L, pois esses diminuem a entalpia de transi¢do
conforme interagem com membranas (figura 3.7) (Jain e Wu 1977). Acredita-se que isto
seja o reflexo da particdo de detergentes por toda a extensdao dos fosfolipideos, dado seu

carater também anfifilico.
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Figura 3.7. Grafico da area do pico da transicio P’g — Lo versus a concentracio de
detergentes ionicos. Cloreto de dodecil piridina (LPC), s6dio dodecil fosfato (SDP),
sédio dodecil sulfato (SDS) octadecil amina (OA), cloreto de octadecil-trimetilamonio
(OTA), écido deoxicolico (DOC), acido célico (CA), digitonina (Dig). Retirado e
modificado de Jain e Wu 1977

A incorporagdo de proteinas também acarreta em uma série de efeitos na principal
transicdo de fase de fosfolipideos. Segundo McElhaney 1986, proteinas associadas as
membranas podem ser classificadas em trés grupos de acordo com sua interacio com
bicamadas fosfolipidicas (Papahadjopoulos et al. 1975; McElhaney 1986; Prenner et al.
1999).

Grupo I: proteinas soldveis, em geral positivamente carregadas e de posicdo
periférica com relacdo a membrana. Tém interacdo quase que exclusiva com
fosfolipideos carregados negativamente. Induzem aumento tanto na temperatura quanto
na entalpia da transi¢do principal de fase enquanto decrescem sua cooperatividade
minimamente. Acredita-se que estas interagem quase que exclusivamente
eletrostaticamente com os grupamentos polares dos fosfolipideos.

Grupo 2: também positivamente carregadas mas relativamente menos

hidrossoliveis e com interacdo mais pronunciada com fosfolipideos aniOnicos que
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zwiteridnicos, apesar de interagirem com os ultimos. Geralmente diminuem a
temperatura, entalpia e cooperatividade da transicdo moderadamente mesmo em
concentragdes relativamente altas. Proteinas do grupo 2 interagem com a cabeca polar e
glicerdis por interagdes eletrostaticas, mas também interagem minimamente com as
cadeias de hidrocarbonetos (McElhaney 1986).

Grupo 3: proteinas relativamente insoliveis, integrais de membrana que
interagem igualmente bem com fosfolipideos anidnicos e zwiterionicos. O efeito de sua
incorporagdo em membranas € reduzir moderadamente a temperatura de transicdo, porém
induzem marcadamente uma reducdo da entalpia e cooperatividade da transi¢do.
Proteinas desse grupo penetram toda a extensdo da bicamada interagindo tanto
eletrostaticamente com sua regido polar quanto com os hidrocarbonetos centrais através
de interacOes de van der Walls e hidrofébicas.

Peptideos antimicrobianos naturais ou sintéticos também apresentam efeitos
andlogos na transicio de fases de membranas, dependendo de sua composicao.
Gramicidina S, um peptideo ciclico produzido por Bacillus subtilis, induziu diminui¢ao
no Tm de vesiculas de DMPC e de DMPG, porém sé causou diminui¢do na entalpia da
transi¢do de fase P’s — Lo em vesiculas de composi¢ao anionica (Prenner et al. 1999).
Os autores julgaram este efeito como andlogo a proteinas pertencentes ao grupo 2,
reconhecendo as alteracdes como moderadas (Prenner er al. 1999). Essa classificacio
carece de um numero significativo de exemplos, pois o grupo de peptideos estudados
desta maneira é ainda pequeno. A extensdao do decréscimo da entalpia de transicdo de
fase estd relacionada de forma complexa a hidrofobicidade dos peptideos e ao seu
momento hidrofébico (Prenner et al. 2007).

Recentemente, os peptideos aureina 1.2, citropina 1.1 e maculatina 1.1, todos eles
de anfibios australianos do género Litoria, tiveram suas influéncias no perfil térmico de
vesiculas multilamelares de DMPE, DMPC e DMPG investigadas (Seto et al. 2007).
Todos os peptideos tiveram influéncia no 7m e na entalpia da transi¢do de fase para
vesiculas compostas de DMPC e de DMPG, porém nao foram capazes de particionar em
membranas de DMPE (Seto et al. 2007). DMPC e DMPE sao neutros em pH fisfioldgico,
enquanto DMPG possui carga -1. Estes peptideos foram categorizados também como

pertencentes ao grupo 2 de proteinas, residindo na interface das membranas, com
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interacOes primariamente eletrostaticas com os grupamentos polares das membranas,
porém com interacdes hidrofébicas com as cadeias de acido graxo (Seto et al. 2007).
Maculatina 1.1 demonstrou a maior influéncia na transi¢cao de fase das membranas entre

os peptideos estudados.

E. Composicao de membranas em organismos

Organismos variam em relagdo a sua composicdo de membrana. Na natureza,
estas sdo constituidas ndo somente pelos fosfolipideos previamente apresentados, mas
também por outras moléculas como esterdides, proteinas, glicoproteinas, entre outras
(figura 3.8) (Gennis 1989). A porcentagem relativa de biomoléculas pode variar em cada
organismo de acordo com seu estdgio de desenvolvimento e acesso a recursos, sendo
mantida ativamente dentro de limites (Blom et al. 2001).

De modo geral, membranas de microorganismos possuem alto conteido de
fosfatidilglicerol, cardiolipina (CL) e fosfatidilserina e tendem a ser eletronegativas. Ja
membranas compostas de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e colesterol sao
geralmente eletrostaticamente neutras, e sdo comuns em células eucariéticas (Yeaman e
Yount 2003). Esta diferenca de composicdo é reconhecida como uma das bases da
seletividade de peptideos antimicrobianos (Tossi et al. 2000; Brand et al. 2002; Yeaman
e Yount 2003). As macroestruturas de membrana também diferem entre organismos.
Tamanha complexidade dificulta a obtencao de conclusdes fisicas detalhadas sobre a
interacdo de moléculas membrano-ativas com microorganismos, tornando necessario o

uso de modelos.
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Figura 3.8. Arquitetura comparativa de membranas de microorganismos e
membranas eritrocitarias humanas. As barras representam cada um dos tipos celulares,
sendo a aberta de Escherichia coli, a de linhas horizontais Staphyloccocus aureus, a
sombreada de Bacillus subtilis, xadrez de Candida albicans e a sélida de eritrocitos
humanos. CL= cardiolipina, PG=fosfatidilglicerol, PE=fosfatidiletanolamina, PC=
fosfatidilcolina, SM=sfingomielina e ST=ester6ides (colesterol ou ergosterol).

F. Membranas de microorganismos

Membranas biolégicas t€ém como base uma estrutura fluida formada por
fosfolipideos, porém com uma série de peculiaridades estruturais. Bactérias podem ser
divididas em Gram-positivas e Gram-negativas, de acordo com sua coloragdo pelo
reagente de Gram. Este reagente possui afinidade pela camada de peptideoglicana,
espessa em bactérias Gram-positivas e delgada em Gram-negativas (Madigan et al.
2000). Esta camada ¢ formada pelos agucares dcido N-acetil-muramico e N-acetil-
glicosamina, ligados de forma B(1-4), e interconectados por residuos de aminodcidos
(Madigan et al. 2000). A camada de peptideoglicana tem funcdo estrutural e confere
rigidez a parede celular bacteriana. Alguns autores acreditam que em alguns casos a
especificidade vista nos peptideos antimicrobianos em testes de determinacdo de
concentracdo inibitéria minima (MIC), esteja mais relacionada a estas estruturas do que
as diferencas de composi¢ao fosfolipidica de membrana (Feder et al. 2000).

Bactérias Gram-negativas: possuem uma segunda membrana denominada de

membrana externa (figura 3.9A). Esta € constituida por uma dupla camada lipoprotéica
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de lipopolissacarideos (LPSs), principalmente lipideo A. Sdo os LPSs as moléculas
responsaveis pela indu¢do de choques sépticos, causando mortalidade em humanos em
até 50% dos casos, e por isso recebem o nome geral de endotoxinas (Madigan et al.
2000). Sabe-se que peptideos antimicrobianos interagem fortemente com LPSs, sendo
esta uma das estratégias de defesa bacteriana (Allende e McIntosh 2003). LPSs da
camada externa de batérias Gram-negativas sao determinantes na atividade diferencial de
peptideos antimicrobianos, influindo na poténcia relativa com relagdo a bactérias Gram-

positivas.
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Figura 3.9. Desenho esquematico de membranas de bactérias. A. Gram-negativas e B.
Gram-positivas. Retirado e adaptado de
http://www.palaeos.com/Kingdoms/Prokaryotes/Images/GramPosCellEnvelope.gif e
http://www.bact.wisc.edu/Microtextbook/images/book_4/chapter 2/2-43.gif.

Bactérias Gram-positivas: possuem de 40-90% do seu peso seco de
peptidoglicano. Muitas bactérias possuem &acidos teicdicos, polimeros de ribitol-fosfato
ou de glicerol-fosfato. Podem estar ligados covalentemente a camada de peptidoglicano
ou a lipideos de membrana, denominados entdo de acidos lipoteicdicos (Madigan et al.
2000). Constituem uma rede bastante densa que limita o acesso de moléculas de alta
massa a suas membranas. Influenciam a atuacdo de peptideos antimicrobianos tanto na

inibicdo de sua aproximacdo quanto a indu¢do de lise, mecanismo de acdo comum a

muitos deles (Yeaman e Yount 2003).
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3.1.2. Interacao de peptideos antimicrobianos com membranas

A. Atividade antimicrobiana versus atividade em membranas biomiméticas

A redugdo do sistema peptideo antimicrobiano/microorganismo € comumente
feito pela confec¢do de membranas de composicao fosfolipidica compativel com as das
células alvo, porém sem suas macro-estruturas. A investigacdo das interacdes destas com
peptideos em solvente tamponado permite uma avaliacdo comparativa entre peptideos por
permitir maior controle sobre os fatores da interagdo. Uma variedade de técnicas
biofisicas foi utilizada para esse proposito, gerando dados complementares; calorimetria
de titulacdo isotérmica (ITC) e calorimetria diferencial exploratéria (DSC) (Wenk e
Seelig 1998; Epand et al. 2003), espectroscopia de fluorescéncia (Mor et al. 1994),
dicroismo circular (CD) (Leite et al. 2007) e ressonancia plasmonica de superficie (SPR)
(Gaidukov et al. 2003), entre outras. A ultima demonstrou ser muito promissora durante a
ultima década, e assim como a calorimetria, possui a vantagem de nao derivar de nenhum
efeito secunddrio a interacdo. A adsorcio de peptideos antimicrobianos em membranas €
analisada pelo acimulo de massa na superficie de um “chip sensor’, gerando gréficos de
dose-resposta. Porém, a aplicabilidade do método de SPR ¢ restrita devido interagdes
inespecificas entre os peptideos catidnicos € o suporte das membranas, composto por
dextrana (Brand et al. 2006). A calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) é uma das
metodologias mais difundidas e apresenta algumas vantagens, como o uso de bicamadas
fosfolipidicas na forma de vesiculas em solug@o, ou seja, sem movimentagdo restrita
(Seelig 1997). Outra vantagem € a existéncia de modelos matemdticos para a
interpretacdo dos dados. Seelig e colaboradores desenvolveram um método para a
conversao do calor trocado na titulagdo em isotermas de adsorcao. Este método € capaz
de discriminar a interacdo em uma constante de particdo eletrostdtica e outra hidrofébica
(Wieprecht et al. 2000; Seelig 2004). A principal desvantagem € que o calor de interacao
pode ter diversas origens, principalmente em um sistema complexo, cuja interacao leva a
reestruturacdes e rearranjos tanto nos peptideos quanto nas membranas (Wieprecht er al.

1999; Silva et al. 2007).

92



A correlagdo entre dados obtidos com membranas modelo depende também da
compreensao do papel das macro-estruturas de membrana de células bacterianas (Dathe e
Wieprecht 1999; Yeaman e Yount 2003). Diversos modelos para a invasao,
permeabilizacdo e lise de células bacterianas foram propostos, e sdo, em geral,
especificos para o tipo de macro-estrutura de membrana. Quando interagindo com
bactérias Gram-negativas, peptideos antimicrobianos catidnicos agem primariamente nos
lipopolissacarideos da membrana externa, por apresentarem carga negativa. Esta
interacdo causa expansao da membrana e deslocamento de ions de Mg2+ e Ca®, de
fundamental importancia para a estabilizacdo desta estrutura (Dennison et al. 2005). No
caso de bactérias Gram-positivas, os principais sitios de interacdo de peptideos catidnicos
sdo os 4cido teicdico e lipoteicdico e os grupos carboxilicos dos residuos de aminodcidos
da camada de peptideoglicano. Para ambos os tipos de classes bacterianas, a interacao
inicial com as superficies externas das bactérias leva a passagem dos peptideos
antimicrobianos pela camada de peptideoglicana com subseqiiente ligacdo a superficie
externa anidnica da membrana citoplasmatica (Yeaman e Yount 2003; Dennison et al.
2005).

Geralmente, existe uma correlacdo entre dados obtidos com membranas
biomiméticas e testes antimicrobianos em cultura, apesar do papel complexo
desempenhado pelas camadas externas de células bacterianas. Segundo Papo e
colaboradores, peptideos mais capazes de se ligar-se e permeabilizar membranas in vitro
também té€m atividade antimicrobiana mais pronunciada (Papo e Shai 2003). Peptideos
ndo-hemoliticos interagem com membranas negativamente carregadas mais
pronunciadamente que com membranas neutras. J& peptideos nao-seletivos apresentam o
mesmo grau de interagdo com ambos os tipos de membranas. Dessa forma, dados obtidos
com membranas biomiméticas correlacionam-se com a atividade bactericida de peptideos
antimicrobianos em algum grau. Porém, nenhuma comparacao em ampla escala foi feita
com vdrias estruturas e ndo se sabe se esta afirmacdo pode ser estendida a todo conjunto

de peptideos antimicrobianos.

93



B. Relacio estrutura/funcio em peptideos antimicrobianos

Nessa secdo, vdrias caracteristicas fisico-quimicas relevantes a interacdo de
peptideos antimicrobianos com membranas e a sua seletividade serdo consideradas em
topicos distintos. Esses parametros sdo conformagdo (), carga nominal (Q),
hidrofobicidade (H), momento hidrofébico (My), anfifilicidade (A) e dngulo polar (0).

Estes fatores sdo interdependentes, conforme a representacdo da figura 3.10.

carga
L
Sngule conformagio
polar 4] i
H {
hidrefobic|dade anfifilicidade

Figura 3.10 Interdepéndencia entre os fatores fisico-quimicos para a atividade de
peptideos antimicrobianos. Extraido e modificado de Yeaman e Yount 2003.

Conformacao () — peptideos antimicrobianos diferem amplamente em seqiiéncia,
porém dividem-se em dois conjuntos bastante marcantes em termos de estrutura
secunddria: os que se estruturam em o-hélice e os que se estruturam em folha-f3 (Jenssen
et al. 2006). Peptideos antimicrobianos em «-hélice sdo abundantes em fluidos
extracelulares de insetos e anfibios. Sdo geralmente de conformagdo randomica em
solucdo aquosa, estruturando-se ao entrar em contato com solventes organicos ou
membranas plasmdticas (Yeaman e Yount 2003). A inserc¢do de residuos de prolina ou de
d-aminodcidos em suas estruturas primdrias € capaz de romper com a estruturacdo em O
hélice (Papo e Shai 2004). Normalmente, este tipo de modificacdo leva a inocuidade
contra células bacterianas, demonstrando o papel crucial da estrutura secunddria para a
manutencao da atividade.

Peptideos em folha-B sdo bastante varidveis em termos de estrutura primadria,

porém sdo conservados em sua composicao anfifilica. Para esse tipo de peptideo, residuos
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distantes em estrutura primdria sdo aproximados em estrutura tercidria e assim geram
separacdo de cargas (Dennison ef al. 2005). Varios deles sdo ricos em cisteina, tais como
as defensinas (Braff e Gallo 2006). Assim como para peptideos em «-hélice, a ruptura da
estrutura secunddria em peptideos em folhas-B acarreta mudangas dramdticas em
atividade, freqiientemente levando o peptideo a inocuidade.

Algumas estruturas diferentes destas também ja foram identificadas, como por
exemplo, peptideos ricos em prolina e arginina e também a indolicidina, rica em
triptofano, os quais formam estruturas helicoidais de poli-prolina tipo II. Estas também

apresentam certo grau de anfifilicidade (Dennison et al. 2005).

Anfifilicidade e momento hidrofébico (My) — quase todos os peptideos antimicrobianos
apresentam algum grau de estruturacio em sua interacdo com membranas. Normalmente
decorre dessa interacdo a separagdo de uma face hidrofébica e de uma hidrofilica de
carga positiva. Pode-se obter um cardter anfifilico por meio de diferentes conformacgdes
protéicas, sendo a mais elegante a formacdo de hélice. A periodicidade de residuos
polares e apolares € de 3-4 residuos, estrutura 6tima para sua separagao em faces opostas.
Segundo Yeaman e Yount, a extensdo de estruturacdo secunddria possui efeito na
interacio com membranas neutras € em menor grau com membranas carregadas
negativamente (Yeaman e Yount 2003). Um alto grau de anfifilicidade é normalmente
correlacionado com aumento de toxicidade para células compostas de fosfolipideos
neutros (Dathe e Wieprecht 1999). Contudo, nenhum estudo sistematico relacionando My
e inducdo de extravasamento de um marcador fluorescente em LUVs chegou a resultados
conclusivos (Dathe e Wieprecht 1999). Também nio existe relagdo conclusiva entre My e
atividade antimicrobiana, mensurada pela determinac¢do de MICs para cada peptideo.

A anfifilicidade de uma seqiiéncia reflete o grau de polarizacdo de residuos
hidrofébicos e hidrofilicos, atributo de descricao desafiadora (Yeaman e Yount 2003).
Um dos parametros passiveis de cdlculo in silico ¢ o momento hidrofébico (My), o qual é
definido pela soma dos vetores de hidrofobicidade de cada residuo de aminoécido
normalizado para uma o-hélice perfeita (Eisenberg 1984). Lewis e colaboradores
demonstraram que o My de peptideos compostos de residuos de leucina e alanina t€m

influéncia em seu tempo de retencdo em colunas de fase reversa em HPLC (Lewis et al.
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2007). Este dado revela que mesmo quando interage com substratos relativamente
simples, como os hidrocarbonetos da matriz de colunas cromatograficas, o agrupamento
de residuos modifica a hidrofobicidade nominal do peptideo como um todo (Lewis et al.
2007). Para o conjunto de peptideos estudados, o My teve correlacdo direta com seu grau
de estruturacdo secunddria em solu¢do e em membranas. Estima-se que o My seja ainda
mais determinante nessas interacdes que a hidrofobicidade da seqiiéncia em si
(Fernandez-Vidal et al. 2007). Fernindez-Vidal e colaboradores observaram uma
correlacdo direta entre a energia livre de intera¢do (4G) e o My de um grupo de peptideos
de mesma hidrofobicidade (Fernandez-Vidal et al. 2007). As moléculas estudadas
continham apenas residuos de leucina, glutamina e alanina. Nao € possivel inferir se essa
relagdo se mantém para o conjunto de peptideos antimicrobianos como um todo, pois o
proprio estudo aponta desvios.

Denisson e colaboradores demonstraram correlacdo negativa entre My e
hidrofobicidade em peptideos antimicrobianos, indicando a existéncia de equilibrio entre
estas grandezas (Dennison et al. 2005). Dathe e Wieprecht demonstram que peptideos
antimicrobianos tendem a ter alto momento hidrofébico e hidrofobicidade moderada. A
figura 3.11 mostra a distribuicao de peptideos no grafico de Eisenberg, e demonstra que
embora moléculas antimicrobianas tenham ampla distribui¢io, agrupam-se em regides de

hidrofobicidade moderada e My relativamente altos (Tossi et al. 2000).

Momento hidrofébica

"yriarr
L mb ™

Hidrofobicidade

Figura 3.11. Relacdo entre momento hidrofébico (My) e hidrofobicidade (H) de
alguns peptideos antimicrobianos. Retirado e modificado de Tossi et al. 2000
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Hidrofobicidade (H) — reflete a capacidade intrinseca a uma seqiiéncia peptidica de
particionar-se entre uma fase aquosa polar e uma fase apolar. Devido a regido central
apolar das membranas, acredita-se que hidrofobicidade tenha forte papel modulador na
interagdo de peptideos com membranas (Dathe e Wieprecht 1999). Residuos hidrofébicos
correspondem a aproximadamente 50 % do total em uma seqii€ncia, com variagdes na
faixa de 10 % (Tossi et al. 2000; Yeaman e Yount 2003). A hidrofobicidade € mantida
dentro de limites porque peptideos antimicrobianos que participam do sistema de defesa
inato dos organismos devem ser soldveis o suficiente para permanecer em solug¢do e ao
mesmo tempo interagir com regides hidrofébicas das membranas (Dathe e Wieprecht
1999).

O efeito da hidrofobicidade sobre a atividade antimicrobiana de peptideos
registrou um avan¢o na década de 1990 a partir de uma série de trabalhos (Mee et al.
1997; Wieprecht et al. 1997). Wieprecht e colaboradores demonstraram que andlogos de
magainina de maior hidrofobicidade que o precursor possuem diferenca discreta em sua
interacdo com LUVs de PG. Contudo, a afinidade dos peptideos por vesiculas mistas de
PC/PG (3:1) e de PC cresce conforme aumenta sua hidrofobicidade. Outros estudos
confirmam que o aumento de hidrofobicidade tem pouca ou nenhuma correlagdo com a
atividade antimicrobiana, porém tem impacto direto na atividade hemolitica (Kwon et al.
1998; Ohmori et al. 1998). Estudos com membranas modelo reforcam a idéia de que
membranas enriquecidas com fosfolipideos de carga negativa tornam-se menos sensiveis
as modificagdes em hidrofobicidade dos peptideos (Dathe e Wieprecht 1999).

Dennison e colaboradores apontam a inexisténcia de uma relagdo quantitativa
simples entre concentra¢do inibitéria minima (MIC) e hidrofobicidade para todo o
conjunto de peptideos antimicrobianos. Os autores tentaram dividir os peptideos em
grupos funcionais, reconhecendo que diferentes organismos alvo podem representar
diferentes pressdes seletivas. Mesmo assim, nenhuma correlagdo foi encontrada

(Dennison et al. 2005).
Angulo polar () — o angulo polar ¢ uma medida de proporc¢do relativa da faceta polar

versus a faceta apolar de uma o-hélice (Uematsu e Matsuzaki 2000). Em um peptideo

hipotético em que uma das faces é composta exclusivamente por residuos hidrofébicos e
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outra por residuos carregados, o angulo polar é de 180° (Yeaman e Yount 2003).
Acredita-se que o angulo polar tenha influéncia direta no grau de penetragdao do peptideo
na membrana e na estrutura dos poros transmembranicos (Dathe e Wieprecht 1999). Até
mesmo regras relativas a forma de insercdo e mecanismo de acdo de peptideos
antimicrobianos em funcdo do angulo polar foram propostas, porém rejeitadas mais tarde
(Brasseur 1991).

Em viérios estudos, angulos polares menores - e assim maior superficie
hidrofébica - estdo associados com maior capacidade de perturbacdo de membranas
(Dathe et al. 1997, Uematsu e Matsuzaki 2000). Uematsu e Matsuzaki utilizaram
peptideos modelo, um com angulo polar de 100° e outro de 180°, para demonstrar que
quanto menor o angulo polar maior as taxas de permeabilizacdo, translocacio e taxa de
formacdo de poros. Porém, apesar de formarem poros em taxas mais altas, estes
colapsavam também mais rapidamente, indicando novamente a necessidade de equilibrio

(Uematsu e Matsuzaki 2000).

Carga (Q) — uma das caracteristicas mais 6bvias de peptideos antimicrobianos € sua
carga liquida e sdo vdrias as tentativas de modular sua atividade pela alteracdo desta. A
maior parte das moléculas descritas até hoje apresenta carga liquida de 2 a 9. Costuma-se
referir tanto a carga nominal de peptideos antimicrobianos quanto ao seu ponto
isoelétrico (pI). Cationicidade € importante para a atragdo inicial de peptideos
antimicrobianos a membranas negativamente carregadas de bactérias e outros
microorganismos. (Yeaman e Yount 2003). Essa eletroafinidade mdtua ¢é dita
fundamental para a acdo antimicrobiana diferencial, tendo papel na seletividade de
moléculas antimicrobianas. Sabe-se também que o potencial de membrana de
microorganismos € 50 % maior em células procaridticas em relacdo as células de
mamiferos. Este potencial eletroquimico age de maneira eletroforética para a
concentracdo de cargas positivas, como peptideos antimicrobianos, na superficie de
microorganismos (Yeaman e Yount 2003).

Com base nessas consideragdes, ndo € surpreendente que exista uma forte
correlacdo entre cationicidade e atividade antimicrobiana (Dathe et al. 1997; Matsuzaki et

al. 1997). Porém esta relacdo ndo € linear, sendo as vezes direta, indireta ou inversa
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(Yeaman e Yount 2003). Sabe-se que aumento de carga em peptideos com dominios bem
formados de hélice hidrofébica, assim como magainina 2, aumenta sua poténcia
antimicrobiana e também sua seletividade (Dathe e Wieprecht 1999). Este aumento de
atividade é observado até uma carga 6tima a partir da qual ocorre redugdo de poténcia
antimicrobiana. Acredita-se que esta redu¢do de atividade devido ao excesso de carga
seja por causa de interacdes improdutivas com componentes de membrana. Outra
conseqiiéncia do excesso de cargas € a reducdo de helicidade devido a repulsdes de carga

(Dathe e Wieprecht 1999).

C. Sobre propriedades fisico-quimicas e atividade de peptideos antimicrobianos

A tabela 3.1 foi compilada por Dennison e colaboradores e lista os parametros
fisico-quimicos de 161 peptideos depositados em bancos de dados (Dennison et al. 2005).
Nela, fica evidente a variabilidade natural das propriedades fisico-quimicas de peptideos
antimicrobianos. Os autores criaram grupos funcionais de acordo com o0s
microorganismos contra os quais os peptideos tiveram atividade antimicrobiana,
reconhecendo a atuacdo de diferentes pressdes seletivas. Contudo, nenhuma correlagcao
entre carga (Q), hidrofobicidade (H), anfifilicidade e momento hidrofébico (My), angulo
polar (0) e atividade antimicrobiana foi encontrada (Dennison et al. 2005). Normalmente,
atribui-se a isso a dificuldade de modificacdo sistemdtica individual dos parametros
(Dathe e Wieprecht 1999). Porém, esta claro que quando peptideos antimicrobianos sao
analisados como um grupo homogéneo, nenhuma relacdo entre estrutura e funcgdo é

vélida.

Tabela 3.1. Propriedades fisico-quimicas de peptideos antimicrobianos divididos de
acordo com seus microorganismos alvo. O nimero entre parénteses corresponde a
media (extraido e modificado de Dennison et al. 2005).

q Numero Faixa de SEEDCH Faixa de Faixa de . Faixa do
Organismos massa . Faixa de arco
de o- MICs comprimento carga . g
alvo AMPs (M) molecular ) liquida pI hidrofébico
(kDa) d ©)
7,8-40 2,2-4,3 100-180
G+ 8 (15.6) (3.3) 21-43 (31,4) Sa+4  42a98 (135)
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0,04-140 1,7-2,6 9.0a 220-260

19-27 (23,9) +1a+3

(17,7 (2,3) 11,1 (232)
0,2-40 1,2-7,4 6,7 a 40-300

G+,G- 103 (7.9) 3.5 10-68 (32,7) -la+l16 12.4 (161)
0,04-140 1,449 5,6a 40-240

G+,G-F 42 (14,5) 2.9) 13-46 (27,3) 0alo 127 (161)

G+ = bactérias Gram-positivas
G- = bactérias Gram-negativas
F = fungos

D. Mecanismos de aciao de peptideos antimicrobianos

O mecanismo de acdo de peptideos antimicrobianos € hipotético, e baseia-se em trés
etapas:

e Ligacdo de peptideos em forma monomérica a membrana plasmadtica;

e Insercdo dos peptideos na membrana para a formagao de poros;

e Recrutamento progressivo de mondmeros para o aumento do didmetro do poro.

A interacdo inicial entre peptideos antimicrobianos € a membrana plasmatica €
decorrente de atracdo eletrostdtica. Esta atracdo € devido o cardter catidnico dos
peptideos e a alta freqii€ncia de fosfolipideos anidnicos em membranas de
microorganismos. O resultado dela € o aumento da concentracdo local de peptideo em
uma camada imediatamente superior as vesiculas (topico desenvolvido no capitulo 4).

O restante do mecanismo de ac¢do de peptideos antimicrobianos, que diz respeito a
insercdo em membranas e ao recrutamento de novas moléculas, é mais heterogéneo. Dois
mecanismos foram inicialmente propostos para peptideos em o-hélice, conhecidos pelos
nomes de ‘Carpet-like” e ‘barrel-stave” (Shai 2002). Atualmente, um mecanismo
conjuntamente proposto por Shai, Matsuzaki e Huang (SMH) parece ter suplantado os
outros devido a sua aplicabilidade a um maior grupo de moléculas (Zasloff 2002). Uma
critica a busca por mecanismos de acdo, assim como a proposicdo de um mecanismo
mais geral, foi feito por Bechinger e Lohner, denominado de “detergent-like” (Bechinger

e Lohner 2006).
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Modelo ‘Barrel-stave”

Esse modelo prevé a formagdo de canais transmembranicos/poros por feixes de
hélices anfifilicas. As regides hidrofébicas dos peptideos permanecem em contato com a
membrana enquanto as regides hidrofilicas formam um poro aquoso, que permite o fluxo
de solvente e pequenas moléculas (Shai 2002). Apds a atragdo eletrostética dos peptideos,
acredita-se que a permeabilizacido proceda da seguinte forma: 1) Mondmeros ligam-se a
membrana e estruturam-se em O-hélice. 2) Os monomeros reconhecem-se na superficie
da membrana mesmo em baixas densidades. 3) As hélices inserem-se na porcao
hidrofébica da membrana e 4) H4 um recrutamento adicional de mondmeros que
aumentam o didmetro do poro. A etapa crucial para que peptideos antimicrobianos
permeabilizem membranas de acordo com este modelo € a interagdo entre mondmeros na
superficie da membrana e sua inser¢do, j& que a adocdo de uma conformacgdo

transmembrana para um mondmero € quase sempre desfavoravel (Shai 2002).

mecanismo carpete r:_s;"% = f

mecanismo barrel-stave

g

=

]

Figura 3.12. Modelo do mecanismo de acao de peptideos antimicrobianos. Retirada e
modificada de Shai 2002.
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Modelo “Carpet-like”

Nesse modelo, os peptideos antimicrobianos estdo em contato com o grupamento
cabeca dos fosfolipideos durante todo o processo de permeabilizacdo. Os peptideos sao
adsorvidos na superficie da membrana recobrindo-a a maneira de um carpete. A
permeabilizacido ocorre somente quando mondmeros atingem alta concentracdo em toda a
superficie celular (figura 3.12). Os peptideos permanecem na regido de interface das
membranas, em conformacao perpendicular, ndo entrando em contato com as caudas dos
fosfolipideos. Os quatro passos propostos sdao: 1) Ligacdo dos mondOmeros aos
grupamentos cabega dos fosfolipideos; 2) Alinhamento dos mondmeros na superficie da
membrana de forma que sua face hidrofilica fique em contato com os grupamentos
cabeca dos fosfolipideos; 3) Reorientagdo dos residuos hidrofébicos em dire¢do a regiao
hidrofébica da membrana; 4) Desintegracio da membrana pelo rompimento de sua

curvatura, etapa a qual pode ser precedida da formacao de poros transientes (Shai 2002).

Modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH)

Esse modelo propde que a interacdo de peptideos com membranas causa
deslocamento dos fosfolipideos e, assim, uma alteracdo da estrutura da membrana.
Decorrem destas alteragdes estruturais nas membranas a entrada de peptideos para o
interior das células (Zasloff 2002). O diferencial deste modelo com relagdo aos anteriores
estd no reconhecimento de membranas como por¢des ativas na interagdo, responsivas a
adsor¢do de peptideos. Huang demonstrou que a ligacdo de moléculas na face externa de
membranas gera sua expansao relativa a face interna, criando tensées (Huang 2006). A
adsor¢do assimétrica de moléculas na membrana gera aproximagdao dos grupamentos
fosfato de fosfolipideos em faces opostas, fendmeno conhecido como achatamento de
membrana (Chen et al. 2002; Chen et al. 2003; Huang 2006). O fendmeno de
achatamento de membrana prossegue com a adsorcdo de moléculas em conformagao

perpendicular 2 membrana até um limite, onde nao € mais energeticamente favoravel
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acomoda-las desta maneira. A partir deste ponto, ocorre uma transicdo de conformacgao

com a formagao de poros (Lee et al. 2004).

48 ¢ :
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Figura 3.13. Modelo SMH de acao de peptideos antimicrobianos. Um peptideo em o-
hélice é representado. A. Recobrimento em forma de carpete da face externa da
membrana. B. Integracao do peptideo na membrana e achatamento de sua face externa. A
drea da face externa expande-se em relagdo a interna (apontado pelas flechas). C.
Transicdo de fase e formagdo de poros transientes. D. Transporte de peptideos e
fosfolipideos para a face interna da membrana. E. Difusdao dos peptideos para alvos
internos (em alguns casos). F. Colapso da membrana em fragmentos e ruptura fisica da
membrana celular do alvo. Fosfolipideos acidicos possuem grupamento “cabeca”
amarelos enquanto neutros sdo representados em preto. Nos peptideos estdo
representadas em vermelho os residuos positivos € em verde os residuos hidrofébicos.
Retirado e modificado de Zasloff 2002.

Modelo “detergent-like”

Rigorosamente, o modelo “detergent-like” ndo pode ser considerado ao mesmo
nivel dos anteriores, uma vez que considera a a¢do de peptideos antimicrobianos como

casos especificos do fendmeno de detergéncia (Bechinger e Lohner 2006). Representa o
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mecanismo de aplicagdo mais geral para a atividade de moléculas anfifilicas em
membranas e fundamenta-se a partir do efeito causado por sua intercalagdo em bicamadas
lipidicas (Bechinger e Lohner 2006). Embora detergentes possam ter efeito neutro ou
mesmo resultar na estabilizacio de membranas modelo, aberturas podem formar-se
temporariamente (Bechinger e Lohner 2006). O aumento da concentracao do detergente
leva a desintegracao das membranas, e assim como os peptideos antimicrobianos, acabam
por causar a perda da barreira fisica, dissipacdo do gradiente eletroquimico e perda de
componentes citoplasmaticos. O modelo de acdo “detergent-like” ndo estd em contradi¢ao
com os modelos propostos acima, mas os inclui. Na verdade, tanto a formacao de poros
quanto a acumulacdo de peptideos na forma de carpete, podem ser considerados casos
especiais, onde as condicdes sdo tais que esses tipos de supra-estruturas moleculares sao
observadas em um diagrama de fase muito mais complexo (Bechinger e Lohner 2006).
Sua vantagem estd no reconhecimento de que € uma tarefa tediosa argiiir sobre o
mecanismo de acdo correto para cada peptideo, quando na verdade todos eles podem

ocorrer dependendo das condi¢gdes experimentais (Bechinger e Lohner 2006)

E. Mecanismos de inducao de morte celular

O grupo de peptideos antimicrobianos ndo € diverso s6 em suas propriedades
fisico-quimicas e em seus mecanismos de a¢do, mas também no que diz respeito aos seus
alvos (Brogden 2005). Dentre os peptideos antimicrobianos, os que desestabilizam
estruturas de membrana sao os mais numerosos, porém ndo correspondem a totalidade.
Existe uma série destes que possuem alvos intracelulares e funcionalidade dupla, capazes
de desestabilizar membranas e em concentracdes sub-liticas alterar fungdes metabdlicas
vitais (Patrzykat e al. 2002). Na verdade, muitos dos peptideos com a¢do em membrana
podem interferir no metabolismo de microorganismos de forma ainda desconhecida, ja
que esta faceta de sua interacao foi pouco estudada (Brogden 2005).

Acredita-se que os primeiros passos da interagdo entre peptideos e membranas,
como a atragdo eletrostatica, sejam comuns a todas as moléculas, independentemente do
seu mecanismo de agdo. A partir de sua adsorcdo, peptideos com alvos intracelulares

tendem a atravessar a membrana, causando nestas poucas alteracdes estruturais. Exemplo
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disso € a buforina II, que age inibindo sintese protéica ligando-se ao DNA de bactérias
(Kobayashi et al. 2004). Ja peptideos com acdo em membrana tendem a desestabilizé-las,
por meio dos mecanismos anteriormente descritos. A heterogeneidade de alvos € uma das
explicacoes da falta de correlagdo entre propriedades fisico-quimicas e atividade
antimicrobiana (Dennison et al. 2005). Assim, a categorizacdo de peptideos
antimicrobianos em sub-grupos funcionais de acordo com sua forma de interacio com
membranas € indispensdvel, pois s6 assim serd possivel determinar as propriedades

essenciais as suas interagdes.
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Figura 3.14. Alvos intra-celulares de peptideos antimicrobianos. Retirado e adaptado
de Brogden 2005.

F. Peptideos antimicrobianos e peptideos penetradores em células (CPPs)

O limite de definicdo entre peptideos antimicrobianos e peptideos penetradores
em células (CPPs) at¢ o momento € nebuloso. Postula-se que todo CPP é um
antimicrobiano em potencial e que todo antimicrobiano é um CPP em potencial
(Henriques et al. 2006). Isto porque alguns CPPs em limites superiores de concentragao
apresentam atividade perturbadora de membrana e tornam-se permeabilizadores (Palm et

al. 2006). Ja alguns peptideos antimicrobianos em concentragdes sub-liticas sdo capazes
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de atingir alvos citoplasmaticos mesmo antes de induzir permeabilizacdo de membrana
(Henriques et al. 2006). A dificuldade de distin¢do entre estes grupos nao é s6 funcional,
mas também estrutural, j4 que ambos sdo compostos de cadeias polipeptidicas catidnicas
com propriedades fisico-quimicas semelhantes. As metodologias de estudo divergem com
relagdo aos sistemas alvo. CPPs sao normalmente estudados por grupos interessados na
translocacdo de moléculas em células de mamiferos, enquanto a acao de antimicrobianos
¢ avaliada em microorganismos (Henriques et al. 2006). A aplicagdo das mesmas técnicas
para seu estudo, e assim sua compara¢do como forma de compreensdo do mecanismo de
acao de moléculas membrano-ativas € recente.

O mecanismo de acdo de CPPs € controverso, e acredita-se na existéncia de duas
vias principais: permeabilizacdo direta da membrana e uma via endocitica. Esta ultima
ganhou atencdo a partir de 2003, e sdo varias as evidéncias de que CPPs podem ser
internalizados por via pinoscitica (Fischer et al. 2005). Porém, mesmo sua a¢@o por via
endocitica requer translocacdo pelas paredes de endossomos de pH &4cido. Sendo assim,
CPPs deverdo interagir fisicamente com membranas no minimo em uma etapa em seu
processo de internalizacao,.

A interacdo de CPPs com membranas € semelhante a de peptideos
antimicrobianos, o que permitiu rdpido avanco na compreensdao dos parametros fisico-
quimicos responsdveis (Fischer et al. 2005). Acredita-se que essa interagdo siga trés
passos essenciais, os quais ndo contém informacdo mecanistica. Qualquer um dos
mecanismos previamente descritos para a acdo de peptideos antimicrobianos pode ser

também extrapolado para CPPs.

1. Associacdo do CPP com a membrana
2. Permeabilizacao da membrana

3. Liberac¢ao do CPP no citosol.

Acredita-se que uma das diferencas cruciais entre CPPs e peptideos
antimicrobianos esteja na auséncia de formacao de poros por parte dos primeiros (Fischer
et al. 2005; Henriques et al. 2006). CPPs como penetratina e oligoarginina sao

considerados menos téxicos que a maioria dos antimicrobianos, e credita-se este fato a
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ndo formacdo de poros em sua internalizagdo. Porém, até mesmo esta barreira t€m se
tornado cada vez mais ténue, com o reconhecimento de que a internalizagdo € uma das
fases da interagcdo dos peptideos membrano-ativos com membranas, a qual € seguida pela

atividade antimicrobiana (Fischer et al. 2005).

3.1.3. Justificativa e objetivos especificos

Peptideos antimicrobianos sdo estruturalmente diversos. Bancos de dados, como o
Antimicrobial Peptide Database (http://aps.unmc.edu/AP/main.php), dispdem de mais de
500 moléculas de diferentes estruturas primdrias e diferentes fontes biol6gicas. Andlise
destas seqiiéncias peptidicas demonstra que ndo hd somente um arcabougo basico capaz
de definir e assim prever sua atividade. O rétulo “peptideos antimicrobianos” é dado a
moléculas com a¢do bactericida detectdvel em testes de determinacdo de MIC, os quais
detectam morte de microorganismos independentemente da causa, que pode ser a lise de
membranas ou uma série de outros alvos (Brogden 2005). Moléculas com diferentes
sitios de acdo obedecerdo a diferentes pressdes estruturais. Mesmo os peptideos que
interagem com membranas podem ter mecanismos distintos, conforme demonstrado por
Shai 2002 . Membranas sao compostas de interfaces carregadas e de centros hidrofébicos,
apresentando oportunidade para uma série de interagdes inespecificas. Assim, moléculas
podem interagir com membranas por forcas distintas, e assim produzir efeitos
diferenciados. Sabe-se que o conjunto de peptideos antimicrobianos compartilha
caracteristicas fisico-quimicas, porém Dennison e colaboradores demonstraram que a
aplicagcdo destes parametros ao conjunto de peptideo antimicrobianos € infrutifera. Dado
este cendrio, os objetivos especificos do presente trabalho sdo:

® Desenvolver metodologia capaz de identificar sub-conjuntos de peptideos dentro
do grupo de peptideos membrano-ativos

¢ C(lassificar peptideos membrano-ativos em grupos funcionais

e Obter informacdes mecanisticas relevantes sobre a interagdo de peptideos e
membranas

® Ampliar o modelo

e Testar a capacidade preditiva do modelo
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3.2. Material e métodos
3.2.1. Métodos
Calorimetria de titulacao isotérmica

Uma seringa controlada por computador injeta um pequeno volume de uma
solugdo contendo dn;” moles de uma substincia quimica j em uma célula calorimétrica (o
superescrito 0 é utilizado em dn;° para indicar que esta quantidade representa a quantidade
molar total da substancia j na célula experimental). Com a adi¢cdo da molécula j, ocorre
uma mudanca d& na extensdo da reacdo quimica. O calorimetro registra o calor
decorrente da reacdo, g, que pode ser exo- ou endotérmico. Dois comentdrios sao
importantes, um € que reagdes atérmicas nao sao observaveis e o outro € que a extracao
de dados quantitativos a partir dos tragos calorimétricos requer o uso de modelos

matematicos (Ladbury e Chowdhry 1998).

|—| LAt ubs B
Celll Cakimelrs s

e

Cetula oe referénca | ghyly expermental
Figura 3.15. Desenho basico do calorimetro de titulacdo isotérmica (ITC). Um
sistema contendo uma célula calorimétrica de referéncia e outra experimental é isolado
do ambiente por uma jaqueta térmica. A célula experimental é carregada com a molécula
B, a ser titulada com uma molécula A por meio de inje¢des discretas em um sistema em
agitacdo constante. Ambas as c€lulas possuem termoestatos e estdo conectadas por uma
resisténcia. A titulacdo de A em B induz troca de calor (¢) na célula experimental devido
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mudanga na extensdo da reagio quimica (d<&). Diferengas de temperatura entre as células
referéncia e experimental sdo equilibradas passivamente com a doacdo de calor (g) da
jaqueta térmica para a célula experimental e assim ocorre a extin¢do da diferenca de
temperatura.

O principio fisico do calorimetro de titulagdo isotérmica (ITC) € demonstravel a
partir da primeira lei da termodinamica. De acordo com ela, a mudanga de energia interna
(dE) em um sistema fechado que sofre uma mudanca de volume (V) a uma pressao p, é
dado pela equacao:

dE =qg—p.dV (1)
onde E € a energia interna do sistema.

Por definicao, a entalpia € dada por:

H=E+pV(2),

A entalpia (H), energia interna (E) e volume (V) sdo fung¢des de estado, portanto a
mudancga de entalpia (4H) entre os estados I e II € independente do caminho e da taxa de

alteracao.

Da derivagdo da equacdo (2), obtém-se:
dH =dE+ p.dV +V.dp (3)
Juntando com a equagao (1):
dH =q+V.dp (4)
Num sistema a pressao constante:
dH =q(5)
Um calorimetro isobarico mede ¢ e assim obtemos diretamente a mudanca de
entalpia, dH. O estado termodindmico de um sistema pode ser definido por um conjunto

7z

de varidveis independentes. O conjunto mais pritico é o de temperatura-pressao-
composi¢ao:
H=H(T,p,$) (6),
que pode ser desenvolvido da seguinte forma:
OoH

dH = () ¢ dT+( )dep+(

) & )T 24 (D),

&

que a pressdo e temperatura constante se torna:
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5
dH = »ds (8
5§ ¢ (8),
Juntando as equagdes 5 e 8, e dividindo pelo nimero de moles da substancia j
injetados em cada tempo x, obtém-se a equacido fundamental da calorimetria de titulacdo

isotérmica:

L__ 3
ar (56»,,(

Os modelos servem para relacionar dnjo com d&. A partir dessas grandezas obtém-se as

) 9)

constantes de interagdo (Ky), relacionado a energia livre de Gibbs (4G) por:
AG =—-RTInK,(10)
Utilizando-se da terceira lei da termodinamica, € possivel a obtencdo da mudanca de

entropia (4S), pela formula:

AG =AH -TAS (11)

Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

Calorimetria diferencial exploratéria (DSC) € uma técnica que mede a quantidade
de calor necessdrio para estabelecer uma diferenca de temperatura préxima a zero entre
uma substincia e um material inerte de referéncia. Esta condi¢do é mantida durante um
periodo em que ambos 0s materiais estao sujeitos a regimes idénticos de temperatura em

um ambiente aquecido ou resfriado a uma taxa controlada (Ladbury e Chowdhry 1998).
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Figura 3.16. Diagrama de funcionamento de um calorimetro diferencial
exploratorio. Duas células termosensiveis, uma de referéncia e outra contendo o material
a ser analisado, sdo isoladas por uma jaqueta adiabdtica. Ambas as células estdo sujeitas
ao mesmo regime de variacdo de temperatura (normalmente na escala de °C.min") a
partir de aquecedores individuais, de forma que a energia pode ser mensurada. Sensores
de temperatura verificam a temperatura dentro das células. Quando ocorre uma diferenca
de temperatura entre a célula de referéncia e a experimental, calor em excesso € doado ou
recebido pela jaqueta adiabdtica para a primera, de forma a manter a diferenca de
temperatura sempre proxima a zero.

Em um instrumento de DSC, a amostra e a referéncia inerte sdo aquecidas
independentemente, mantendo em ambas uma temperatura idéntica. Se a amostra € uma
solucdo ou suspensdo, o material de referéncia € o solvente correspondente. Quando
ocorre um processo fisico-quimico iniciado por aquecimento na célula experimental, o
sistema controlador responde aumentando ou reduzindo o suprimento de calor nessa
célula para igualar sua temperatura a da célula referéncia. O dado produzido pelo
calorimetro € o excesso de poténcia (4P), apresentado em funcdo da temperatura.

O instrumento de DSC registra o excesso de poténcia (4P), o tempo ¢t € a

temperatura 7. Assim, o excesso de calor ¢, requerido para a mudanca de temperatura e a
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diferenca de capacidade térmica, AC, (a pressao constante p) entre a célula de referéncia e

experimental sdo computados.

+At , '
g= j' AP(t').df'= AP.At

também,
_( 4, .49 _ AP
A= =ar ~Car)
)
At

3.2.2. Materiais

A. Peptideos — Foram obtidos a partir de sintese em fase sélida: DS 01 de Phyllomedusa
oreades e Dshypo 03 e 06 de P. hypochondrialis (Brand et al. 2002; Brand et al. 2006).
As nattererinas R e K, de Physalaemus nattereri (dados ndo publicados) e as filoseptinas
PS-1,-2 e -3, todas de P. hypochondrialis (Leite et al. 2005). Também foram sintetizados
HSPI1, de Hypsiboas punctata e o peptideo ainda ndo publicado phyllomelitina, de P.
hypochondrialis (Prates et al. 2004). O peptideo andlogo de hyposina foi seqiienciado
também da secrecdo cutnea de P. hypochondrialis (dados nao publicados). Os peptideos
penetradores de células (CPPs) penetratina e tat-peptide também foram adquiridos a fim
de determinar possiveis diferencas de mecanismo de acdo com relagdo aos peptideos
antimicrobianos (Fischer et al. 2005). Os peptideos da série intra foram desenhados a
partir de buscas no banco de dados Swiss-Prot por proteinas abundantes em diversos
organismos. O peptideo intra-1 € um segmento de Histona H2A de vegetais, como Vitis
vinifera e Oryza sativa. Ja o peptideo intra-2 ¢ um segmento altamente conservado da
subunidade maior da proteina ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase/oxidase presente em
mais de 200 espécies de vegetais. Intra-3 foi obtido a partir do precursor de proteina
antimicrobiana CAP18 de Oryctolagus cuniculus e intra 4 do interferon o-1 de Bos
taurus, ambos animais mamiferos. Todos os peptideos tiveram pureza e seqiiéncia
avaliadas por espectrometria de massa. As seqiiéncias peptidicas podem ser conferidas na

secdo de resultados.
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B. Vesiculas lipidicas — Fosfolipideos quantificados gravimetricamente, DMPC e
DMPC/DMPG (2/1 p/p), foram ressuspendidos em cloroférmio e metanol (3/1 v/v) em
uma concentracdo de 10 mg.mL'1 e secados em um rota-evaporador até a formagao de um
filme lipidico em um baldo de fundo redondo. O filme foi entdo deixado por 3 horas sob
vacuo para a evaporacdo do solvente remanescente. O filme fosfolipidico foi dissolvido
em 1 mL de tampao (fosfato de s6dio 20mM, pH 7,4) e agitado manualmente até a
formacdo de uma solugdo turva, composta de vesiculas multi lamelares (MLVs).
Alternativamente, a ressuspensdo do filme em tampdo pode ser feita no préprio rota-
evaporador com a manutencdo do banho em uma temperatura superior ao 7m dos
fosfolipideos. As MLVs foram reduzidas e transformadas em vesiculas grandes e
unilamelares (LUVs) ao passd-las 19 vezes por uma membrana de 100 nm de
policarbonato (Mini-extrusor Avanti, Avanti, AL) a uma temperatura acima do 7m dos
fosfolipideos (temperatura mantida a 30°C). A concentragdo dos fosfolipideos foi
estimada pelo ensaio colorimétrico que envolve a complexagdo de fosfolipideos e
ferrotiocianato de amoénio (Stewart 1980). As amostras foram re-extrudadas 30 minutos
antes de serem utilizadas nos experimentos, e foram reaproveitadas em no maximo 5

dias.

C. Experimentos de extravasamento de 5,6-carboxifluoresceina (CF) — Os filmes
fosfolipidicos foram gerados e ressuspendidos em 1 mL de 20 mM de CF em tampao
(fosfato de sédio 20mM, pH 7,4). As amostras foram entdo congeladas em N, liquido e
degeladas cinco vezes para aumentar a efici€éncia de encapsulamento de CF, e extrudadas
conforme mencionado no item B. O marcador fluorescente ndo encapsulado foi separado
em uma coluna de filtracdo em gel de 5 mL (Sephadex G-100) a uma temperatura abaixo
do Tm dos fosfolipideos para prevenir seu extravasamento (15°C). As medicdes de
liberacao de CF foram feitas em um aparelho FluoroMax 2 (SPEX, NJ) 10 minutos apds
a adicdo do peptideo nas concentracdoes desejadas. A célula fluorimétrica foi também
mantida a 15°C e as aferi¢cOes foram feitas a esta temperatura. O sinal fluorescente € o
resultado do relaxamento da auto-supressdo do marcador hidrofilico CF, presente em
concentracdoes altas no interior das vesiculas. A excitacdo foi ajustada para o

comprimento de onda de 480 nm e a emissdo foi lida por meio de uma varredura de 450-

113



650 nm em incrementos de Inm com tempo de integracdo de 0,5 s. Dados de
extravasamento foram lidos a 510 nm. As fendas (“slits”) foram ajustadas para 3nm
(excitacdo e emissdo). Triton X-100 foi utilizado para promover a lise completa dos
lipossomos e a porcentagem de CF extravasado foi calculada de acordo com a seguinte

férmula:

( amostra mmpdo)

CF (extravasado) =
tritonX =100 I tampado )

D. Dicroismo circular — Experimentos de dicroismo circular foram conduzidos em um
espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco International Co. Ltd., Tokyo, Japao). Os
peptideos foram dissolvidos a 20 UM em tampao (fosfato de sédio 20mM, pH 7,4). A
adi¢do de LUVs foi feita a partir de solucdes estoque de aproximadamente 15 mM e sua
concentracdo foi corrigida para o cdlculo das relagcdes molares. As afericdes de dicroismo
circular foram feitas no alcance espectral de 180-260 nm e os resultados sdo a média de
trés varreduras a temperatura ambiente em uma célula de 0,2 cm. Apds a subtragdo do
sinal de dicroismo circular do solvente, foi calculado o contetido de a-hélice em relacdo a
uma o-hélice perfeita, resultando em uma medi¢do de helicidade percentual (Kelly et al.
2005).

([81,,, (amostra) —[8],,, (branco))

Helicidade (%) = 30300

E. Calorimetria de titulacao isotérmica (ITC) — as mensuracdes de ITC foram feitas
em um aparelho VP-ITC (MicroCal, Northampton, MA). Antes do uso, as solu¢des foram
degaseificadas a vacuo. Em cada experimento, 10 puLL de peptideo na faixa de 40 a 200
UM foi injetado na célula experimental, de volume 1,4337 mL, que continha
originalmente fosfolipideos a aproximadamente 200 uM. Experimentos controle foram
realizados para determinar o calor de diluicdo dos peptideos. Todos os experimentos
foram realizados a uma temperatura de 25°C. Nenhum dado quantitativo relativo ao AH
de interacdo foi deduzido, ja que a célula calorimétrica ndo conta com um excesso de
lipideos. A estimativa de AH requer a titulagdo completa do fosfolipideo, o que nao

ocorreu em todos 0s casos.
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F. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) — termogramas foram obtidos em um
VP-DSC (MicroCal, Northampton, MA) em um intervalo de 10 a 40 °C & uma taxa de
varredura de 60°C.h’". Termogramas controle, obtidos com tampao, foram subtraidos de
todos os dados. A entalpia molar foi obtida pela subtracio do termograma controle,
normalizacdo dos sensogramas pela concentracdo de fosfolipideo, determina¢do da linha

de base (‘linear connect”) e integracdo da drea sob o pico de transi¢do.
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3.3. Resultados

3.3.1. Peptideos

Diversos peptideos membrano-ativos foram sintetizados, purificados até a
homogeneidade e tiveram sua pureza avaliada por espectrometria de massa (dados nao
mostrados). Estes foram escolhidos com o objetivo de amostrar a diversidade de
parametros fisico-quimicos dentre peptideos membrano-ativos, reconhecendo a existéncia
de no minimo duas classes gerais de moléculas: os peptideos antimicrobianos (AMPs) e
os peptideos penetradores em células (CPPs). Dos 17 peptideos estudados, 10 deles t€ém
atividade antimicrobiana comprovada, tais quais DS 01 e a filoseptina PS-1, com dados ja
publicados (Brand et al. 2002; Leite et al. 2005). As concentragdes inibitérias minimas
(MICs) para DShypo 03 e 06, PS-2 e PS-3 e os peptideos nattererina R e K, e a
phyllomelitina ainda ndo foram publicados, embora estas moléculas possuam atividade
antimicrobiana (determinacdes de MIC em andamento). Ja os peptideos penetratina e tat-
peptide sdo experimentalmente capazes de causar permeabilizacdo de membranas sem
inducdo de lise celular, o que os caracteriza como CPPs (Fischer et al. 2005). Os
peptideos da série intra, assim como o andlogo de hyposina nunca foram estudados neste

sentido.

Tabela 3.2. Seqiiéncias peptidicas e algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas

computadas

Peptideo Seqiiéncia MW pI Zp HM*
DS 01 GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGQAALGAL-NH2 2793,59 10,00 + 3 0,95
IDShypo 06 GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGQAVLNSASEAL-NH2 [3252,79 19,53 + 2 0,79
IDShypo 03 IALWKDVLKKIGTVALHAGKAAFGAAADTISQGGS 3352,84 19,53 + 3 1,95
Nattererina R GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINRFSPQPQ 3207,80 [10,00 + 3 1,13
Nattererina K GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINKFSPQPQ 3179,80 19,83 + 3 1,13
PS 1 [FLSLIPHAINAVSATIAKHN-NH2 2015,14 [8,76 + 3 2,68
PS 2 FLSLIPHAINAVSTLVHHF-NH2 2115,17 7,02 + 3 3,65
PS 3 [FLSLIPHAINAVSALANHG-NH2 1944,07 16,92 + 2 2,83
HSP1 GILDAIKAIAKAAG 1311,80 18,59 4+ 1 3,46
[Filomelitina LPSIVSWVKQKLL-NH2 1509,94  |10,00 + 2 2,36
Intra 1 KAGLQFPVGRIARFLK 1801,10 12,02 + 4 1,51
Intra 2 FKALRALRLEDLRIPTSYIK 2403,42 10,27 + 3 0,83
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Intra 3 FRNKIKEKLKKIGQKIQGF 2303,41 10,68 + 6 1,86
Intra 4 LAKRRVLTLLRQLRRVSPSS 2349,47 12,60 + 6 0,39
/Andlogo de hyposina [LRPAILVRVKGKGL 1520,02 12,02 + 4 3,08
Penetratina RQIKIWFQNRRMKWKK 2246,30 12,31 + 6 0,11
Tat peptide GRKKRRQRRRPPQ 1719,06 12,70 + 8 0,43

MW = massa molecular monoisotdpica
pl = ponto isoelétrico

Zp = carga tedrica

HM = momento hidrofébico

Estes peptideos membrano-ativos foram sujeitos a um conjunto de experimentos
que compreende a andlise de sua interacdo inicial com membranas por calorimetria de
titulacdo isotérmica (ITC), seu grau de insercio em membranas por calorimetria
diferencial exploratéria (DSC) e a capacidade dos peptideos de induzir extravasamento
de um marcador fluorescente. A partir dos respectivos resultados, peptideos foram sub-

dividos em grupos funcionais.

3.3.2. Peptideos membrano-ativos antimicrobianos

A. Grupo 1 — Composto por peptideos das familias das dermaseptinas e nattererinas. A
figura 3.17A mostra os tragos calorimétricos da interacdo de DS 01, peptideo modelo
para este grupo, com vesiculas grandes unilamelares (LUVs) compostas de DMPC e de
DMPC/DMPG (2:1). As inje¢des de peptideo produzem reacdes exotérmicas que formam
um padrdo complexo, ndo ajustdvel pelos modelos de interacdo atualmente disponiveis.
Experimentos controle foram executados com a injecdo de peptideo em tampao,
liberando constantes ~ 0,2 pcal por injecdo, o que indica inexisténcia de diluicdo de
agregados (dados ndo mostrados). Os tragos calorimétricos integrados demonstram que as
quantidades de calor liberadas na interagdao de DS 01 com membranas de DMPC e de
DMPC/DMPG (2:1) sao quase equivalentes. O grau de perturbacdo do peptideo DS 01 na
transi¢do de fase P’y — Lo da membrana pode ser visto na figura 3.17B. A temperatura
de transicdo (7m) tanto para vesiculas de DMPC quanto de DMPC/DMPG (2:1) foi de
23,4°C. Percebe-se que a incorporacdo de concentragdes crescentes de DS 01 ndo altera o
Tm e nem induz a formacao de multiplos picos de transi¢do. O efeito mais aparente é a

diminui¢do da cooperatividade de transicdo pra ambos os tipos de vesiculas, identificada
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por um alargamento do pico (figuras 3.17A e B). Apesar da diminuicdo de
cooperatividade, somente LUVs de DMPC/DMPG (2:1) tiveram redug¢do no AH de
transi¢ao de fase P’y — La (figura 3.17C). Para vesiculas enriquecidas com DMPG, a
incorporagdo de ~1/33 peptideo/lipideo (mol/mol) de DS 01 reduz a entalpia de transi¢do
a somente 20% da original (figura 3.17B). Essa reducdo de entalpia, exclusiva para LUVs
de DMPC/DMPG (2:1), correlaciona-se qualitativamente a inducdo de lise de
carboxifluoresceina (CF) (figura 3.17C). O extravasamento de CF foi de 90% em uma
propor¢ao de 1/100 peptideo/lipideo em LUVs de DMPC/DMPG (2:1) e ndo atingiu 50%
para LUVs de DMPC na faixa testada (8/100 peptideo/lipideo). A titulagao de DS 01 com
LUVs de ambas as composi¢des induz forte estruturacdo em o-hélice, conforme
mostrado na figura 3.21A para LUVs de DMPC/DMPG (2:1). A estrutura secunddria se
estabiliza em 90% de helicidade a uma concentracdo de 300 uM de vesiculas (figura

3.21A).
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Figura 3.17. Interacido de DS 01 com LUVs. A. Tracos calorimétricos da titulacdo de LUVs de DMPC e DMPC/DMPG (2:1) com
DS 01 em inje¢des de 10 uL. — LUVs de DMPC/DMPG (2:1) a 201 uM, DMPC a 156 uM e DS 01 a 40 uM. B. Termogramas de DSC
mostrando o efeito da incorporacdo de crescentes quantidades de DS 01 no comportamento termotropico das membranas, assim como
a redugdo na drea do pico de transi¢do P’g — L. C. Extensdo de extravasamento de CF em funcéo da adi¢do de DS 01 em LUVs de
ambas composicoes.
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DShypo 03, DShypo 06 e as nattererinas R e K apresentaram comportamento
similar ao de DS 01, interagindo com vesiculas de ambas as composi¢des, porém
induzindo reacdes menos exotérmicas que DS 01 em LUVs de DMPC (dados ndo
mostrados). Fator comum e marcante a todos eles é a diminuicdo da cooperatividade de
transi¢do P’s — L, acompanhada da redugdo de entalpia de transi¢do para LUVs de
DMPC/DMPG (2:1). A figura 3.18 mostra os termogramas obtidos para a interagdao de
nattererina K com o mesmo conjunto de LUVs, e ilustra o comportamento andlogo ao de
DS 01 (figura 3.17B). Este efeito é compativel com o de detergentes e com o de proteinas
relativamente insoldveis integrais de membrana (McElhaney 1986; Prenner et al. 1999).
A relacdo entre a diminui¢do no AH de transi¢do de fase em LUVs de DMPC/DMPG
(2:1) e a indugdo de extravasamento de CF parece manter-se para todos os peptideos
desse grupo (figura 3.19). Também como registrado para DS 01, nenhum destes
peptideos induziu reducdo de 4H em LUVs de DMPC ou extravasamento de CF
significativo em LUVs desta composicdo (figura 3.19). Além de todas estas semelhangas
funcionais, todos os peptideos desse grupo estruturaram-se em hélice em porcentagens
compativeis ao interagir com vesiculas fosfolipidicas de ambas as composi¢des (dados

ndo mostrados).
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Figura 3.19. Extensdo de extravasamento de CF em funcdo da adicdo de peptideos
membros do grupo 1. DShypo 03, DShypo 06, Nattererina K e Nattererina R em LUVs
de DMPC/DMPG (2:1) (o) e de DMPC (m).

B. Grupo 2 — Esse grupo € composto pelos peptideos HSP1 e filomelitina. Ndo induzem
troca de calor em sua titulagdo com LUVs de DMPC, indicando a necessidade de um
potencial de membrana negativo para sua adsorcao (figura 3.20A). O efeito de HSP1 na
transi¢do de fase P’s — L, de LUVs de DMPC/DMPG (2:1) causa diminui¢do do Tm (de
23,9 para 21,5 °C) e alteracdo na cooperatividade da transi¢do, porém nao induz redugdo
no AH (figura 3.20B). A incorporacdo de peptideos do grupo 2 em membranas
enriquecidas com DMPG induziu uma transi¢do principal de fase de dois componentes,
com uma endoterma de maior cooperatividade, a temperatura mais baixa, superimposta a

uma endoterma menos cooperativa. A inducdo de transi¢do de fase com dois ou mais
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componentes ¢ comum a varias moléculas membrano-ativas (Prenner et al. 1999;
Lambros e Rahman 2004). Peptideos do grupo 2 nao possuem efeito algum na transicao
de fase de vesiculas de DMPC, causando extravasamento de CF exclusivamente em
LUVs de DMPC/DMPG (2:1) (Figura 3.20C). Ambos HSP1 e filomelitina em relacdo
molar de 8/100 (peptideo/lipideo) sdo capazes de induzir liberacdo de aproximadamente
50% de CF em vesiculas anidnicas (figura 3.20C). Dados de dicroismo circular
demonstram que membros desse grupo compartilham com os peptideos do grupo 1 um
alto grau de estruturagdo em o-hélice ao entrar em contato com membranas, mas
diferentemente dos primeiros, somente com LUVs de DMPC/DMPG (2:1) (figura 3.21F
e Q).
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Figura 3.20. Interaciao de HSP1 com LUYVs. A. Tracos calorimétricos da titulacio de LUVs de DMPC e DMPC/DMPG (2:1) com
HSP1 em injecdes de 10uL. — LUVs de DMPC/DMPG (2:1) e de DMPC a 150 uM e HSP1 a 100 uM. B. Termogramas de
calorimetria de titulacao diferencial (DSC) mostrando o efeito da incorporagdo de crescentes quantidades de HSP1 no comportamento
termotrépico de LUVs de DMPC/DMPG (2:1), assim como a reducdo na drea do pico de transicdo P’g — L, C. Extensdo de
extravasamento de CF em funcdo da adicdo de HSP1 em LUVs de DMPC/DMPG (2:1).
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C. Grupo 3 — Peptideos da familia das filoseptinas (PS-1,-2,-3) e o peptideo andlogo de
hyposina formam esse grupo, uma vez que também compartilham atividades
antimicrobianas. As injecdes de PS-2, peptideo modelo, produzem reagdes exotérmicas
em LUVs de DMPC/DMPG (2:1), e em menor extensdo em LUVs de DMPC (figura
3.22A). Julgando pela quantidade de calor liberado, as titulagdes indicam afinidades
varidveis por vesiculas neutras, na ordem PS-3 > PS-2 > PS-1 > andlogo de hyposina
(dados ndo mostrados). A incorporagdo de PS-2 em LUVs de DMPC/DMPG (2:1) induz
reducdo do Tm e de cooperatividade da transicio P’s — Lg(figura 3.22B). Foram
observados os mesmos efeitos qualitativos no comportamento termotrépico da transicdao
principal de fase para LUVs de DMPC (dados ndo mostrados). O comportamento
termotrépico de PS-2 € comum aos outros membros do grupo. A exemplo dos peptideos
do grupo 2, nenhuma destas moléculas induziu reducdo do AH de transi¢dao (figura
3.22B). Apesar de dados da literatura demonstrarem a capacidade microbicida dos
membros desse grupo, a inducdo do extravasamento de CF ndo pdde ser totalmente
correlacionada com a atividade antimicrobiana por a¢do membranolitica (dados nao
mostrados). Enquanto PS-3 induz efetivamente o extravasamento de CF em vesiculas de
ambas as composicoes, o andlogo de hyposina foi inativo. Comparados aos membros dos
grupos 1 e 2, possuem os menores niveis de estruturagdo secundaria. Calculos de
helicidade atestam para até 30% de ordenacdo na regido de saturacdo de ligante (figura
3.21E e 3.21H). PS-3 foi uma excecdo e estruturou-se também ao ser titulado com LUVs

de DMPC (dados ndo mostrados).
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Figura 3.22. Interacao de PS-2 com LUVs. A. Tracos calorimétricos da titulacio de LUVs de DMPC e DMPC/DMPG (2:1) com
PS-2 em inje¢des de 10uL — LUVs de DMPC/DMPG (2:1) a 201 uM, de DMPC a 144 uM e PS-2 a 100 uM. B. Termogramas de
calorimetria de titulagdo diferencial (DSC) mostrando o efeito da incorporacao de crescentes quantidades de PS-2 no comportamento
termotrépico LUVs das membranas. C. Extensdo de extravasamento de CF em funcdo da adicdo de PS-2 em LUVs de ambas as
composi¢oes.
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3.3.3. Peptideos membrano-ativos nio antimicrobianos

Grupo 4 — Grupo composto por penetratina (figura 3.23A) e pelos peptideos intra 3 e
intra 4 (figura 3.24A), os dois dltimos devido a atividades compativeis com penetradores
de membrana (CPP-like). Estes ndo apresentam atividade antimicrobiana in vitro em
condi¢des fisioldgicas (experimentos em execucdo). De acordo com os tragos
calorimétricos da figura 3.23A e 3.24A, interagem exclusivamente com membranas
carregadas negativamente. A titulacdo de LUVs de DMPC/DMPG (2:1) com peptideos
desse grupo atinge niveis de saturagdo precoce quando comparado as titulagdes dos
membros dos demais. Isto deve ocorrer devido a neutraliza¢do do potencial de membrana
negativo, condi¢ao aparentemente necessdria a sua interacdo. Alteram o comportamento
termotrépico de LUVs negativamente carregadas de forma compativel com os membros
dos grupos 2 e 3, sem alterar o comportamento de LUVs de DMPC. Caracteristico a estes
peptideos € o fato de causarem extravasamento de CF em LUVs de DMPC/DMPG (2:1)
exclusivamente, em baixas relacbes molares, mesmo ndo apresentando atividade
antimicrobiana detectdvel (figuras 3.23C e 3.24C). Penetratina induz 50% de lise a uma
relagao molar de 1/100 peptideo/lipideo, enquanto que intra 4 precisa de somente 0,3/100
peptideo/lipideo para produzir o mesmo efeito. Nenhum dos membros desse grupo

estruturou-se ao ser titulado com LUV de ambas as composi¢Oes (figura 3.21C e D).

B. Grupo 5 — composto pelos peptideos intra 1, intra 2 (figura 3.25) e tat-peptide. Assim
como membros dos grupos 2 e 4, os tracos calorimétricos demonstram interacao
exclusiva com LUVs enriquecidas de DMPG, conforme exemplificado para intra 2
(figura 3.25A). Qualitativamente, t€m o mesmo efeito no comportamento termotrépico de
membranas dos membros dos grupos 2, 3 e 4, também exclusivo para LUVs de
DMPC/DMPG (2:1), conforme mostrado para o peptideo intra 2 (figura 3.25B). Assim
como os membros do grupo 4, estes ndo se estruturam em hélice ao serem titulados com
LUVs (figura 3.25C). Intra 2 ndo induz extravasamento de CF nas concentracdes
testadas, corroborando com os dados obtidos para os outros membros desse grupo (figura

3.25C).
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Figura 3.23. Interacao de penetratina com LUVs. A. Tracos calorimétricos da titulagdo de LUVs de DMPC e DMPC/DMPG (2:1)
com penetratina em injecdes de 10uL — LUVs de DMPC/DMPG (2:1) a 201 uM, de DMPC a 163 uM e penetratina a 100 uM. B.
Termogramas de calorimetria de titulacdo diferencial (DSC) mostrando o efeito da incorporacdo de crescentes quantidades de
penetratina no comportamento termotrépico LUVs de DMPC/DMPG (2:1). C. Extensdo de extravasamento de CF em fun¢do da
adicdo de penetratina em LUVs de DMPC/DMPG (2:1).
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Figura 3.24. Interacao de intra 4 com LUVs. A. Tracos calorimétricos da titulacdo de LUVs de DMPC e DMPC/DMPG (2:1) com
intra 4 em injecdes de 10uL. — LUVs de DMPC/DMPG (2:1) a 201 uM, de DMPC a 131 uM e penetratina a 100 uM. B. Termogramas
de calorimetria de titulacdo diferencial (DSC) mostrando o efeito da incorporacdo de crescentes quantidades de intra 4 no

comportamento termotrépico LUVs de DMPC/DMPG (2:1). C. Extensdo de extravasamento de CF em funcao da adi¢@o de intra 4 em
LUVs de DMPC/DMPG (2:1).
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Figura 3.25. Interacao de intra 2 com LUVs. A. Tracos calorimétricos da titulacdo de LUVs de DMPC e DMPC/DMPG (2:1) com
intra 2 em inje¢des de 10uL. — LUVs de DMPC/DMPG (2:1) a 213 uM, de DMPC a 131 uM e intra 2 a 100 uM e 200 uM,
respectivamente. B. Termogramas de calorimetria de titulagdo diferencial (DSC) mostrando o efeito da incorporagcdo de crescentes
quantidades de intra 2 no comportamento termotropico LUVs de DMPC/DMPG (2:1). C. Extensdo de extravasamento de CF em
func¢do da adi¢do de intra 2 em LUVs de DMPC/DMPG (2:1).
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3.3.4. Relacao entre tamanho das vesiculas e extravasamento de carboxifluoresceina

Peptideos representativos de seus grupos e capazes de induzir lise em LUVs de
DMPC/DMPG (2:1) tiveram a extensdo de seu extravasamento de CF correlacionado
com o espalhamento de luz da amostra. A figura 3.26 demonstra que peptideos do grupo
1, os mesmos capazes de reduzir a entalpia de transi¢do P’s — L, apresentam também
uma relagao linear entre a quantidade de CF extravasado e o tamanho das particulas em
solucdo (DS 01 e nattererina K). E interessante ver que peptideos dos grupos 2, 3 e 4,
representados por HSP1, PS 2 e intra 4, respectivamente, ndo tiveram O mesmo
comportamento. Estes induziram lise sem alterar o tamanho das vesiculas, o que indica
um mecanismo distinto dos primeiros (figura 3.26). Por outro lado, DS 01 possui os dois
fendmenos dissociados para LUVs de DMPC, para os quais o extravasamento ocorre
independentemente do tamanho da particula (dados ndo mostrados). Estes dados indicam
mecanismos de lise dependentes da composicao fosfolipidica das membranas (Bechinger

e Lohner 2006).
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Figura 3.26. Relacdo entre o extravasamento de CF e a intensidade do pico de
espalhamento de luz em LUVs de DMPC/DMPG (2:1) para peptideos membros do grupo
1 (DS 01 e nattererina K), grupo 2 (HSP1), grupo 3 (PS-2) e grupo 4 (intra 4).
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3.4. Discussao

O presente trabalho pretende investigar a existéncia de categorias funcionais em
peptideos membrano-ativos e a partir disso elaborar um possivel arcabouco metodolégico
capaz de predizé-las. Para tal, foram escolhidas inicialmente propriedades fisico-quimicas
relevantes as suas interacdes, discriminantes para cada grupo. Tal problema tem sido
estudado pela geracdo de andlogos de determinadas seqii€ncias com variagdes singulares
em propriedades como momento hidrofébico, cationicidade, helicidade, entre outras
(Dathe e Wieprecht 1999; Yeaman e Yount 2003). Estes estudos sdo conhecidos pela
sigla QSAR (quantitative structure-activity relationships) e partem da premissa de que
existe certa homogeneidade entre os grupos de peptideos antimicrobianos. Normalmente,
destes estudos derivam-se regras para moldes especificos de seqiiéncias, sendo essas
extrapoladas a totalidade (Matsuzaki et al. 1997; Mee et al. 1997; Hilpert et al. 2006). A
atividade de cada peptideo é reconhecidamente uma fung¢do complexa de suas
propriedades fisico-quimicas (Yeaman e Yount 2003). Porém, o que se verifica até o
momento € uma literatura fragmentada que chama atencdo para caracteristicas
particulares de moléculas e tem se mostrado ineficiente na determinagdo de suas
caracteristicas essenciais. Como uma tentativa de aproximar-se das caracteristicas
essenciais de peptideos antimicrobianos, foi sintetisado e avaliado um amplo espectro de
moléculas membrano-ativas. Para tal, desenvolveu-se uma metodologia com base em
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular (CD). Esta metodologia foi capaz de
detalhar a interacdo em termos de ligacdo a membrana, o grau de inser¢ao do peptideo e a
inducgdo de lise. Além disso, a estrutura secunddria decorrente da interagcdo foi avaliada.
LUVs compostas de DMPC ¢ DMPC/DMPG (2:1) foram utilizadas, as dltimas como
modelo de células bacterianas. Utilizando-se dessas técnicas, os 17 peptideos deste
trabalho foram categorizados ndo em termos estruturais, mas funcionais.

Peptideos do grupo 1 incluem os antimicrobianos das familias das dermaseptinas
e nattererinas. Membros desse grupo interagem com LUVs de DMPC/DMPG (2:1) e de
DMPC, conforme revelado pela integracao dos tracos calorimétricos da figura 3.17A. A

fonte desse calor nao € definida, podendo resultar de vérios eventos moleculares, como a
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interacdo superficial de cargas e/ou rearranjos organizacionais de membrana induzidos
pela presenca e/ou inser¢do dos peptideos (Huang 2006). Assim, embora o calor trocado
possa ser quantativamente conservado, sua fonte pode diferir. Consideraremos que para o
mesmo peptideo, o mesmo grau de interagdo/perturbacdo induz a liberacdo da mesma
quantidade de calor, independentemente da composi¢do de membrana. A figura 3.17A
mostra que DS 01 interage de forma complexa com ambos os tipos de membrana com o
mesmo padrdo de troca de calor, independente do potencial de membrana. A atracdo
eletrostitica entre membranas negativamente carregadas e peptideos catidnicos sempre
foi considerada um dos pilares na distingdo entre células bacterianas e de mamiferos,
sendo o acumulo na superficie das primeiras a etapa crucial, decorrendo em
internalizacdo e lise celular (Zasloff 2002; Yeaman e Yount 2003; Huang 2006).
Também a andlise da estrutura secunddria desse peptideo demonstra que ambas as
composi¢des de membrana sdo capazes de induzir helicoidizacdo, aproximadamente na
mesma propor¢ao (figura 3.21A e dado nao mostrado). Esse comportamento de actimulo
e estruturacdo em LUVs de ambas composi¢cdes € comum a todos os membros desse
grupo (dados ndo mostrados). Dados de calorimetria diferencial exploratéria (figuras
3.17B e 3.18) e de extravasamento de CF (figuras 3.17C e 3.19) indicam que a atividade
litica para diferentes composi¢des de membrana é mais determinante na etapa de insercao
que no acimulo em superficie, contrdrio a literatura.

A caracteristica mais marcante desse grupo, distinguindo-o dos demais, é a
alteracdo que causam no perfil termotrépico de LUVs de DMPC/DMPG (2:1), a qual
consiste na redugdo do AH da transi¢do P’ — L, (figuras 3.17B e 3.18). Acredita-se que
as diferencas qualitativas e quantitativas causadas no efeito termotrépico de membranas,
mais evidentes nessa transi¢do, resultem da localiza¢ao dos solutos nas diferentes por¢des
da bicamada lipidica ao longo de seu eixo transversal (Jain e Wu 1977). O efeito causado
pelo grupo 1 de peptideos € comum a moléculas que interagem com ambas as interfaces
polar e apolar das membranas, tal como alguns detergentes iOnicos e proteinas integrais
de membrana (Papahadjopoulos et al. 1975; McElhaney 1986; Prenner et al. 1999).
Reconhecemos este como um ‘“‘efeito surfactante” (Bechinger e Lohner 2006). Outras
moléculas membrano-ativas, tais como a melitina e a anfotericina B demonstram

comportamento semelhante (Fournier ef al. 1998; Abrunhosa er al. 2005). E importante
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observar que moléculas que agem dessa forma nao constituem a totalidade de peptideos
antimicrobianos, € nem que isso esteja relacionado a seletividade dos mesmos. DS 01 é
bactericida a aproximadamente 6 UM e ¢é incapaz de induzir hemolise significativa,
enquanto dados preliminares indicam que as nattererinas sao hemoliticas € menos
potentes como agentes antimicrobianos (Brand e al. 2002). Mesmo assim, peptideos de
ambas familias, dermaseptinas e nattererinas, foram classificados no mesmo grupo.
Peptideos do grupo 1 induziram extravasamento de CF de forma quase
equivalente e exclusiva para vesiculas compostas de DMPC/DMPG (2:1) (figura 3.17C e
3.19). Também o “‘efeito detergente” foi exclusivo a estas, indicando que a internalizacdo
e a estabiliza¢do dos peptideos pode estar ligada a descontinuacdes induzidas por DMPG
na matriz de interacdo de pontes de hidrogénio entre os grupos colina e fosfato do DMPC
(Pasenkiewicz-Gierula et al. 1999). Também ‘lipid rafts” ricas em DMPG podem influir
neste comportamento (Bagatolli 2006). Moléculas deste grupo caracterizaram-se por um
momento hidrofébico (My) de aproximadamente 1, ponto isoelétrico (pI) entre 9-10 e
massa molecular (MM) de 2700 a 3300 Da (figura 3.27), porém nem os limites desse

grupo e nem a consisténcia do conjunto sdo conhecidos.
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Figura 3.27. Conjuntos formados pelo agrupamento de moléculas com propriedades
fisico-quimicas (MM = massa molecular, HM = momento hidrofébico, pl = ponto
isoelétrico) semelhantes.
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Peptideos do grupo 2 interagem quase que exclusivamente com membranas
enriquecidas com DMPG, conforme demonstrado para HSP1 na figura 3.20A. Este
comportamento € tipico a vdrios peptideos antimicrobianos e vale-se do potencial de
membrana (A4¢) de microorganismos, que € aproximadamente 50% superior ao das
células de mamiferos (Yeaman e Yount 2003). Filomelitina, o outro membro do grupo,
libera pouco calor ao interagir com LUVs de DMPC, porém induz hemdlise (dados em
aquisicao). Isto indica que vesiculas compostas somente de DMPC provavelmente nao
capturam as caracteristicas essenciais de membranas de eritrécitos, naturalmente mais
complexas. A significativa porcentagem de o-hélice para HSP1 e filomelitina, dissociada
do “efeito surfactante”, demonstra que a estruturacdo decorrente do contato com
membranas ndo deve levar necessariamente a estabilizacido de estruturas transmembrana.
Seu efeito no comportamento termotropico de LUVs de DMPC/DMPG (2:1) é comum a
uma série de moléculas, a exemplo de gramicidina S, a qual induz uma transi¢ao de fase
complexa (Prenner ef al. 1999). Uma transi¢do de fase de dois picos sobrepostos, com um
componente mais € outro menos cooperativo, indica a presenca de dominios de
membrana (Lambros e Rahman 2004). Esses dominios sao comumente interpretados
como assimetrias na incorpora¢do de peptideos, e indicam que LUVs densamente
populadas por peptideos coexistem com LUVs menos densas (Lambros e Rahman 2004).
Tal assimetria € previsivel devido a interacdo exclusiva de alguns peptideos com LUVs
de potencial de membrana negativo (Figura 3.20A). Segundo McElhaney 1986, esse
padrao de alteracdo no comportamento termotrépico de membranas é comum a proteinas
que interagem exclusivamente com fosfolipideos negativamente carregados, e indica uma
interacdo superficial, somente entre cargas (Prenner et al. 1999). Membros do grupo 2
possuem pls compativeis aos dos membros do grupo anterior, porém diferem amplamente
em suas MMs (1300-1500) e Mys (2-4), indicando que os antimicrobianos de menor
massa molecular escolhidos para o presente estudo sdo mais anfifilicos.

O grupo 3 é composto pelas filoseptinas e pelo andlogo de hyposina. Possuem as
mesmas caracteristicas do grupo 2, principalmente no que diz respeito ao seu efeito no
comportamento termotrépico de membranas (figura 3.22B), com a diferenca de
apresentarem baixo grau de estruturacdo secunddria (figura 3.21E e H). Este € o grupo

com maior variabilidade de atividade, principalmente em sua interacdo com LUVs de

136



DMPC (figura 3.22A). Titulagdes de vesiculas eletricamente neutras com peptideos desse
grupo mostram uma gradagdo de troca de calor na ordem PS-3>PS-2>PS-1>andlogo de
hyposina, sendo que ndo houve interacio detectdvel para o ultimo (dados ndo mostrados).
Também a inducdo de extravasamento de CF em LUVs de DMPC/DMPG (2:1) segue
esta ordem (dados ndo mostrados). Interessantemente, PS-3 induz maior extravasamento
de CF em LUVs de DMPC do que em LUVs enriquecidas com DMPG, demonstrando
que um potencial de membrana negativo dificulta sua atividade litica. Possivel explicacao
estd no pl dos membros desse grupo, que vai de 6,92 para PS-3 a 12,02 para o andlogo de
hyposina, indicando que seu grau de ionizacdo reduz o coeficiente de particio em
membranas neutras (Zhang et al. 2007).

O grupo 4, assim como o grupo 5, € composto por moléculas membrano-ativas
que ndo apresentam atividade antimicrobiana. Peptideos do grupo 4 sdo tentativamente
chamados de peptideos penetradores de células (CPPs) e andlogos, tendo como referéncia
o padrao de atividade da penetratina (figura 3.23A). Acredita-se que CPPs ajam tanto por
uma via endocitica quanto se translocando diretamente pela membrana por meio de
mecanismos parecidos com o de antimicrobianos, porém sem a formacdo de poros
(Fischer et al. 2005). Membros desse grupo também apresentaram interagdo exclusiva
com LUVs de DMPC/DMPG (2:1), conforme demonstrado pelas figuras 3.23A e 3.24A.
Os tracos calorimétricos indicam uma alta afinidade dos peptideos por membranas
negativamente carregadas, que ao saturarem dos mesmos t€m suas cargas neutralizadas e
deixam de interagir. Seu efeito no comportamento termotrépico de membranas é
semelhante ao dos membros dos grupos 2 e 3, comuns a proteinas que interagem somente
superficialmente (figuras 3.23B e 3.24B) (Prenner et al. 1999). De acordo com a
literatura, a estrutura secunddria da penetratina pode variar com as condigcdes
experimentais de desestruturada, a oi-hélice e a folha B (Persson et al. 2004; Fischer et al.
2005). Contrariamente ao trabalho de Persson e colaboradores a penetratina ndo se
estruturou ao interagir com as LUVs de DMPC/DMPG (2:1) (dado nao mostrado)
(Persson et al. 2004). Assim como a penetratina, nenhum dos peptideos desse grupo se

estruturou ao entrar em contato com as LUVs, conforme exemplificado para intra 4 na

figura 3.21D.
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Penetratina, intra 4 e intra 3 foram capazes de gerar extravasamento de CF em
concentracdoes compativeis a de peptideos antimicrobianos (figuras 3.23C e 3.24C).
Resultados prévios mostraram que a penetratina, assim como outros CPPs, foi incapaz de
induzir lise significativa em LUVs de DOPC/DOPG (60:40) (Thoren et al. 2005). O
extravasamento de CF observado no presente trabalho é provavel reflexo do
comprimento da cadeia apolar dos fosfolipideos utilizados (12 carbonos saturados),
comparado com os da literatura (18 carbonos saturados). Assim, a espessura relativa da
membrana € menor, o que facilita a translocacdo de moléculas hidrofilicas incapazes de
estabilizar estruturas transmembrana. Devido ao status de CPP da penetratina,
extravasamento de CF dissociado de atividade antimicrobiana é provavelmente devido
sua translocacdo direta através de membranas (Fischer et al. 2005). Os dados sugerem
que a translocacdo ocorre de forma rdpida sem estabilizacdo de estruturas
transmembranicas, contrario dos peptideos do grupo 1 (comparar figuras 3.23B e 3.24B
com figura 3.17B). E possivel que a translocagio dos peptideos gere defeitos de curto
tempo de vida na membrana, capazes de extravasar solutos hidrofilicos como CF. Estes
dados s@o consistentes com a pequena desestabilizacdo relativa de membranas observada
por Binder e Lindblom 2003. Estruturalmente, estes peptideos tiveram pls de 10 a 13,
decorrente de suas altas cargas nominais positivas (6-8) com Mys proximos a 1. Possuem
também hidrofilicidade no nivel superior dos peptideos estudados, devido a alta
porcentagem relativa de residuos carregados positivamente.

O grupo 5 € populado por peptideos somente membrano-ativos, passiveis de
adsor¢do, mas que ndo geraram nenhum efeito mensurdvel de translocacdo e nem de
atividade antimicrobiana (MICs em determinacdo). A figura 3.25A demonstra que a
exemplo dos peptideos do grupo 4, os membros desse grupo (intra 1, intra 2 e tat-peptide)
apresentam interagao exclusiva com LUVs de DMPC/DMPG (2:1), porém com liberacao
de menores quantidades de calor. A inclusdo de tat-peptide, um reconhecido CPP nesse
grupo atende ao presente modelo, e estd em consondncia com o fato de que esse tem
afinidade maior por glicosaminoglicanas do que por fosfolipideos zwiteridnicos ou
mesmo anidnicos (Fischer et al. 2005). Ha relatos de que esse mesmo peptideo ndo
possua atividade penetradora em LUVs, porém € capaz de transpor membranas em

vesiculas gigantes (GUVs) (Fischer et al. 2005). Seu efeito no comportamento
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termotropico das vesiculas foi qualitativamente parecido com o dos grupos 2 a 4,
indicando interagdes predominantemente eletrostdticas, e portanto, superficiais (figura
3.25B). Estes peptideos nao induzem extravasamento de CF (figura 3.25C). Em relagdo a
suas propriedades fisico-quimicas, possuem pls entre 10 a 12, Mys em torno de 1 e uma
grande quantidade de residuos catidnicos, formando uma nuvem de moléculas quase

indistinta com as do grupo 4.

Peptideos

Figura 3.28. Diagrama de distribuicdo e categorizacio funcional dos peptideos avaliados
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Sobre peptideos membrano-ativos, antimicrobianos e suas relacoes fisico-quimicas

A busca pelas -caracterisiticas essenciais nas interagdes de peptideos
antimicrobianos com membranas mudou o paradigma de que estas consistem em um
simples fendmeno de particdo de moléculas hidrofébicas entre um solvente polar e um
apolar bi-dimensional, como membranas (Singer e Nicolson 1972). Se por um lado a
visdo de membranas cresceu em complexidade, também os peptideos deixaram de ser
simples solutos cuja Unica caracteristica relevante é a hidrofobicidade. A grande
diversidade de estruturas primdrias de peptideos antimicrobianos levou ao
reconhecimento de que, embora distintos em seqiiéncia, estes convergem em
propriedades fisico-quimicas pré-determinadas. Dennison e colaboradores tentaram
buscar tendéncias nestas propriedades pelo agrupamento de peptideos antimicrobianos de
acordo com seus microorganismos alvo (Dennison et al. 2005). Apesar de uma série de
trabalhos mostrarem influéncia direta de propriedades fisico-quimicas para seqiiéncias
especificas, este estudo revelou que quando peptideos antimicrobianos sdo considerados
como um conjunto, o papel de nenhuma destas propriedades fica evidente. Trés razdes
sdo prontamente evidentes: (1) a comparacao de MICs entre diversos estudos sofre do
problema da falta de padronizacdo. Testes para determinacdo de MIC dependem de
varios fatores, principalmente do in6culo inicial, que ao variar 1000 vezes causa uma
variagdo em torno de 10 vezes no MIC (dados ndo mostrados). Assim, tais tendéncias
podem estar mascaradas pela falta de parametro para julgar as atividades relativas. (2)
Falha no reconhecimento e agrupamento de peptideos que agem de forma diferente, e
portanto dependem de forma diferente de suas propriedades, que ao serem considerados
em conjunto com outras moléculas, tém suas individualidades desconsideradas. (3) Tais
tendéncias sdo encontradas somente para variantes de uma seqiiéncia, de forma que
propriedades fisico-quimicas se relacionam discretamente para cada seqii€ncia, e portanto
ndo existem regras gerais entre elas. O terceiro caso indica imprevisibilidade, e parece
extrema devido o desenho experimental de moléculas com atividade antimicrobiana pela
andlise de padrdes identificados em moléculas naturais (Appelt et al. 2007; Radzishevsky
et al. 2007). E na categorizacio de peptideos que serd possivel a distincdo de grupos

funcionais (figura 3.28).
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A presente abordagem foi capaz de distinguir no minimo 3 grupos de peptideos
antimicrobianos, diferindo o grupo 1 dos demais devido o “efeito surfactante” (figura
3.27). A figura 10 ilustra a correlagio entre o extravasamento de CF e a diminui¢do do
pico de espalhamento de luz, medido no mesmo comprimento de onda em que a amostra
foi excitada (480 nm). Isto indica que a diminui¢do do tamanho das particulas em solucdo
€ um mecanismo de acdo em comum entre eles, enquanto membros dos grupos 2 e 3 e até
mesmo CPPs e CPPs-like sdo capazes de extravasamento de CF dissociado de alteragdes
no tamanho das vesiculas. Porém, nao fica evidente um paralelo com os mecanismos de
acao de peptideos antimicrobianos ja descritos, como o mecanismo carpete ou a formagao
de poros (Shai 2002)

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas analisadas que diferem os peptideos do
grupo 1 dos demais antimicrobianos estdo primariamente suas massas moleculares e seus
momentos hidrofébicos (ver tabela 1 e figura 3.27). A exemplo do trabalho de Dennison
e colaboradores, nao foi possivel achar nenhuma distingdo entre os pls dos grupos de
peptideos estudados (Dennison et al. 2005). Membros do grupo 1 possuem nimero de
residuos, e conseqiientemente massas moleculares, superiores a média de o-hélices em
segmentos transmembrana de proteinas, que € de aproximadamente 18 residuos
(Hildebrand et al. 2004). Estes segmentos apresentam, assim como os peptideos do grupo
1, My préximo a 1 (dados nao mostrados). Tal fato também sugere que essas moléculas
podem ser estabilizadas, mesmo que transitoriamente, na forma de segmentos
transmembrana, o que € corroborado pelos dados de DSC (figuras 3.17B e 3.18). Ja
peptideos dos grupos 2 e 3 possuem massas moleculares menores, € por conseguinte
menor tamanho, e ndo sdo capazes de establizarem-se como segmentos transmembrana.
Comum a membros desses grupos sao seus Mys 2 a 3 vezes maiores que os dos membros
do grupo 1, mesmo que os peptideos do grupo 3 ndo se estruturem marcadamente. O My
¢ apontado em vdrios casos como propriedade ainda mais determinante que
hidrofobicidade na modulacdo da interacdo de peptideos com matrizes apolares e
membranas (White e Wimley 1998). Lewis e colaboradores demonstraram que o My de
peptideos compostos somente de residuos de alanina e leucina aumentavam o tempo de
retencdo desses em coluna, divergindo da relacdo linear dada pela hidrofobicidade

somente (Lewis et al. 2007). E tentador concluir que uma maior anfifilicidade seja uma
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das caracteristicas essenciais de peptideos antimicrobianos de massa molecular menor do
que a necessdria para a estabilizacdo de segmentos transmembrana. O papel desta seria
aumentar a hidrofobicidade relativa do peptideo, mais baixa devido o menor nimero de
residuos. Porém, a comparagdo entre estes grupos nio pode ser feita de forma absoluta.
Segundo uma série de trabalhos, o aumento no My nos peptideos levaria a um aumento
na permeabilizacdo das membranas, sendo o efeito desse ainda mais pronunciado em
membranas zwiteridnicas do que carregadas negativamente (Yeaman e Yount 2003). Esta
relacdo ndo se mantém em uma simples comparacdo entre membros do grupo 1 e os
demais.

Peptideos do grupo 4, ou CPPs, possuem a massas moleculares comparaveis as
dos antimicrobianos dos grupos 2 e 3, porém com um maior nimero de cargas nominais,
e assim um pl mais elevado (tabela 1 e figura 3.27). Elas diferem também em seu My,
que é menor do que 1. Nado existe uma fronteira muito clara entre CPPs e peptideos
membrano-ativos, de forma que as trés dimensdes analisadas talvez ndo sejam suficiente
para sua distingao.

A categorizacdo de peptideos em grupos devido suas propriedades fisico-quimicas
reduz a informacao contida em sua sequéncia a somente trés dimensodes, podendo incorrer
em erros caso essas nao sejam escolhidas apropriadamente (figura 3.27). Assim,
prevemos que em alguns casos, peptideos com propriedades fisico-quimicas proximas
podem nio apresentar atividade compativel com seu grupo. Os peptideos antimicrobianos
analisados nesse trabalho sdo produto de um processo de selecdo natural, e é provavel
que sua funcionalidade convirja também por esse motivo. A expansdo desse modelo pela
geracdo de moléculas de-novo com propriedades fisico-quimicas correlatas e avaliagdo de
sua atividade em relacdo ao seu grupo serd essencial para determinar sua capacidade

preditiva.
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Capitulo 4

Termodinamica da interacao vesicula fosfolipidica/peptideo
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4.1. Introducao
4.1.1. Termodinamica da interacao fosfolipideo/peptideo por ITC

A termodindmica da interacdo peptideo-membrana € um amplo campo que pode
ser estudado por uma série de técnicas (Beschiaschvili e Seelig 1991; Seelig 2004; Hitz et
al. 2006). Estudos desta natureza t€ém base na extracdo de uma constante de afinidade K,
que ¢é convertida em energia livre de interacdo por AG= -RT.In.K,. No presente caso, diz-
se que peptideos sdo adsorvidos em membranas, ja que o termo interacdo € utilizado para
pares moleculares especificos. A termodindmica da adsorcdo é acessivel ao relacionar a
constante de afinidade K, em funcdo da temperatura (7) por meio das relacdes de van’t
Hoff. Estas relagdes sdo capazes de deduzir a entalpia de interagdo AH, porém para que
sejam aplicdveis, a entalpia de adsor¢do deve manter-se constante em funcdo da
temperatura, o que, para interacdes peptideo/membrana, ndo se verifica. A calorimetria
de titulagdo isotérmica (ITC) € capaz de fornecer A4H e K, simultaneamente, sem a
incorporagdo de marcadores moleculares tais quais fluoréforos (Seelig et al. 1993; Seelig
1997; Seelig 2004). O calor de adsor¢do obtido por ITC pode ser convertido nas
isotermas de interacdo conforme explicado na se¢ao material e métodos. Como resultado,
obtém-se o grau de interagdo (X,) entre n, peptideos com uma membrana composta de n,’
lipideos. O comportamento de X, em funcdo da concentragdo de peptideo € a funcao
usada para a determinacdo de modelos de adsorc¢ao.

X, =2 (mol/mol) (1)
n,

O modelo para interpretacio das isotermas de interacdo resultantes foi
desenvolvido por Joachim Seelig, originalmente para a adsorcdo de andlogos de
somatostatina (Beschiaschvili e Seelig 1990). Este é conhecido como modelo de parti¢ao
em superficies, e tem sido utilizado para uma série de moléculas membrano-ativas.
Decorre dele uma termodinamica dissociada em uma constante de afinidade intrinseca do
peptideo por membranas (K,) e outra aparente (K,,,), sendo que a primeira desconsidera

7

efeitos eletrostaticos (Seelig 1997). Este tipo de correcdo sé é aplicada quando
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necessdrio, de forma que o caso mais simples é a adsorcao de moléculas niao-carregadas

em membranas neutras.

4.1.2. Modelo de particio em superficies

A. Particao de moléculas eletricamente neutras

Moléculas eletricamente neutras ndo possuem carga (z,) € sua adsor¢do em
vesiculas de potencial de membrana também neutro (¢,) ndo necessita de corre¢des. A
auséncia de fendmenos eletrostaticos faz com que a concentracio de moléculas
disponiveis para a adsorcao em membranas (c,,), em qualquer momento da titulagao, seja
a concentracdo do composto livre (c.,). A titulagdo de Ciclosporina A (CyA) a 7,3 uM
com SUVs de POPC esté representada na figura 4.1. Cada injecdo de vesiculas (10 uL)
remove uma fracdo de CyA da solugdo, liberando calor (%;), que decresce de valor com o
progresso da titulacdo. Os tracos calorimétricos podem ser convertidos para a isoterma de
interacdo conforme descrito na se¢do material e métodos. A figura 4.1 demonstra que a
relacdo entre o grau de peptideo adsorvido em membrana (X,) € a concentracdo de
peptideo livre ¢ linear, podendo ser descrita da forma:

X, =K., (2)

o0~ eq
A constante de intera¢do K, é dada a partir da regressdo linear entre X, e Co,.

Neste caso K, = 2000 M
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Figura 4.1. Particao da droga imunossupressora ciclosporina A (Cya) em SUVs de
fosfatidilcolina. Vesiculas lipidicas (cLO: 37,7 mM) foram tituladas em uma solugdo de
CyA (7,3 uM) e os calores da reacéo, oh;, foram obtidos em fun¢do do ndmero de injecdo
(pequeno inserto). O calor de titulacdo foi convertido em grau de interagdo (X, =
ncyA,;/nLO) como fungdo da concentragdo de CyA em equilibrio, c¢.,. Uma linha reta foi

obtida de acordo com X;,=Kyc.,. Os parametros foram AHC = 12,9 kcal.mol! e Ky=2x
10> M (Schote er al. 2002). Figurada retirada e editada de Seelig 2004.

O sistema acima constitui uma idealizac¢do, jA que a maior parte das moléculas
membrano-ativas e das bicamadas lipidicas carrega cargas em condicdes fisioldgicas
(Seelig 2004). Assim, torna-se necessario o estudo dos efeitos eletrostaticos na interagao

entre membranas e solutos.
B. Particao de solutos eletricamente carregados

Peptideos membrano-ativos interagem com membranas de acordo com um misto
de interagdes eletrostaticas e hidrofébicas, forcas que ndo sio aditivas (Ladokhin e White
2001). A figura 4.2 mostra a titulacdo de nisina Z, que possui carga +4 a pH 7,4, com
vesiculas de POPC/POPG. Quando os dados calorimétricos sdo convertidos no grau de
interacao Xj, a equacdo 2 ndo € mais capaz de descrevé-los, ja que K, decresce com o
aumento da concentracdo de peptideo (figura 4.2). Isto se deve ao enfraquecimento da
atracdo eletrostatica causada pela adsorcao de peptideos de carga positiva a superficie das

membranas (Seelig 1997; Seelig 2004). A adsorcdo de moléculas positivamente
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carregadas pode até mesmo tornar um potencial de membrana originalmente negativo, de
@, ~ -50 mV para membranas de POPC/POPG (3:1) a pH 7,4, em positivo. A corre¢do do
efeito de cargas da-se pelo cdlculo da concentracio de peptideo em uma camada
imediatamente superior a membranas, que € diferente da concentracdo em equilibrio
(cm#Ceq). A partir de uma andlise como esta, € possivel distinguir uma constante de
particdo intrinseca ao peptideo (K,), a qual exclui qualquer efeito eletrostéitico (Seelig
2004). E comum que moléculas tenham constantes de interacio aparentes K.y, as quais
incluem o efeito eletrostatico, da ordem de 10°*-10° M'l, porém K,’s entre 1 e 2 M!
(Seelig et al. 1993; Wenk e Seelig 1998; Breukink er al. 2000). K, é obtido pela
conversdo da concentrag@o de peptideo em solugdo (c.,) em concentragdo de peptideo na
superficie das membranas (c,), a qual resulta em uma funcdo linear modificada. O
coeficiente angular desta reta € o coeficiente de adsor¢do K, (figura 4.3). Esta constante,
para o caso de nisina Z, é de 1,8 M. Estes dados revelam que a interacdo de nisina Z
com membranas eletrostaticamente carregadas € de natureza quase que puramente
eletrostdtica. Assim, a particdo de solutos eletricamente carregados obedece a seguinte
equagao:

X,=K,c, 3
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Figura 4.2. Equilibrio de particio de nisina Z em vesiculas de POPC/POPG
modificado pela atracido eletrostatica. Calorimetria de titulacdo isotérmica foi usada
para mensurar a interacdo do lantibidtico nisina Z com membranas de composi¢do
POPC/POPG (3:1). Nisina Z tem carga elétrica ajustada de z, = +3,5 e € atraida
eletrostaticamente a superficie de membranas. A concentracdo de nisina Z na superficie
(cy) calculada pela teoria de Gouy-Chapman é maior que a concentragdo de peptideo
livre c¢.q. Acima os graficos com o grau de interacao (X = npgnz, b/nLO) em fungdo de ¢, €
de c¢,. Para o ultimo, uma linha reta é obtida e a adsor¢do pode ser descrita por um
equilibrio de parti¢do. Na equacdo acima, c., € concentracdo de nisina Z em solucdo, z,
sua carga, ¢, o potencial de superficie das vesiculas, F, a constante de Faraday, R a
constante dos gases e T a temperatura em Kelvin. Os parametros termodindmicos para
essa interacdo foram K, = 1,8 M'le AH = -8.5 kcal.mol ! a 28°C.

O cdlculo da concentracdo de peptideo na camada imediatamente superior a
membrana (c,) pode ser feito a partir da concentra¢do de peptideo em solucdo (c.,) pela

aplicagdo da teoria de Gouy-Chapman (McLaughlin 1989).
4.1.3. Caracteristicas eletrostaticas de membranas

Helmholtz, um dos ilustres biofisicos do século XIX, observou que cargas fixas

em uma superficie atraem contra-ions de uma fase aquosa. Notou também que estas
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superficies, junto com seus contra-ions, formavam uma bicamada “eletricamente
carregada” de espessura muito pequena, porém nao nula. Um grande avanco foi feito por
Gouy e independentemente por Chapman, os quais utilizaram a equagdo de Poisson para
descrever a atracdo eletrostatica dos contra-ions a superficie, e a relagdo de Boltzmann
para descrever a tendéncia estatistica dos mesmos a se difundir da regido de maior
concentragdo (figura 4.3) (McLaughlin 1989). Estes pesquisadores consideraram vdrias
simplificagdes, tais como cargas na superficie das membranas de forma continua, € ndo
discreta; fase aquosa como um meio de constante dielétrica uniforme e fons na fase
aquosa como cargas pontuais. Apesar de tantas simplificacdes, suas equacdes foram e

continuam sendo utilizadas com sucesso em varios sistemas, tais como em bicamadas

lipidicas.
'. j
b i |
- ; ' ohiste 7*7 g
; - | INfﬂiv' %
. A - o j"; ehelrostialica ‘&' :
1 ] F]
b ™ 7 o L i 1
¥ T T

Figura 4.3. Caracterisiticas eletrostaticas de membranas. Membranas negativamente
carregadas atraem contra-ions de carga oposta de acordo com sua concentracdo em
solugd@o (c.,), sua carga (z,) € o potencial de superficie das membranas (¢,). Os contra-
ions tendem a dissipar-se de acordo com a energia térmica. Os insertos referem-se a um
caso hipotético, mostrando como a concentracio de um cdtion segue o potencial
eletrostitico em fungdo da distancia da membrana, mostrando como se constréi um
gradiente de contra-ions.

Esta teoria é capaz de corrigir a concentragdo do contra-ion, que pode ser tanto
um cation quanto um peptideo antimicrobiano, para aquela encontrada na superficie das
membranas, c¢,,. Quando hd um potencial eletrostatico entre os cétions (peptideos) e as

superficies (membranas), a concentracdo de contra-ions em solucdo serd diferente da
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concentra¢@o na superficie de membranas (c,, # c.4). Assim, caso o potencial de superficie
da membrana seja negativo (¢,<0), ocorre atracdo para particulas de carga positiva, e
repulsdo para potencial de membrana positivo (¢,>0). A equacdo que descreve tal

comportamento esta descrita abaixo:

c =c -z,F,¢,/RT (4)

m = Ceq
onde z, = € a carga “real” do peptideo, que difere da tedrica e € um pardmetro a ser
ajustado, F), € a constante de Faraday (F, = 96485,33 C.mol'l), R a constante dos gases (R
=8,311J .K'l.mol'l, T a temperatura em Kelvin e ¢, o potencial de superficie da membrana
(Seelig 1997).

Estas equacdes podem ser usadas para o caso especifico de peptideos membrano-
ativos catidnicos como contra-ions e de superficies como vesiculas fosfolipidicas
anidnicas. Neste caso, o potencial de superficie (¢,) em membranas ndo pode ser
mensurado diretamente, porém pode ser calculado a partir da densidade de cargas na

superficie (o). Esta é dada pela seguinte equacao:

oo b | X fu)*2,(X)) )

A A
! 1+(X")X,,

1

onde e € a carga elementar do elétron (—1.6 x 107" C), Xpg € a fracdo de PG na
membrana, z, a carga do peptideo, A, a drea do peptideo (neste trabalho 150 A?
independente do tamanho do peptideo) e A; é a secdo transversal da drea do fosfolipideo
(=70 A?). fx, é a fracdo de fons de Na* que neutralizam as cargas negativas das moléculas
de PG (Seelig 1997).

A fracdo de fons de Na' ligados aos grupamentos negativos das membranas

fosfolipidicas pode também ser estimada com a seguinte expressao,

(=9, F,RT)
KNa Na

fNa_

- 1+K,,.c\,
onde Ky, =0,6 M (Eisenberg et al. 1979) e cy, é a concentra¢do de Na* em solug@o.

o (©)

Independentemente,

0* =2000&,e,RT Y c,(e” """ —1) (7)
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A equagdo nimero 7 é conhecida como a equacdo de Gouy-Chapman e prové a ligacao
quantitativa entre a densidade de cargas (o) e o potencial de superficie de membranas

(@). &€ a permissividade do vacuo (&,= 8,85 x 10712 Cz.(J.m)'l), £ € a constante
dielétrica da dgua (& =78 foi o valor usado), ¢; € a concentragio do eletrélito i

(McLaughlin 1989; Seelig 1997). O rearranjo dessa equac¢do em fun¢do de ¢, leva a
seguinte expressdo, usada para os célculos:

RT 1 o’
=— In +(c, +c 8
i F Llez' +c,e” (ZOOOeoerRT © Z)H( )

o

Na equacdo 8, ¢; € a concentragdo do cation Na*,ec,a concentracdo do anion

PO,*, ambos presentes no tampao da interacao.

4.1.4. Aplicao do modelo de particio em superficie para o estudo da adsorcio de

peptideos membrano-ativos com bicamadas lipidicas

A adsorcdo de vdrias moléculas membrano-ativas em vesiculas fosfolipidicas ja
foi analisada pelo modelo de particdo em superficie, inclusive peptideos antimicrobianos

e peptideos penetradores em células. E instrutivo observar mais alguns exemplos.

A. Peptideos antimicrobianos

Alguns peptideos antimicrobianos, tais quais magainina 2 amida, PGLa e
dicintaurina tiveram suas isotermas de adsor¢do em vesiculas fosfolipidicas estudadas
(Wenk e Seelig 1998; Wieprecht et al. 2000; Bringezu et al. 2007). Tomaremos o caso da
magainina 2 amida como exemplo (Wenk e Seelig 1998). E comum a este tipo de andlise
a determinacgdo da entalpia de interacdo (4H) em um experimento separado. A figura 4.4
mostra a inje¢cdo de magainina 2 amida em uma suspensao de vesiculas unilamelares
pequenas (SUVs) de POPC/POPG (75:25). Os tragos calorimétricos integrados mostram
uma entalpia de adsorcdo constante no intervalo, AH = -16,7 kcal.mol™ (figura 4.4)

(Wenk e Seelig 1998). Este valor foi considerado constante mesmo nos experimentos de
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titulagao de fosfolipideos em peptideo, os quais levaram a determinagdo das isotermas de

interacao.
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Figura 4.4. Calorimetria de titulacio de uma soluc¢io de SUVs (POPC/POPG (75:25), c”
= 15,5 mM) com uma solu¢do de magainina 2 amida (203 puM). Aliquotas de 4 uL da
solucdo de peptideo foram adicionadas a solugcdo de fosfolipideos. O tampao usado foi
Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM. A. Tracos calorimétricos da interagdo. B. Tragos
calorimétricos integrados, revelando a entalpia de cada injecdo. Retirado e adaptado de
Wenk e Seelig 1998.

Em um segundo experimento, a isoterma de interacdo de magainina 2 amida com
SUVs de POPC/POPG (75:25) foi determinada. Experimentos de injecdo de fosfolipideos
em peptideos fornecem além da entalpia de adsor¢do, isotermas a partir das quais as
constantes de afinidade podem ser obtidas. Assim, uma solu¢do de magainina 2 amida
(cpo = 6,6 UM ) foi colocada na célula calorimétrica, enquanto a seringa foi carregada
com uma suspensdo de fosfolipideos (c;” = 27,86 mM) (figura 4.5). O tampdo utilizado
foi Tris 10 mM, pH 7,4 com 100 mM de NaCl. A entalpia de interacdo determinada pela
titulacdo de fosfolipideos em peptideos foi de AH = -17,8 kcal.mol™', valor préximo ao
determinado por injecao de peptideo em fosfolipideos (Wenk e Seelig 1998). A aplicacdo
do modelo de particio em superficie para as isotermas de adsor¢do de magainina 2 amida

em SUVs eletronegativas resultou em um bom ajuste. A afinidade intrinseca do peptideo
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pelas vesiculas foi K, = 50 M, para uma carga efetiva do peptideo Zp = 43,7, enquanto a
afinidade aparente avaliada a 1 uM de peptideo livre foi K, = 1,2 X 10* M' (Wenk e
Seelig 1998). Estes dados indicam que € o acimulo de magainina 2 amida na superficie
das membranas que induz sua adsor¢do, ja que a afinidade intrinseca do peptideo € baixa.
Assim, a adsorcdo deste peptideo em membranas € devido a lei de acdo de massas, e sO
ocorre porque ¢,,>ce,. Encontrou-se, nestas condi¢des, um AG = -4,8 kcal.mol'l, e ja que
AH = -17,8 kcal.mol™, conclui-se que essa interacdo é dirigida pelo termo entdlpico,
indicando um efeito hidrofébico “nao-cldssico”, comum em interacdes de moléculas com
membranas (Wenk e Seelig 1998; Wieprecht er al. 1999; Wieprecht et al. 2000). Isto
demonstra que o efeito hidrofébico, caracterizado por um termo entrépico positivo
(45>0) e de entalpia préxima a zero, ndo € capaz de explicar a adsor¢cdo de peptideos em
membranas. E o efeito hidrofébico que dirige a particio de solutos hidrofébicos em
solventes de mesma natureza, e sua nao aplicacio ao sistema peptideo/membrana atesta a
complexidade do dltimo (White e Wimley 1998). Os autores do trabalho demonstraram
que aumentos na concentra¢ao de peptideo na célula calorimétrica induzem isotermas de

interag@o ndo previstas pelo modelo de particdo em superficie (Wenk e Seelig 1998).
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Figura 4.5. Calorimetria de titulacdo de uma solu¢do de magainina 2 amida (6,6 uM)
com uma solu¢do de SUVs (POPC/POPG (75:25), c. = 27,86 mM) a 30°C. O tampao
usado foi Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM. A. Cada pico corresponde a inje¢ao de 10
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uL da solucdo de peptideos. B. Calor acumulado da titulag@o. A linha sélida foi calculada
pelo modelo de parti¢do em superficie.

A particdo de magainina 2 amida com vesiculas neutras (POPC) também foi
analisada pelo modelo de particio em superficie. Experimentos de titulacdo de peptideo
em lipideo em condicdes iguais as descritas previamente resultaram em um AH = -18,7
kcal.mol ™. Titulacdes de SUVs de POPC em peptideo geraram as isotermas de interacio,
cujo ajuste revelou uma alta constante de afinidade intrinseca de K, = 7,7 x 10° M a z, =
+3. Esperava-se pouca interagdo deste peptideo com vesiculas neutras, ja que a afinidade
intrinseca do peptideo (K),) por vesiculas anionicas foi de 50 M (Wieprecht et al. 1999).
Porém, os autores explicaram a maior afinidade intrinseca deste peptideo por vesiculas
neutras pelo grau de enterramento das cadeias laterais de magainina 2 amida (Wieprecht
et al. 1999). Eles acreditam que a atragdo eletrostética entre o peptideo e os fosfolipideos
anidnicos inibe sua insercdo em dominios mais internos da membrana, restringindo-os a

posicdes perféricas (Wieprecht et al. 1999).
B. Peptideos penetradores de células (CPPs)

Tanto penetratina quanto tat-peptide tiveram suas isotermas de adsorcdo
analisadas pelo modelo de particio em superficie. O CPP tat-peptide foi titulado com
SUVs de POPC/POPG (75:25) e teve um K,,, de aproximadamente 1 x 10* M"' em uma
série de experimentos com variacdes de condi¢des (Ziegler et al. 2003). O K, deste
mesmo peptideo foi de 1-10 M, e a entalpia de interacio foi AH de aproximadamente -1
kcal.mol™ (Ziegler er al. 2003). Penetratina também teve sua interagio com LUVs de
DOPC/DOPG (60:40) estudada por esse modelo, resultando em um K, de
aproximadamente 80 m! (Persson et al. 2003).

E interessante ressaltar que todos os peptideos estudados por esta metodologia
acabam por ter interacdes dominadas por componentes eletrostiticos (Wieprecht et al.
2000; Wieprecht et al. 2000; Persson et al. 2003; Ziegler et al. 2003). E pouco provavel
que ndo sejam distingiiiveis grupos de peptideos que interagem somente com a interface
das membranas de peptideos dos que interagem tanto com a interface quanto com o

nicleo hidrofébico. O capitulo 3 aponta para heterogeneidade funcional em peptideos
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membrano-ativos. E possivel que a falta de distincdo entre grupos de peptideos
encontrada na literatura possa ser resultado de restricdes das condicdes experimentais a
intervalos onde o modelo de particdo em superficie € aplicavel. As isotermas de interacao
sdo normalmente obtidas a partir da titulacdo de peptideo em concentracdo abaixo de 10
UM com vesiculas em concentracdes na faixa de 20-30 mM. Assim, trabalha-se sempre
com excesso molar de vesiculas em func¢do de peptideos, deixando-se de observar

possiveis transicoes de fase do sistema em funcdo da relagao molar entre as biomoléculas.

4.1.5. Termodinamica da estruturacao em o-hélice

Peptideos normalmente encontram-se randomicamente estruturados em solvente
aquoso. A formacdo de a-hélice neste tipo de ambiente € desfavordvel devido o excesso
molar de dgua, o que desfavorece a formacdo de pontes de hidrogénio intramoleculares
(Wieprecht et al. 1999). A parti¢do de peptideos em solvente organico ou em membranas
plasmédticas leva a sua estruturacdo, um processo que pode ser mensurado
calorimetricamente. Vdrias tentativas de determinar a energia envolvida na transi¢ao
entre estrutura randdomica e hélice chegaram a conclusio de que este processo €
dominado por um fator entdlpico e oposto pela entropia (Scholtz e Baldwin 1992;
Wieprecht ef al. 1999). Valores tipicos sao AHpgic. = -0,9 a -1,3 kcal.mol™! por residuo e
ASpsice = - 2,5 a -4,6 cal.mol K! por residuo (Wieprecht et al. 1999). Magainina 2
amida, assim como trés andlogos com substituicoes de residuos de d-aminodcidos
adjacentes, foram sintetizados e tiveram suas interagdes com vesiculas fosfolipidicas
analisadas pelo modelo de particdo em superficie (Wieprecht er al. 1999). Concluiu-se
que para estas moléculas, 50% da energia livre de interacdo é devido a formacgdo de
hélice (Wieprecht et al. 1999). Para magainina 2 amida, o AHjgce = - 0,7 kcal.mol ! por
residuo e ASygi0e =- 1,9 cal.mol 'K por residuo, enquanto AGygiice = -0,14 kcal.mol ™! por
residuo. Estes dados sdo aplicdveis somente a esse conjunto de peptideos, ja que o mesmo
trabalho aponta que estas regras ndo sdo capazes de descrever a energética de

helicoidizacao decorrente da adsor¢do de outros peptideos em vesiculas fosfolipidicas.
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4.1.6. Justificativa e objetivos especificos

Calorimetria de titulagao isotérmica é a metodologia mais difundida no estudo de
interagdes entre peptideos e membranas. Esta técnica é capaz de fornecer constantes de
afinidade assim como a termodindmica da interacdo entre peptideos e membranas em
uma simples titulacdo. Porém, embora este modelo seja capaz de discernir entre as
diferentes forcas envolvidas na interacdo de peptideos com membranas, ele ndo discerne
entre os diferentes grupos de peptideos membrano-ativos, seus modos e graus de
interacdo. Dado este cendrio, temos como objetivos especificos do presente capitulo:

e Determinar a termodindmica de interacdo de 17 diferentes peptideos com LUVs

de DMPC e DMPC/DMPG (2:1)

e Aplicar o modelo de parti¢cdo em superficie
e Interpretar os dados e discutir a adequacdo do modelo para descrever estas

interacoes.
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4.2. Material e métodos

* A metodologia de confecciao de vesiculas, de dicroismo circular e dos experimentos

de espectroscopia de fluorescéncia sao as mesmas apresentadas no capitulo 3.

A. Peptideos — Referir-se a secdo de mesmo nome no capitulo 3 (pagina 112).

B. Vesiculas lipidicas — Referir-se a secio de mesmo nome no capitulo 3 (pagina 113)
B. Dicroismo circular — Referir-se a secdo de mesmo nome no capitulo 3 (pagina 114)

C. Experimentos de espalhamento de luz — Conforme descrito na secdo “Experimentos

de extravasamento de 5,6-carboxifluoresceina (CF)” no capitulo 3 (pagina 113).

D. Calorimetria de titulacio isotérmica (ITC) — as mensuragdes de ITC foram feitas
em um aparelho VP-ITC (MicroCal, Northampton, MA). Antes do uso, as solu¢des foram
degaseificadas a vdcuo. Em cada experimento, uma solu¢do de peptideo de
aproximadamente 20 uM foi titulada com uma solucdo de fosfolipideos a
aproximadamente 10 mM numa célula experimental de 1,4337 mL. Foram programadas
29 injecdoes de 10 uL de fosfolipideos até a saturacdo completa dos peptideos
Experimentos controle foram realizados para determinar o calor de dilui¢do, tanto para
experimentos de injecdo de peptideo em fosfolipideos quanto de fosfolipideos em

vesiculas. Todos os experimentos foram conduzidos a uma temperatura de 25 °C.

E. Conversao dos tracos calorimétricos em isotermas de interacao — Denotando-se o

calor de interag@o da Kggsima injecdo como Ahy, e z f Ah, o calor cumulativo das primeiras

k injecdes e ZZAk o calor total de interacdo, podemos calcular o calor molar da

interacao AH,

AH =" Ay /0’ e (9)
1
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onde n°pe, € dado por ¢ Ve, que correspondem a concentragdo total de peptideo e o
volume da célula, respectivamente. n’,, por si € a quantidade molar de peptideo na célula

apos n injecdes. Pode-se, entdo obter a isoterma de interacdo a partir da relacao,

(i) Z Ah,

. n
@0 _"Pb _ k=l
X)=—2= ,—(10)
npep ‘/celcpep

onde nfrf’),]é a concentragdo molar de peptideo adsorvido apGs i inje¢des, n,,, € a

concentrag@o molar final de peptideo e ¢, € a concentrago inicial de peptideo. ZAhk é
k=1

a soma do calor de interacdo das primeiras i injecoes. X ;’) se aproxima de 1 ao final da

titulagdo, ja que todos os peptideos estardo adsorvidos.

A concentracao de peptideo livre pode ser calculada de acordo com a férmula:

¢ = fulc, =X 1(11)
Um fator de diluicao (f(")d,-l) deve ser levado em consideragdo para calcular a
concentracdo de peptideo real, ja que a injecdo de vesiculas também aumenta o volume
final.
0= Ye(12)
Ve T lej
sendo V;,; o volume injetado em cada passo da titulag@o.
A concentragdo de fosfolipideos em cada passo da titulagdo pode ser obtida por

meio da seguinte formula,

i ‘/in' o i—
e’ =( el e '(13)

tot

i-1 £

onde VVé o volume total da célula apés i injecdes e c, € a concentragdo de

fosfolipideos presente na célula apds i-/ inje¢des. Somente 50% dos fosfolipideos estao
na face externa, e assim, acessiveis em vesiculas grandes unilamelares (LUVs), e isso foi

levado em conta no célculo da relagdo molar (X3).
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A partir da concentracdo de peptideo adsorvido nfp’)b e da concentracdo de

fosfolipideos c{” em cada passo da titulagdo, pode-se obter o grau de interagdo, definido
por,
(i)

o n
X =1 (1)
Y

onde 7y € a fracdo da concentracdo de fosfolipideo acessivel ao peptideo. Para LUVs, a
concentracdo total de fosfolipideos que compdem a camada externa das vesiculas € 0,5,
aumentando para 0,6 para SUVs

A isoterma de interagdo ¢ obtida plotando-se X,” em fungdo de c}’, e Ky, pode

ser obtido sem fazer uso de qualquer modelo, sendo necesséria somente a escolha de uma

concentracdo como referéncia.
F. Calculo dos parametros termodiniamicos — A energia livre de interacdo é calculada

por:

AG=AG, +AG, (15)

onde AG,.; € a contribui¢do eletrostitica da energia livre de interacdo, e 4G, € a

AG, = —RT(ln(iD (16)
Cyy

AG,=-RT(In55,5K, )(17)

contribui¢do das interagdes hidrofobicas.

AG,; é dado por:

E 4G, € dado por:

O termo 55,5 corrige a contribuigdo cratica da dgua (55,5 M para dgua liquida), ja
que a concentracdo do peptideo em solucio é medida em mols por litro, enquanto na fase
da membrana ela é dada em mols de peptideo por mols de fosfolipideo (Gilson et al.
1997; Wenk e Seelig 1998).

A entropia de interagdo (A4S) foi calculada de acordo com:

AG = AH —TAS (18)
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4.3. Resultados

4.3.1. Peptideos. Os 17 peptideos testados tiveram comportamentos heterogéneos com
relagdo a sua adsor¢cdo em membranas. Nem todas as isotermas de titulacdo foram
passiveis de ajuste, nem mesmo por modelos simples de interagcdo. Para alguns peptideos,
a extensdo da reacéo (d&) foi incompativel com a quantidade de mols de peptideo injetada
(dnjo), o que indica a existéncia de fendmenos outros que a particdo de peptideos em
membranas. Neste grupo enquadram-se as moléculas DS 01, DShypo 06 e 03 e as
nattererinas K e R, todas elas do grupo 1 de peptideos membrano-ativos, conforme
classificados no capitulo 3 (ver tabela 4.1). Algumas outras moléculas particionaram-se
em membranas de acordo com o previsto pelo modelo de particio em superficie, gerando
isotermas passiveis de ajuste por diferentes modelos. Todos os peptideos que se
adequaram ao modelo interagiram exclusivamente com vesiculas anidnicas compostas de

DMPC/DMPG (2:1), o que indica forte influéncia de forcas eletrostiticas. Intra 2 é

utilizado como exemplo.

Tabela 4.1. Seqiiéncias peptidicas e algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas

computadas.

Peptideo Seqiiéncia MW pl | Zp | HM* H
DS 01 GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGQAALGAL-NH, 2793,59 (10,00 [ 3 | 095 [ _113
IDShypo 06 GLWSTIKQKGKEAATAAAKAAGQAVLNSASEAL-NH; | 3252,79 9,53 [ 2 [ 0,79 | _1 52
IDShypo 03 ALWKDVLKKIGTVALHAGKAAFGAAADTISQGGS 335284 1 953 | 3 [ 1,95 | 0,85
Nattererin R GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINRFSPQPQ 3207,80 | 10,00 | 3 L13 1 128
Nattererin K GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINKFSPQPQ 3179,80 | 9,83 | 3 L13 1 128
PS 1 FLSLIPHAINA VSAIAKHN-NH, 2015,14 8,76 | 3 [ 2,68 | 076
PS 2 [FLSLIPHAINAVSTLVHHF-NH, 211517 | 7,02 | 3 | 3,65 | 2,17
PS 3 [FLSLIPHAINAVSALANHG-NH, 194407 1 692 | 2 | 2,83 1,22
HSP1 GILDAIKATAKAAG 131180 | 859 | 1 | 346 | o2
Phyllomelitin  |[LPSIVSWVKQKLL-NH, 1509,94 | 10,00 | 2 | 2,36 1,6
Intra 1 KAGLQFPVGRIARFLK 1801,10 | 12,02 | 4 L51 1 0,06
Intra 2 FKALRALRLEDLRIPTSYIK 2403,42 (1027 [ 3 | 0,83 | 042
Intra 3 FRNKIKEKLKKIGQKIQGF 2303,41 1 10,68 | 6 1,86 | 244
Intra 4 LAKRRVLTLLRQLRRYVSPSS 2349,47 (12,60 [ 6 [ 0,39 | _136
Hyposin analog [LRPAILVRVKGKGL 1520,02 | 12,02 | 4 | 3,08 0
Penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK 2246,30 (1231 [ 6 [ 0,11 [ 235
Tat peptide  |GRKKRRQRRRPPQ 171906 [ 1270 | 8 | 043 | 729
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MW = massa molecular monoisotépica
pl = ponto isoelétrico

Zp = carga tedrica

HM = momento hidrofébico

4.3.2. Peptideos que se ajustaram ao modelo de particio em superficie. Somente
quatro peptideos tiveram dados compativeis com a teoria de parti¢do em superficie, sendo
eles intra 1 e 2 e os CPPs tat-peptide e penetratina. Intra 2 foi escolhido como modelo
para o grupo. Os tracos calorimétricos da titulacdo de intra 2 a 20 uM por injecdes de
aliquotas de 10 uLL. de LUVs de DMPC/DMPG (2:1) (cLO = 15,4 mM) na temperatura de
25 °C estdo representados na figura 4.6. Cada injecdo de vesiculas produz um calor de
reacdo exotérmico que decresce em magnitude com injecdes consecutivas, como
esperado para reacdes que obedecem as leis de acdo de massa. Experimentos controle
foram realizados pela injecdo de LUVs em tampao, com a liberagao de constantes hg; de
aproximadamente - 0,38 pcal por inje¢do. Este € o calor de dilui¢do de vesiculas, e todas
as titulacdes de LUVs em peptideo foram ajustadas pela sua subtracdo. O ajuste desta
isoterma de interagdo com um modelo que prevé somente um sitio de interacdo, obtido no
pacote de softwares da Microcal fornece o valor de K = 3,5 x 10° M (figura 4.6). Este
valor de K € somente um K,,,, pois desconsidera que esta interagdo seja decorrente da
soma de efeitos hidrofébicos e eletrostaticos. Uma maior resolucdo pdde ser obtida ao

analisar os dados pelo modelo de particdo em superficie.
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Figura 4.6. Tracos calorimétricos da titulacdo de intra 2 a 20 uM em tampao (Fosfato
20mM, pH 7,4) a 25 °C com LUVs de DMPC/DMPG (2:1) (cLO = 15,4 mM). Cada pico

N

corresponde a injecdo de aliquotas de 10 uL da suspensdo de lipideos na célula
calorimétrica contendo intra 2. O grafico abaixo mostra os tragos calorimétricos
integrados. A linha continua € o ajuste da isoterma ao modelo de interagdo que prevé um
sitio de interagdo do pacote de “softwares” da Microcal.

A figura 4.7 mostra novamente a titulacao de intra 2 com LUVs de DMPC/DMPG
(2:1) e com uma solugdo a 12 mM de LUVs de DMPC. A injec¢do de LUVs eletricamente
neutras em intra 2 produz um calor A4; constante de aproximadamente - 0,4 pcal, muito
proéximo ao hg;. Isto demonstra que intra 2 necessita de potencial de membrana negativo
(¢,<0) para interacdo, em consenso com os dados do capitulo 3. Assim, somente a
isoterma de interagdo de intra 2 com vesiculas anidnicas pdde ser ajustada ao modelo de

particdo em superficies. A condi¢ao especifica deste modelo € que a adsor¢ao do peptideo
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esteja linearmente relacionada a sua concentracdo numa camada imediatamente superior
a membrana (c,,) € ndo a concentragcdo do peptideo em solucdo (c.,). C, depende de (i)
concentrag@o de peptideo livre (c.), (i1) carga “real” do peptideo em solugdo (z,) e (iii)
do potencial de membrana (¢,), conforme equacdo 4 (pagina 156). O peptideo intra 2
possui carga tedrica z = +3 e vesiculas de DMPC/DMPG (2:1) t€ém potencial de
membrana negativo, levando a um ¢, > ¢.4. A isoterma de adsor¢do fornece c,, € a carga
do peptideo é parametro de ajuste, ja que esta em tampao é freqiientemente diferente da
tedrica (Seelig et al. 1993; Persson et al. 2003; Bringezu et al. 2007). O potencial de
superficie (¢,) das vesiculas pode ser obtido pelas relacdes de Gouy-Chapman, conforme
equacdo 8 (pagina 157), e deve ser recalculado em cada ponto da titulacdo (McLaughlin
1989). Os valores numéricos para cada um dos pardmetros calculados para a adsorcdo de
intra 2 em LUVs de DMPC/DMPG (2:1) podem ser vistos na tabela 4.2. A conversao de
Ceq €M c,, gera a isoterma descrita na figura 4.7C, cuja regressdo linear revela a constante
de adsor¢do intrinseca do peptideo (K,). O valor K,=1 M para intra 2 demonstra que o
fator hidrofébico tem discreta participacdo na interacdo, dominada pelo componente
eletrostdtico. Decorrem deste coeficiente de parti¢cdo os parametros termodinamicos AG =
- 6,7 keal.mol', AH = -55,3 kcal.mol' e AS = - 162 cal.mol.K™' listados na tabela 4.3,
Da energia livre de interagdo, 2/3 sao fun¢do do componente eletrostatico (4G, = -4,4
kcal.mol! e AG, = 2,4 kcal.mol'l). A auséncia de interagdo de intra 2 com vesiculas

neutras corrobora o dominio de forgas eletrostaticas.
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Figura 4.7. A. Tracos calorimétricos da titulacdo de intra 2 a 20 UM em tampao (20mM Fosfato, pH 7,4) a 25 °C com LUVs de
DMPC (12 mM) e de DMPC/DMPG (2:1) (15,4 mM). Cada pico corresponde a injecdo de aliquotas de 10 UL da suspensdo de
lipideos na célula calorimétrica contendo intra 2. O gréafico abaixo mostra os tracos calorimétricos integrados. B. Relagdo entre a
quantidade de peptideo adsorvido na membrana (X;) em fun¢do da concentra¢io de peptideo livre em solugdo (c.,). C. Quantidade de
peptideo adsorvido (X;) em fun¢do da concentracdo de peptideo na camada imediatamente superior a membrana (c,,), calculada pela
aplicacdo da teoria de Gouy-Chapman. A linha reta € resultado da regressdo linear dos dados, e fornece a constante de adsorcao
intrinseca ao peptideo (K,).
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Tabela 4.2. Parametros obtidos pelo modelo de parti¢do de superficie para a titulacao de
intra 2 com LUVs de DMPC/DMPG (2:1).
C,(uM) C,EM) omCiim®) @ mV) fx. X,(mol/mol)

17,38 13055,33 -45,40 -58,60 0,19 10,0227
14,96 11802,61 -45,79 -59,04 0,19 0,0219
12,80 10736,57 -46,28 -59,58 0,19 0,0208
10,89 9749,70  -46,80 -60,16 0,20 10,0198
9,24 8832,66 47,34 -60,74 0,20 10,0187
7,83 7986,51  -47,87 -61,31 0,21 0,0176
6,63 7186,44  -48,38 -61,85 0,21 0,0166
5,63 6465,14  -48,87 -62,37 0,21 0,0156
4,78 5802,27  -49,33 -62,85 0,22 0,0146
4,06 5185,70  -49,76 -63,29 0,22 0,0138
3,46 4625,38  -50,16 -63,70 0,22 0,0130
2,95 411246  -50,53 -64,07 0,22 0,0122
2,52 364495  -50,87 -64,41 0,23 0,0116
2,15 3220,50  -51,18 -64,72 0,23 0,0109
1,83 2830,28  -51,46 -65,01 0,23 0,0104
1,55 2476,18  -51,73 -65,27 0,23 0,0098
1,31 2150,03  -51,97 -65,51 0,23 0,0094
1,10 1851,79  -52,19 -65,73 0,24 0,0089
0,92 1583,90  -52,40 -65,93 0,24 0,0085
0,76 1342,79  -52,59 -66,12 0,24 0,0081
0,63 1120,39  -52,77 -66,29 0,24 0,0078
0,50 914,51 -52,93 -66,45 0,24 0,0075
0,39 727,43 -53,09 -66,60 0,24 0,0072
0,29 554,75 -53,23 -66,74 0,24 0,0069
0,21 399,93 -53,36 -66,87 0,24 0,0066
0,13 254,92 -53,49 -66,99 0,25 0,0064
0,06 121,26 -53,61 -67,10 0,25 0,0061
0,00 0,00 -53,78 -67,27 0,25 0,0058

¢y = concentragdo de peptideo livre

¢, = concentracdo de peptideo na membrana

o = densidade de cargas na superficie da membrana
@, = potencial de superficie de membrane

Jfva = fracdo de sédio ligado aos fosfatos

X, = relacdo molar entre fosfolipideos/peptideo

Também outros peptideos como intra 1, tat-peptide e penetratina foram titulados
com LUVs de DMPC e de DMPC/DMPG (2:1) e a exemplo de intra 2 todos tiveram
interacdo exclusiva com vesiculas negativamente carregadas. O modelo de particio em

superficie teve bom ajuste aos dados também para estas moléculas. Os parametros
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termodinamicos derivados do modelo estdo descritos na tabela 4.3, e demonstram a
predominancia do efeito eletrostitico para esses peptideos. Estes dados estdo em
consonancia com os de calorimetria diferencial exploratéria apresentados no capitulo 3,
os quais demonstram que estas moléculas se localizam na interface da membrana, sem

interagir com a por¢ao hidrofébica.

Tabela 4.3. Pardmetros termodindmicos da interagdo de peptideos com LUVs de

DMPC/DMPG (2:1) avaliado a ceq = 1 uM.

Peptideo 4G AH AS (cal.mol.K") 4G, 4G, % K, M"Y Ky MY
(kcal.mol?)  (kcal.mol™) (kcal.mol?)  (kcal.mol™)

Intra 2 -6,8 =553 -162 4.4 2.4 29 1 3,5x10°

Intra 1 -11,5 21,7 -34 -6,0 -5,5 1,7 210 1,9x10*

Penetratina  -9,5 34,1 -83 5,8 3,7 26 9 1,0x10*

Tat-pep 5,7 -143 -29 5.4 -0,3 45 0,03 1,5x10°

A energia livre de interagdo foi calculada por AG = AG,; + AG,, onde AG,, = -RT (In(c,/c.,)) € AG, = -
RTIn(55,5K,,). Ambos foram avaliados a ceq ~ 11UM.

4.3.3. Peptideos que nao conformam com o modelo de particio em superficie.
Embora o modelo tenha sido aplicado com sucesso para a adsor¢do de algumas
moléculas, os parametros obtidos ndo foram verossimeis, o que indica que seu uso deve
ser feito com cautela. Os dados abaixo sdo da interacdo de PS 2 com vesiculas
fosfolipidicas eletricamente negativas (figura 4.8). Com o ajuste das isotermas de
interacdo ao modelo, obtém-se que PS 2 possui carga efetiva z, = + 2,2 no tampao e que a
afinidade intrinseca do peptideo a membrana, excluindo o efeito eletrostatico € K, = 38
Mm! (figura 4.8C). Destes valores, obtém-se que AG = - 10,3 kcal.mol'l, AH = 26,4
kcal.mol! e AS = -54 cal.mol' K, valores proximos aos obtidos para os peptideos
relatados na tabela 4.3. A dissociacdo da energia livre de Gibbs em seus componentes
elétrico e hidrofébico revela que AG,; = -5,7 kcal.mol™! e AG, = -4,6 kcal.mol ™. Segue
desse raciocinio que a interagdo do peptideo PS 2 em LUVs é dependente também das

altas concentragdes de moléculas na camada imediatamente superior a membrana (c,).
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Figura 4.8. A. Tracos calorimétricos da titulacdo de PS 2 a 20 uM em tampao (20mM Fosfato, pH 7,4) a 25 °C com LUVs de
DMPC/DMPG (2:1) (8 mM). Cada pico corresponde a inje¢ao de aliquotas de 10 puL da suspensdo de lipideos na célula calorimétrica
contendo PS 2. O gréfico de baixo mostra os tracos calorimétricos integrados. B. Relagao entre a quantidade de peptideo adsorvido na
membrana (X,) em fungdo da concentragio de peptideo livre em solugdo (c.,). C. Quantidade de peptideo adsorvido (X;) em fungdo da
concentracdo de peptideo na camada imediatamente superior 8 membrana (c,,), calculada pela aplicag¢do da teoria de Gouy-Chapman.
A linha reta € resultado da regressdo linear dos dados, e fornece a constante de adsor¢do intrinseca ao peptideo (K),).
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A figura 4.9B demonstra as isotermas de interacdo do peptideo PS 2 com ambas
vesiculas de DMPC e de DMPC/DMPG (2:1). Embora o ajuste da teoria com vesiculas
negativamente carregadas indique que a interacdo depende fortemente da atracdo
eletrostdtica, a titulagdo do mesmo peptideo com LUVs de DMPC, as quais sdo
eletricamente neutras, gera isotermas praticamente idénticas (figura 4.9B).
Numericamente, a constante de afinidade aparente (K,,,) de PS 2 por vesiculas neutras e
negativamente carregadas € de 8,0 X 10° M'l, e de 1,0 x 10* M'l, respectivamente. E
interessante observar que no sistema inverso, quando solu¢des de LUVs sdo tituladas
com PS 2, injecdes de peptideo liberam mais calor ao interagir com vesiculas
eletricamente negativas (figura 4.9A). A seletividade de adsor¢do do peptideo por
vesiculas eletricamente negativas parece perder-se nas condi¢des em que as isotermas
foram adquiridas.

A teoria de particdo em superficie também considera o acimulo de peptideo na
superficie de particulas neutras e a reversao de suas cargas para positivas. Decorre dai um
potencial de superficie (¢,) positivo e crescente que diminui a afinidade relativa de outras
moléculas de carga positiva. O ajuste da titulagdo de PS 2 com DMPC revela um K, =
1172 M'". Esta situacdo é semelhante a da magainina 2 amida, cuja titulagdo com LUVs
neutras resultou em K, = 2 X 10° M, enquanto a titulacdo com vesiculas negativamente
carregadas resultou em K, = 50 M (Wieprecht er al. 1999). Os autores interpretaram os
dados a luz do modelo, o qual indica que a afinidade intrinseca dos peptideos por
vesiculas negativamente carregadas ¢ menor do que por vesiculas neutras. Assim, caso
nao houvesse atracao eletrostdtica entre magainina e andlogos por vesiculas eletricamente
negativas, sua afinidade seria menor do que para vesiculas eletricamente neutras

(Wieprecht et al. 1999).
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Figura 4.9. Tracos calorimétricos da interacao entre PS 2 e vesiculas fosfolipidicas.
A. Tracos calorimétricos da titulacdo de LUVs de DMPC e DMPC/DMPG (2:1) com PS-
2 em injecdes de 10uL — LUVs de DMPC/DMPG (2:1) a 201 pM de DMPC a 144 uM e
PS-2 a 100 uM. B. Tragos calorimétricos integrados da titulacdo de PS 2 a 20 uM com
vesiculas de DMPC (11,58 mM) e de DMPC/DMPG (2:1) (8mM).
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4.3.4. Peptideos cujo comportamento desvia do previsto pelo modelo de particio em
superficies. O ajuste de modelos de interacdo aos tragos calorimétricos das titulagdes
entre peptideos e vesiculas fosfolipidicas segue uma série de premissas. Uma delas
determina que a quantidade de calor liberada em cada uma das injecdes de vesiculas seja
proporcional a quantidade de peptideo adsorvida, ou seja, a extensdo da reacdo (d&). Para
algumas interacdes, como para intra 2 e PS 2, isto é verdade. Cada injecdo de LUVs
remove uma fracdo de peptideos da solucdo, liberando h; de calor. Esta quantidade de
calor se aproxima de zero (Q—0) com o deslocamento da reacdo pela injecdo de
vesiculas fosfolipidicas (d&—0). Porém, algumas das moléculas estudadas nido seguem
esse padrao.

Os tracos calorimétricos integrados da titulacdo de nattererina K e DS 01 com
LUVs estdo ilustrados na figura 4.10, assim como seu grau de estruturagao em o-hélice.
Os dados mostram que a interacdo de LUVs de DMPC e de DMPC/DMPG (2:1) com
estes peptideos gera reacdes exotérmicas com afinidades préximas para LUVs
eletricamente neutras e LUVs negativamente carregadas, julgando-se pela aparéncia das
isotermas de interagdo. A caracteristica mais marcante e particular desse grupo de
peptideos sdo as primeiras injecdes de vesiculas. As figuras 4.10B, C e D mostram que os
primeiros tragos calorimétricos possuem um padrdo diferenciado, em que injecdes
seguintes liberam maior quantidade de calor que as anteriores. Tal padrdo indica uma
segunda fonte de calor, o que torna modelos que consideram somente a interagdo
peptideo/membrana incompletos. As mesmas interagdes foram analisadas por dicroismo
circular e revelaram que em vdrios casos as curvas do conteddo de hélice das moléculas
em funcdo da razao molar entre fosfolipideo e peptideo ndo acompanham as isotermas do
calorimetro (figura 4.10, linha cinza). Isto mostra que mesmo apds a estruturagdo dos
peptideos, que é decorrente de sua interagdo com bicamadas lipidicas, o sistema ainda
ndo se encontra em equilibrio. A concordancia entre as curvas de estruturagdo em hélice e
a isoterma de titulacao foi particular a intera¢do de alguns peptideos antimicrobianos, tais

quais nattererina K, com vesiculas neutras (figura 4.10A).
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4.3.5. Fenomenos secundarios a adsorcao fosfolipideo/peptideo. Evidéncias
experimentais apontam para outras fontes de calor além da simples adsor¢ao do peptideo
em vesiculas para determinados pares moleculares. Isto indica a existéncia de interagdes
secunddrias entre complexos de peptideos e vesiculas fosfolipidicas. Interessantemente,
esse comportamento foi comum a peptideos pertencentes ao grupo 1 de moléculas,
conforme classificado no capitulo 3. Dados de DSC demonstraram que peptideos do
grupo 1 foram capazes de perturbar a ordem de vesiculas fosfolipidicas compostas de
DMPC/DMPG (2:1) e ndo tiveram o mesmo efeito nas compostas somente do
fosfolipideo neutro DMPC. Este efeito foi consistente com a diminuicao do espalhamento
de luz causado por alguns peptideos em LUVs de composi¢ao aniodnica, enquanto LUV's
de fosfolipideos neutros mantiveram-se integras (figura 4.11). Sabe-se que peptideos
antimicrobianos sdo capazes de alterar o tamanho de vesiculas fosfolipidicas, induzindo
sua agregacdo, assim como fusdo ou diminui¢do de seu volume, dependendo das
condi¢des experimentais (Abrunhosa et al. 2005; Silva et al. 2007). A figura 4.11 mostra
que os peptideos DS 01 e nattererina K sio capazes de diminuir o tamanho das vesiculas
de DMPC/DMPG (2:1) ja4 na razdo de 1 peptideo para cada 200 fosfolipideos
(equivalente a uma razao molar de 0,005 P/L mol/mol). Nattererina K diminui o tamanho
das LUVs a menos de 40% na relacao de 1 peptideo para cada 25 fosfolipideos. As
titulacoes fosfolipideo em peptideo tiveram nas primeiras inje¢des razdes molares da
ordem de 1 peptideo para cada 3 moléculas de fosfolipideo (0,33 P/L. mol/mol) (figura
4.10). Isto indica que nestas relagdes molares, alteracdes no tamanho de vesiculas
constituiram um segundo processo termodinamico superimposto a simples adsor¢ao do
peptideo a membrana. Este processo é dependente da relacio molar entre peptideos e
fosfolipideos, e é andlogo a indugcdo de formacdo e destruicdo de micelas mistas de

fosfolipideos e surfactantes (Wenk e Seelig 1997).

178



|- _ ]
100 - ! =— &
— ——a
I
|_:
EE-‘_ EU"'I‘_E:.I'
g E?'D
,:_'_“ LY
5 60 4 \
@ A
] T
(]
t 404 \H
E A —a—DS 01 DMPC
o —o— DS 01 DMPC/DMPG (2:1)
@ —&— Nattererina K DMPC
lﬁ 20 - —A— Nattererina K DMPC/DMPG (2:1)
—o—PS 2 DMPC
—eo—PS 2 DMPC/DMPG (2:1)
o777 T T 7
000 001 002 003 004 005 006 007 008 00

P/L {mol/mol)

Figura 4.11. Espalhamento de luz em funciao da relacao molar entre peptideos e fosfolipideos. Uma solu¢ido de LUVs de 100 nm
de didmetro foi excitada a 480 nm e sua emissdo foi lida a 90° no mesmo comprimento de onda, experimento capaz de verificar o
espalhamento de luz pelas particulas em solugdo.

179



A importancia da relacio molar fosfolipideo/peptideo nos paradmetros
termodindmicos foi estudada por meio da variacdo da concentracdo dos peptideos na
célula calorimétrica seguida de sua titulacdo completa com LUVs neutras e também
anidnicas. A figura 4.12A mostra os tracos calorimétricos derivados da titulacdo do
peptideo nattererina K em diferentes concentracdes iniciais (cpo =20, 15 e 8 uM) com
LUVs de DMPC/DMPG (2:1). Fica evidente que o padrio formado pelos tragos
calorimétricos difere com o aumento da concentragdo desse peptideo. A titulacdo de
nattererina K a 8 uM gerou isotermas cujos picos h; decrescem com injegdes
consecutivas. Quando se altera a c,,o para 20 uM, as primeiras injecdes liberam menos
calor que as seguintes até um ponto de saturagdo, a partir do qual a interagdo procede
normalmente. Também outros peptideos tiveram titulacdes com padrdo semelhante, no
qual o 4H é somente aparente e varidvel em funcdo da concentragdo inicial do peptideo
(figura 4.12B). Desta forma, € inutil falar sobre um AH tunico e constante para essas
interacdes ou até mesmo determind-lo pela injecao de solucdes diluidas de peptideo em
solucdes concentradas de fosfolipideo. Entalpia de interagdo varidvel é uma das
caracteristicas comuns a interacdo de detergentes com membranas, tais quais octyl-
glucosideo (Wenk e Seelig 1997). Esses dados demonstram variacdo da entalpia de
reacdo em funcdo da concentracdo inicial de peptideo na célula (figura 4.12B).
Interessantemente, sdo os tracos calorimétricos das primeiras injecdes de LUVs as que
mais variam com altera¢des na concentracdo inicial de peptideo, conforme se percebe na
figura 4.12A.

E improvdvel que estes desvios de comportamento sejam resultantes da
estruturacdo de peptideos em o-hélice, embora este processo certamente constitua ainda
outra fonte de calor nas titulacdes. Nattererina K vai de 10 % de conteido de hélice em
solvente aquoso até 50% ao ser titulado com LUVs de DMPC, enquanto sua titulagdo
com LUVs de DMPC/DMPG (2:1) induz até 90% de estruturacdo (figura 4.10A e B).
Porém, desvios do comportamento previsto s6 ocorreram quando nattererina K foi

titulada com LUVs aniOnicas.
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Figura 4.12. Variacao dos tracos calorimétricos em funcio da concentracio inicial de peptideo (copep). A. Tragos calorimétricos
da titulacdo do peptideo nattererina K com LUVs de DMPC/DMPG (2:1) a 20, 15 e 8 uM. B. Relacgdo entre a entalpia de intera¢do
ajustada por mols de peptideo (-AH.mol™") em fungdo da concentrag¢io de peptideo na célula calorimétria (Cpep), mostrando uma
dependéncia do calor de adsor¢cdo em fungdo das condi¢gdes experimentais.
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4.4. Discussao

A termodinamica da interag@o entre peptideos e membranas depende da natureza
quimica dos fosfolipideos assim como dos peptideos envolvidos, podendo diferir
radicalmente com minimas variacdes no sistema. Reconhece-se que diferentes regras sao
aplicaveis a peptideos com localiza¢do transmembrana e peptideos que residem somente
na interface (Seelig 2004). Vdrias técnicas biofisicas foram aplicadas para avaliar tais
interacdes, cada uma fornecendo dados de acordo com seu escopo. Porém, a mais
informativa e mais utilizada € a calorimetria de titulacdo isotérmica, e € para ela que
encontramos a metodologia mais recente e completa de andlise de dados (Seelig 1997;
Persson et al. 2004; Seelig 2004). O modelo de particdo em superficie foi desenvolvido a
partir do reconhecimento de que a interagdo de proteinas com lipideos envolve tanto
for¢as hidrofébicas como eletrostaticas, as quais podem ser até opostas em determinados
casos (Ladokhin e White 2001). Uma simples constante de equilibrio de particao é
insuficiente para o estudo de interacdes com membranas, pois terd efeitos eletrostaticos e
hidrofébicos embutidos nos mesmos dados numéricos, o que pode obscurecer o
mecanismo fisico de interacdo (Beschiaschvili e Seelig 1990). O modelo de parti¢do em
superficies foi originalmente desenvolvido para explicar a interacdo de andlogos de
somatostatina de diferentes cargas nominais com vesiculas de composi¢cao anidnica no
inicio da década de 1990 (Beschiaschvili e Seelig 1990). Este encontrou amplo campo de
aplicacdo na andlise da interacdo de peptideos antimicrobianos e penetradores de células
com vesiculas, resultando em diversos trabalhos. O presente estudo pretende verificar a
validade do modelo de particdo em superficie para uma ampla gama de peptideos, na
tentativa de obtencdo de constantes de intera¢do coerentes com o que se entende de suas
estruturas.

A maior parte dos peptideos estudados ndao apresentou isotermas de interacdo
compativeis com o modelo de particdo em superficie. Dentre os que concordaram com o
modelo, o peptideo intra 2 foi escolhido como exemplo. Intra 2, peptideo derivado da
subunidade maior da proteina ribulose-1,5-bifosfato-carboxilase/oxidase, teve sua
interacdo com LUVs de DMPC e de DMPC/DMPG (2:1) estudada (figura 4.7). Este

interagiu somente com vesiculas de potencial de membrana negativo, € o ajuste de sua
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isoterma de interacdo com LUVs de DMPC/DMPG (2:1) com um modelo simples
forneceu K., = 3,52 x 10° M (figura 4.6). Esta constante de afinidade é o somatério de
ambos os efeitos hidrofébico e eletrostatico, forcas que podem ser dissociadas pela
aplicacdo do modelo de particio em superficie. A aplicacdo deste modelo revelou uma
afinidade intrinseca K, = 1 M. Assim, dos - 6,8 kcal.mol" de energia livre de particdo de
intra 2 em LUVs de DMPC/DMPG (2:1), -4,4 kcal.mol! sdo devidos puramente ao efeito
eletrostatico, sendo o restante devido a hidrofobicidade intrinseca do peptideo (-2,4
kcal/mol) (tabela 4.3). A energética dessa interacdo é compativel com a de outros
peptideos membrano-ativos, tais quais nisina Z e somatostatina, os quais tiveram energias
livre de interacdo na faixa de -4 a -10 kcal.mol™ (Seelig et al. 1993; Breukink et al.
2000). Os outros parametros termodinamicos desta interacdo foram AH = -55,3 kcal.mol
! e AS = -162 cal.mol” K", ambos determinados por experimentos de injecdo de
fosfolipideos em peptideos. Isso indica que a adsorcdo de intra 2 em membranas &
dominada pelo componente entdlpico negativo, e induz um aumento de ordem no
sistema, o contrdrio do esperado para a particio de moléculas hidrofébicas em solventes
organicos (Wieprecht ef al. 1999). Um termo entdlpico negativo (AH << 0) e um aumento
de ordem (AS < 0) caracterizam o efeito “hidrofébico ndo-cldssico”, o qual parece ser
comum a interacdo de uma série de peptideos com bicamadas lipidicas, como a de
magainina 2 amida com LUVs de POPC/POPG (75:25) (Wenk e Seelig 1998; Wieprecht
et al. 1999). Epand e Sturtevant 1981 demonstraram que a interagdo de glucagon com
vesiculas multi-lamelares de DMPC resulta em parametros termodinamicos antagonicos a
diferentes temperaturas, antes ¢ depois da transi¢cdo de fase de gel (f) para lamelar (@),
que ocorre a aproximadamente 23,5°C para esse fosfolipideo (Epand e Sturtevant 1981).
A titulagdo completa de glucagon a 50 UM com uma suspensdao de DMPC a 25°C tem um
AH = -155 kcalmol! e AS = -480 cal.mol'.K'. O mesmo experimento a 23°C,
temperatura na qual as membranas encontram-se em estrutura 3, altera ambos os
parametros, para AH = +80 kcal/mol e AS = 290 cal.mol” K. Os autores deste trabalho
reconheceram tamanha diferenca de entalpia de interacdo como resultante, em maior
parte, de eventos de reorganizacdo e transicdo de fase de grupos de fosfolipideos,

induzida pela particio de moléculas exdgenas (Epand e Sturtevant 1981). Embora a
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adsor¢do de intra 2 em LUVs a temperaturas mais baixas que seu 7m nao tenha sido
investigada, o mesmo padrdo de trocas calorimétricas foi observado para o peptideo DS
01. A titulacdo de DS 01 com LUVs de DMPC/DMPG (2:1) a 15°C induziu reagdes
endotérmicas, enquanto que a 25°C as reacdes foram exotérmicas (dados nao mostrados).
Sabe-se que peptideos sao capazes de induzir alteracdes localizadas no estado de ordem
de um determinado grupo de fosfolipideos (McElhaney 1986; Prenner et al. 1999).
Alguns autores acreditam que a fonte desta entalpia negativa seja a transi¢ao
conformacional protéica, de randomica para a-hélice, em vez de efeitos de reorganizacao
de fosfolipideos (Scholtz e Baldwin 1992; Wieprecht et al. 1999). Calcula-se que a
entalpia de helicoidizacdo seja responsavel por A4Hp; ~ -0,7 kcal.mol'l, e um ASpeiix ~ -
1,9 cal.mol'l.K'l, ambos por cada mol de residuo de aminodcido. Esse mesmo estudo
concluiu que o fendmeno de helicoidizagdo corresponde, em geral, a aproximadamente
50% da entalpia de interacao (Wieprecht et al. 1999). Intra 2 ndo se estrutura ao interagir
com LUVs de DMPC/DMPG (2:1), conforme demonstrado na figura 3.21 do capitulo 3.
Também intra 1, penetratina e tat-peptide ndo se estruturaram ao entrar em contato com
vesiculas. Mesmo assim, todos eles se comportaram de acordo com o efeito “hidrofébico
nao-cldssico”, ja que o termo entédlpico, embora varidvel, foi predominante em sua
energia livre de interacdo (tabela 4.3). De acordo com o capitulo 3, nenhum desses
peptideos € capaz de formar estruturas transmembrana estdveis ao serem adicionados a
vesiculas anidnicas, reforcando que suas interacdes com LUVs de DMPC/DMPG (2:1)
sdo de natureza primariamente eletrostética.

A constante K, € a medida da afinidade intrinseca de peptideos membrano-ativos
por membranas, desconsiderando efeitos eletrostéticos, incorporados no valor de K.
Assim, € possivel tentar correlacionar os K,’s dos peptideos, obtidos pelo modelo de
particdo em superficie, com suas hidrofobicidades calculadas in silico. Infelizmente o
parametro hidrofobicidade € de dificil calculo, pois além de existirem varias escalas de
hidrofobicidade de aminodcidos, ela ainda sofre influéncia complexa do momento
hidrofébico (My) (Lewis et al. 2007). Dessa forma, valores calculados de hidrofobicidade
in silico devem ser utilizados com cautela. Mesmo assim, os peptideos ordenaram-se, do
mais hidrofébico ao mais hidrofilico, em intra 1 > intra 2 > penetratina > tat-peptide,

enquanto suas afinidades intrinsecas por membrana foram por intra 1 >> penetratina >
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intra 2 > tat-peptide. Embora penetratina nao tenha apresentado estruturagdo mensuravel
no presente trabalho ao interagir com LUVs de DMPC/DMPG (2:1), alguns estudos
mostram helicoidizacdo (Persson et al. 2003). Tal estruturacdo poderia conferir uma
hidrofobicidade maior do que a calculada, invertendo sua posi¢do com intra 2 e
confirmando assim uma correlacdo perfeita entre K, e hidrofobicidade . E a primeira vez
que os K,’s para os peptideos intra 1 e intra 2 sdo calculados, porém os valores aqui
relatados para penetratina e tat-peptide, estio em parcial acordo com experimentos
prévios (Persson et al. 2003; Ziegler et al. 2003). O K, da penetratina em vesiculas de
DOPC/DOPG (75:25) foi de 80 M, enquanto tat-peptide, testado em vesiculas de vrias
composi¢des, demonstrou K, variavel de 0,8 — 15 M'l, dependendo do sistema. (Persson
et al. 2003; Ziegler et al. 2003). Todos os estudos relatados foram feitos em tampdes
diferentes e com vesiculas de diferente composi¢do, o que pode explicar a discrepancia
entre os dados. Estudos anteriores apontam uma forte dependéncia do K, do parametro de
ajuste “carga do peptideo” (z,). Esse pardmetro deve ser ajustado por causa da ndo
aditividade dos parametros eletrostdticos e hidrofébicos da interacdo entre peptideos e
membranas, o que normalmente resulta em cargas efetivas menores que as cargas formais
(zp < z) (Ladokhin e White 2001). Porém, como interacdes previstas pelo modelo de
particdo em superficie sdo sempre dominadas por forgas eletrostiticas, quanto maior a
carga z,, maior a concentracdo de peptideos em membrana, c¢,, € assim, menor o K.
Existem assim motivos para acreditar que o modelo de particio em superficie
superestime o papel da atracdo eletrostitica na interacdo de peptideos e membranas.
Alguns peptideos que interagem tanto com LUVs de DMPC, eletricamente
neutras, quanto LUVs de DMPC/DMPG (2:1), de natureza anidnica, também puderam
ser ajustados com sucesso ao modelo de particdo em superficie. Esse é o caso das
filoseptinas PS 1 e PS 2, sendo o ultimo peptideo utlizado como exemplo (figura 4.4).
Este modelo calculou a afinidade intrinseca de PS 2 como K, = 1172 M™' para vesiculas
eletricamente neutras, e de K, = 38 M"' para vesiculas anidnicas. Estes dados indicam,
que, assim como para magainina 2 amida, o peptideo PS 2 possui afinidade intrinseca
maior por vesiculas de DMPC do que por vesiculas mistas de DMPC/DMPG (2:1)
(Wieprecht et al. 1999). Uma explicacdo biofisica para essa diferenga de afinidade

intrinseca de PS 2 por membranas neutras e negativamente carregadas diz respeito ao
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grau de enterramento das cadeias laterais do peptideo (Wieprecht et al. 1999). A presenca
de moléculas de DMPG seria capaz de formar uma camada eletrostaticamente negativa, e
sua interagdo com cadeias laterais de carga positiva de peptideos membrano-ativos seria
capaz de prevenir sua insercao (Wieprecht et al. 1999). O peptideo PS 2 possui pl = 7,02
préximo ao pH do tampao, que € de 7,4, o que indica que essa molécula estard proxima a
neutralidade de cargas nas condicdes dos ensaios (tabela 4.1). Esta molécula apresenta
porém a maior hidrofobicidade relativa aos peptideos analisados (H = + 2,36), tendo
também grande tempo de retencdo em colunas de fase reversa de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (Leite et al. 2005). Assim, os autores desse trabalho acreditam que o
peptideo em questdo interage com membranas primariamente por forcas hidrofébicas,
agindo de forma quase que independente das cargas de membrana. Os valores de K,
podem ser artefatos matematicos do modelo de particio em superficie, o qual pode
superestimar o papel das forcas eletrostéticas (figura 4.13). Mesmo que as isotermas de
interacdo sejam capazes de ajuste pelo modelo de parti¢do em superficie, este ndo € capaz

de explicar a interagdo de todas as moléculas estudadas.
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Figura 4.13. Estado de cargas no modelo de particio em superficie. A. LUVs
negativamente carregadas (halo azul ao redor da vesicula) atraem contra-ions (peptideos
catidnicos) para uma camada imediatamente superior a suas superficies. Assim, as
vesiculas passam de um potencial de membrana negativo (@<<<0 mV) para um
potencial menos negativo (¢<<0 mV) com a adsorc¢do dos peptideos. Nessas condicdes,
cargas positivas concentram-se em uma camada imediatamente superior a membrana
aumentando sua concentragdo efetiva (c,, >> c.4). B. LUV neutras ndo possuem cargas a
priori (=0 mV), porém a adsorcdo de peptideos cria um potencial de membrana
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positivo (@>0 mV). Esse potencial positivo (halo em vermelho ao redor da vesicula)
reduz a concentracdo de peptideo na camada imediatamente superior a membrana em
relacdo ao peptideo livre (¢, < coy). C. A conseqiiéncia da aplicagdo do modelo de
particdo em superficie para vesiculas negativamente carregadas € um K, numericamente
baixo em relagdo ao K,,. J4 vesiculas eletricamente neutras induzem um K,
numericamente mais alto com relag@o ao K.

A titulagdo de DS 01 e nattererina K com vesiculas fosfolipidicas anidnicas gerou
isotermas de interacdo fora dos padrOes compativeis com uma simples adsor¢do de
peptideos em membranas (figura 4.10). A figura 4.10 mostra que para os peptideos
nattererina K e DS 01, as isotermas de adsor¢cao em LUVs de DMPC/DMPG (2:1) ndo
acompanham o padrido de estruturacdo em o-hélice dos peptideos. Ambas as moléculas
estruturam-se antes do equilibrio térmico, o que indica que a adsor¢ao dos peptideos em
membranas ndo sdo os Unicos eventos termodindmicos. Essa ndo € a primeira vez que
comportamentos anormais sdo descritos para esse tipo de sistema (Wenk e Seelig 1998).
A dependéncia das isotermas de adsor¢do em funcdo da concentracdo de peptideo na
célula calorimétrica foi estudada para a titulagdo do peptideo magainina 2 amida com
SUVs de POPC/POPG (3:1) (Wenk e Seelig 1998). Os autores demonstraram que
conforme a concentracdo de peptideo na célula aumentava, as isotermas desviavam do
previsto para a simples adsor¢ao do peptideo a membranas. As concentracdes trabalhadas

0 =826 UM a 31,2 puM, com comportamento incompativel a partir da

foram de c,
concentracdo de 10,65 uM (Wenk e Seelig 1998). Os autores sugerem trabalhar com
baixas concentracdes iniciais de peptideo, justamente para evitar padrOes aberrantes.
Contudo, é possivel que a esséncia da acdo de cada peptideo seja perdida para o encaixe
de suas interacdes em uma metodologia. Experimentos de espalhamento de luz ndo
detectaram alteracdo do tamanho das vesiculas ao serem tituladas com magainina 2 amida
(Wenk e Seelig 1998).

A explicacdo para os padrdes complexos de titulagdo para alguns peptideos, como
DS 01 e nattererina K, pode ser feita por uma analogia com alguns detergentes, como
octil-beta-tioglucopiranosideo (Wenk e Seelig 1997). Embora peptideos ndo formem
micelas, e assim ndo possuam uma concentracdo micelar critica (CMC) por si, sua
interacdo com membranas € aparentemente capaz de induzir transi¢do bicamada/micela,

dependendo da composicao das membranas. Este efeito € comum a detergentes, como
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octil-tioglucosideo, cujo CMC € de aproximadamente 9 mM, porém sua intera¢gdo com
SUVs de POPC induz formacgdo de micelas em 7,3 mM (Wenk e Seelig 1997). Micelas
mistas fosfolipideos/peptideos ndo devem apresentar composicdo fixa, de organizacao
definida, e devem servir de nucleo para a agregacdo de outros peptideos. DS 01 possui
aproximadamente 30-40% de estrutura¢do, conforme mensurado por dicroismo circular,
em solvente aquoso, o que indica que este peptideo forma agregados, comum em
dermaseptinas (figura 4.10C e D) (Feder et al. 2000). Assim, processos termodinamicos
alternativos a adsor¢do de peptideos em membrana podem ser devidos a processos de
desintegracdo e formacdo de membrana (Wenk e Seelig 1997). Durante as primeiras
injecdes, o calor de reacdo exotérmico, resultante da adsorcdo de peptideos as
membranas, é superimposto a um segundo evento, também exotérmico, provavelmente
da formacdo de micelas mistas fosfolipideos/peptideos (figura 4.14A). Nesse regime,
micelas mistas fosfolipideos/peptideos coexistem com peptideos em forma monomérica.
Essas estruturas mistas sdo capazes de interacdo com outras vesiculas fosfolipidicas,
transferindo peptideos/fosfolipideos para novas vesiculas e induzindo sua particdo de
forma diferenciada dos mondmeros (figura 4.14B) Este ultimo fendmeno constitui um
segundo processo termodinamico. Apdés um dado nimero injecdes, o processo de
formacao de estruturas mistas para, ja que a concentracdo de peptideo livre ndo € alta o
suficiente para a ruptura de vesiculas, e o Unico processo observado € a adsor¢do do

peptideo em forma monomérica as membranas.
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Figura 4.14. Iustraciao das primeiras injecoes de vesiculas fosfolipidicas em peptideos com atividade surfactante. A. Vesiculas
fosfolipidicas sdo injetadas em uma solucido contendo peptideos, os quais se concentram em uma camada superior 2 membrana € se
inserem de maneira a formar estruturas mistas como micelas/bicamadas saturadas de peptideos antimicrobianos, boa parte ja
estruturados. B. Vesiculas subseqiientemente injetadas no sistema sao solubilizadas tanto por novos peptideos quantos pelas estruturas
mixtas entre fosfolipideos e peptideos, constituindo um segundo evento termodinamico.
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Conclusoes e perspectivas

Existe certa assimetria entre os capitulos desta tese. Os dois primeiros trataram da
prospeccdo de moléculas bioativas da secrecdo cutdnea do anfibio Phyllomedusa
hypochondrialis.

Mais especificamente, o capitulo 1 descreveu todos os andlogos de peptideos
relacionados a bradicinina passiveis de seqiienciamento pelos métodos protedmicos
corriqueiramente utilizados no laboratério de espectrometria de massa da EMBRAPA —
Recursos Genéticos e Biotecnologia. A identificacdo e isolamento de 18 moléculas da
mesma familia, assim como a determinacdo de suas modificagcdes pds-traducionais,
demonstraram o poder analitico de tais técnicas e reforcaram a validade de secrecdes de
anfibios como modelo de misturas protéicas complexas. Além disso, a geracdo de
imagens por meio de espectrometria de massa foi uma metodologia inovadora. Porém,
este estudo ndao se limitou a prover contribui¢io metodolégica. Este foi o primeiro
trabalho a demonstrar a variabilidade real de seqiiéncias protéicas de uma mesma familia
em anfibios. A comparagcdo destes andlogos com as principais cininas plasmdticas de
diferentes vertebrados indicou que P. hypochondrialis possui em sua secrecao cutanea
cininas como parte de um sistema de defesa quimico especifico para cada grupo de
animais. Porém, a completa relevancia bioldgica destes dados sé serd desvendada ao
avaliar-se a afinidade e especificidade de cada um dos andlogos descritos por diferentes
receptores de bradicinina.

O capitulo 2 tem temadtica semelhante ao anterior, e discorreu sobre novas
dermaseptinas encontradas na pele de P. hypochondrialis, utilizando as mesmas técnicas
do capitulo anterior. A relevancia bioldgica deste trabalho estd na identificacdo de
moléculas que possuem potencial como molde para agentes antimicrobianos. Enquanto o
desenho racional de moléculas com atividade antimicrobiana ndo for possivel, a descricao
de novos peptideos permitird uma melhor compreensdo das propriedades que os definem.

Enquanto os capitulos 1 e 2 foram sdo mais descritivos e tiveram sua forca na
exatiddo das técnicas analiticas para estudos protedmicos, os capitulos 3 e 4 sdo tanto
descritivos como investigativos. No capitulo 3 fica claro que a falta de integracio entre

conceitos e metodologias para o estudo de moléculas membrano-ativas gera um cenério
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fragmentado. Resulta disto a incapacidade de prever atividade de moléculas tendo como
informacao somente seqii€éncias peptidicas

O capitulo 3 teve como pretensdo dar um pequeno salto conceitual e criar um
sistema capaz de categorizar peptideos membrano-ativos de acordo com suas atividades.
A andlise de moléculas por este sistema foi capaz de distingiiir diferentes grupos
funcionais para 17 peptideos de estrutura primaria distinta, correlacionando-os com suas
propriedades fisico-quimicas. Também foram possiveis descobertas sobre sua forma de
interacdo com membranas. Acredita-se que peptideos com diferentes estruturas primdrias,
porém com propriedades fisico-quimicas compativeis, também compartilhardo seus
aspectos funcionais. A validade desta aproximacdo requer a expansao do modelo a um
nimero ainda maior de peptideos membrano-ativos, permitindo a solidificacdo dos
conceitos apresentados. Também faz-se necessdrio testar a capacidade preditiva da
metodologia por meio da sintese de moléculas de novo e verificacdo de seu modo de
acao.

O capitulo 4 tratou da termodinamica de adsor¢do de peptideos em membranas
como forma de melhor compreensdo das forcas envolvidas neste processo. Nele, foi
introduzido o modelo de particio em superficie, o qual é capaz de distingiiir entre as
interacOes primariamente eletrostéticas e as interagdes hidrofdbicas. Foram sujeitos a esta
andlise os mesmos 17 peptideos do capitulo 3, e ficou clara a inadeqiiacio do modelo
para descrever interacdes que ndo sdo dominadas por componentes eletrostiticos. Este
capitulo apontou novamente para a existéncia de sub-grupos de peptideos com diferentes
graus e formas de interacdo com membranas. Os dados apresentados neste capitulo
demonstram a necessidade de expansio do modelo de particdo em superficie, com a
consideracdo de fendmenos outros a simples adsorcdo de peptideos em membranas.

Assim, esta tese demonstrou que o avanco da ciéncia cria ferramentas que
permitem o estudo de varios sistemas. Estas ferramentas sdo tteis tanto a prospeccao de
novas moléculas quanto a andlise de suas atividades. Porém, a aplicacido de técnicas s6
descreve os sistemas em estudo de acordo com os paradigmas vigentes, 0 que nem

sempre resulta em real progresso cientifico.
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Anexo I

Bradykinin-related peptides from Phyllomedusa hypochondrialis (2007). Brand, G.D.,
Krause, F.C., Silva, L.P., Leite, J.R., Melo, J.A., Prates, M.V., Pesquero, J.B., Santos,
E.L., Nakaie, C.R., Costa-Neto, C.M., Bloch, C Jr. Peptides 27(9):2137-46
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Anexo 11

Brand, G.D., Leite, J.R., de S4 Mandel, S.M., Mesquita, D.A., Silva, L.P., Prates, M.V.,
Barbosa, E.A., Vinecky, F., Martins, G.R., Galasso, J.H., Kuckelhaus, S.A., Sampaio,
R.N., Furtado J.R. Jr, Andrade, A.C., Bloch C Jr. Novel dermaseptins from Phyllomedusa
hypochondrialis (Amphibia).Biochem Biophys Res Commun 347(3):739-46.
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Anexo II1

Trabalhos em co-autoria
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