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RESUMO

Estudos por Ressonancia Magnética Nuclear das Estruturas dos Peptideos
Homotarsinina e LyeTx I mnAK Ac e do Alinhamento Magnético de Bicelas
Fosfolipidicas

Os estudos sobre peptideos antibacterianos tem mostrado um grande potencial dessas
espécies em substituir varios antibioticos no combate as superbactérias. Os estudos mostram
que esse potencial antibacteriano estd intimamente ligado a conformacao adotada por esses
peptideos, quando em contato com as membranas fosfolipidicas das bactérias.

Esse trabalho ¢ dividido em trés diferentes capitulos. A necessidade de meios
biomiméticos orientados magneticamente para estudos de RMN trouxe um novo desafio em
relagdo a orientacdo de bicelas fosfolipidicas. Isso levou a busca por dados, inexistentes na
literatura, da dependéncia temporal da orientagao das bicelas em diferentes campos.

O segundo capitulo mostra estudos da topologia do peptideo homodimérico homotarsinina,
originalmente isolado da secre¢do cutanea do anuro Phyllomedusa tarsius, quando esse se
encontra ligado a meios que visam mimetizar as membranas celulares de bactérias. Esses
estudos topologicos, realizados por meio da ressondncia magnética nuclear, buscam a
determinagdo da orientacdo relativa entre as cadeias na estrutura do dimero em ambiente de
membrana.

A tltima parte deste trabalho mostra os resultados obtidos por ressonancia magnética
nuclear e céalculos computacionais sobre a estruturacdo do peptideo antibacteriano LyeTx I
mnAK Ac, que foi obtido por modificagdes quimicas na estrutura primaria do peptideo nativo,

LyeTx I, originalmente isolado do veneno do aracnideo Lycosa erythrognatha.

PALAVRAS CHAVE: RMN, Peptideos Antimicrobianos, Interacio peptideo-

membrana, Peptideos Diméricos, Bicelas Fosfolipidicas



ABSTRACT

Nuclear Magnetic Resonance structural studies of the peptides Homotarsinin and
LyeTx I mnAK Ac and of the Magnetic Alignment of Phospholipid Bicelles

The study of antibacterial peptides has shown a great potential to substitute a great number
of different antibiotics in the fight against super bacteria. Several studies show that the
antibacterial activity is intrinsically linked to the conformation adopted by these peptides
when in contact with bacteria phospholipid membranes.

This work is divided in three different chapters. The necessity of magnetically oriented
biomimetic media for this study brought a new challenge in relation to the orientation of
bicelles. This lead to the search for new data about the time dependence orientation of bicelles
exposed to magnetic fields of different magnitudes.

The second chapter covers the topological study of the homodimeric peptide
homotarsinin, originally isolated from the skin secretion of the tree frog Phyllomedusa
tarsius, when bound to media that mimics bacterial cellular membranes. These topological
studies were performed in membrane environments by nuclear magnetic resonance and they
look to elucidate the relative orientation adopted by the two chains within the homodimer
structure.

The last part of this work shows the results obtained by nuclear magnetic resonance and
computational calculations about the structure of the antibacterial peptide LyeTx I mnAK Ac,
which was obtained by chemical modifications of the wild type peptide LyeTx I, originally

isolated from the venom of the arachnid Lycosa erythrognatha.

KEY WORDS: NMR, Antimicrobial peptides, Peptide-Membrane interaction, Dimeric
Peptides, Phospholipid Bicelles
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Capitulo 1 Estudo da evolucio temporal da orientacido de bicelas

fosfolipidicas

1.1 Introducao

1.1.1 Meios biomiméticos

A interacdo entre moléculas de diferentes naturezas, como peptideos, proteinas,
antibidticos e outras, e organismos vivos, em especial as células desses organismos, ¢ de
grande relevancia para o avango de diversas areas da ciéncia. Essa interagdo pode ser
estudada por diversas técnicas, entre elas estdo, por exemplo, o dicroismo circular (CD), a
ressonancia magnética nuclear (RMN) e a calorimetria de titulagao isotérmica (ITC).

Como a utilizacao de células reais poderia tornar as analises mais complexas e laboriosas,
faz-se necessaria a utilizagao de meios que mimetizem, da melhor forma possivel, as células
alvo. Para isso condi¢des como composicao quimica dos lipideos, pH e temperatura devem
ser escolhidas de maneira bem criteriosa.

Devido a natureza anfipatica dos lipideos escolhidos para a formagdo dos meios
biomiméticos, existe uma variedade de estruturas formadas. Moléculas do tipo detergente,
como dodecil sulfato de so6dio (SDS) e dodecil fosfocolina (DPC) (Figura 1-2), possuem um
formato conico, isso ¢, a secao transversal da parte lipofilica ¢ menor do que a da parte
hidrofilica, desse modo, quando em solucdo aquosa, essas espécies tendem a formar micelas
(Figura 1-1 A).

Fosfolipideos, como 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina (POPC) e 1-palmitoil-2-oleoil-
fosfatidilglicerol (POPG) (Figura 1-2), tendem a formar vesiculas (Figura 1-1 B) quando em
meio aquoso, isso se da pois, diferentemente do SDS e da DPC, essas estruturas possuem
um formato cilindrico (larguras similares da cabeca de fosforo hidrofilica e da cauda apolar),
devido a existéncia de duas cadeias hidrocarbonicas longas, o que leva a formagdo de
estruturas de bicamadas, como vesiculas.

Quando fosfolipideos com cadeias hidrofébicas de tamanhos significativamente
diferentes, como a 1,2-di-O-tetradecil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (14-O-PC), com quatorze

atomos de carbono na cadeia hidrofdbica, e a 1,2-di-O-hexil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (6-



O-PC), com seis atomos de carbono na cadeia hidrofobica (Figura 1-2) sdo misturados em

solucdo aquosa, formam-se estruturas chamadas bicelas (Figura 1-1 C).

Figura 1-1 - Representacio esquematica de meios biomiméticos de membranas. A: Micela. B: Vesicula. C: Bicela.
Adaptada de (BECHINGER, RESENDE e AISENBREY, 2011). Reproducio autorizada pela Elsevier (ANEXO C).

As diferengas entre as secdes lipofilicas e lipofobicas, assim como as razdes entre as
cadeias hidrocarbdnicas ¢ de extrema importancia para a estrutura dos meios (Figura 1-2). O
tempo de vida desses meios biomiméticos em solugdao aquosa € pequeno, devido a possiveis
reagOes de oxidacdo e hidrolise, que podem ocorrer nas carbonilas. Vesiculas possuem, por
exemplo, tempo médio de vida de dois dias em solugdes aquosas, devido a reatividade da
carbonila de éster. Para aumentar esse tempo, podem-se utilizar fosfolipideos modificados,
de modo que, ao invés de possuirem grupos funcionais de ésteres em suas cadeias, possuam
o grupo funcional de éteres, sendo, nesse caso, o tempo de vida em solugdes aquosas de duas

semanas. (OPELLA e DE ANGELIS, 2007).
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Figura 1-2 - Quadro de exemplos das espécies lipidicas utilizadas como meios biomiméticos

A estrutura das bicelas depende ainda da proporg¢ao entre os lipideos de cadeia longa e os
de cadeia curta, propor¢ao essa chamada de razao g. Quanto maior for essa razao, maior sera
o diametro da bicela, ja que os lipideos de cadeias longas formam uma estrutura semelhante
a uma bicamada lipidica (Figura 1-1 C), enquanto os lipideos de cadeias curtas se ligam nas
bordas dessa bicamada, de modo a evitar o contato entre a parte lipofilica dos lipideos ¢ a
agua, o que estabiliza a estrutura em meio aquoso (BECHINGER, RESENDE e
AISENBREY, 2011).

1.1.2 Acoplamentos dipolares

Os acoplamentos dipolares sdo uma fonte muito importante de informagdes estruturais
obtidas pela RMN em meios parcialmente anisotrépicos. Em solugdes liquidas isotropicas
todas as orientagdes moleculares sdo igualmente provaveis, isso faz com que a média dos
tensores de interagdes dipolo-dipolo e quadrupolo se anulem. No entanto, em 1982, Bothner-
By e colaboradores demonstraram ser possivel a realizagdo de medidas de acoplamentos
dipolares residuais (Residual Dipolar Coupling, RDC), caso a molécula a ser analisada
possuisse uma consideravel susceptibilidade magnética e se orientasse, mesmo que
parcialmente, em solu¢do (CAVANAGH, FAIRBROTHER, et al., 2007).

Uma grande evolugdo na medida dos RDCs veio com a introducdo de meios
anisotropicos, de modo que, mesmo que a molécula ndo se orientasse espontaneamente em
campos magnéticos, devido a anisotropia do meio, seria criada uma orientacao preferencial
da molécula em relagao ao campo magnético, o que possibilitaria a medida dos RDCs. Uma
maneira de se obter essa anisotropia € a utilizacdo de solucdes aquosas diluidas de bicelas
fosfolipidicas, com uma razao ¢ entre lipideos de cadeia longa e lipideos de cadeias curtas
maior que 2,5. Nessas condi¢des, as bicelas se orientam quando imersas em campos

magnéticos superiores a 9,4 T. Caso a razao ¢ seja menor do que 2,5 as bicelas formadas sao



chamadas isotropicas € nao se orientam quando imersas em campos magnético (OPELLA e

DE ANGELIS, 2007).

1.1.3 Desdobramento quadrupolar

Para medir o grau de orientacdo das bicelas, e, consequentemente, o grau de anisotropia
do meio, costuma-se utilizar a RMN de ’H. Isso ocorre, pois o nucleo de deutério tem /=1,
ou seja, € um nucleo que possui um quadrupolo magnético. Nucleos com momento
quadrupolar possuem um tipo especifico de interagdo, conhecida como acoplamento
quadrupolar (Equagao 1-1).

_ 3eqQ (3cos?0 — 1) Equacio 1-1

T- Ssistemar <T>

O desdobramento quadrupolar, Av, é funcdo do primeiro termo, (3¢’qQ/2h), que ¢é a
constante quadrupolar do nucleo, um fator Sgisema dependente do sistema em questdao, € uma
média temporal do 4ngulo ¢, delimitado pelo tensor de *H ¢ o campo magnético externo.
Em sistemas isotropicos a média temporal ¢ zero e o desdobramento quadrupolar
consequentemente também ¢ zero. No entanto, em meios anisotropicos ha uma orientacao
preferencial das moléculas, de modo que essa média temporal do angulo difere de zero,

aparecendo um desdobramento do sinal do deutério (SANDERS , HARE, et al., 1994).

1.2 Objetivos

O objetivo desse capitulo ¢ estudar a cinética da orientacdo de bicelas fosfolipidicas
anisotropicas, a partir do desdobramento quadrupolar do deutério, quando as respectivas

solucdes aquosas sao expostas a campos magnéticos com diferentes magnitudes.

1.3 Metodologia

1.3.1 Preparo da solugdo de bicelas
A solucao de bicelas para as anélises por RMN em solugdo foram preparadas segundo a
metodologia descrita por Opella e De Angelis, 2007. Prepararam-se 2,0 mL de uma solugao

20% m/V de bicelas.



Inicialmente foram pesados 328,1 mg de 14-O-PC e 71,5 mg de 6-O-PC em eppendorfs
separados. O lipideo de menor cadeia, 6-O-PC, foi solubilizado em 200,0 uL. de 4gua ultra
purificada. Essa solucdo foi transferida para o eppendorf contendo o lipideo de cadeia maior,
assim como mais 200,0 uLL de dgua ultra purificada, utilizados para a lavagem do primeiro
eppendorf.

Para a solubilizagdo completa dos lipideos foi necessaria a repeticao de uma sequéncia de
operacoes:

1) Congelamento da amostra em gelo
2) Aquecimento em banho maria
3) Sonicagao
4) Centrifugacao a 5000g por 1 minuto
Agua ultra purificada era adicionada de tempos em tempos, até se atingir o volume de 2,0

mL. O tempo de preparo da solugdo foi de aproximadamente 8 horas.

1.3.2 Experimentos de RMN de deutério

Para a determinacao da evolucao temporal do alinhamento das bicelas em solugdo, foram
realizados experimentos de RMN de deutério. As amostras foram preparadas, diluindo-se a
solugdo estoque de bicelas de 20% m/V, com g =3, para solucdes 5% m/V. O solvente
utilizado era uma mistura de H,O e D,O 95:5. Esses experimentos foram realizados a 43°C,
em espectrometros AVANCE-III 400, 500 e¢ 800 (operando respectivamente a 400,182
MHz, 500,132 MHz e 800,404 MHz para 'H) Seus pardmetros estdo sumariados em Tabela
1-1, Tabela 1-2 e Tabela 1-3.

O desdobramento quadrupolar do deutério foi entdo medido e os valores encontrados
foram plotados em um grafico em funcao do tempo, para demonstrar a dependéncia com o

campo magnético no tempo de alinhamento.

Tabela 1-1 - Parametros dos experimentos de deutério no espectrometro de 9,4 Tesla

Parametro Valor
d1 (Tempo entre o término de um experimento e inicio do outro) | 5 s
ns (Numero de scans) 2
ds (Numero de dummy scans) 1
sw (Janela espectral) 9.9991 ppm
TD (numero de pontos de coleta do FID) 15970
Temperatura 316 K




Tabela 1-2 - Parametros dos experimentos de deutério no espectrometro de 11,75 Tesla

Parametro Valor
d1 (Tempo entre o término de um experimento e inicio do outro) | 5s
ns (Numero de scans) 2
ds (Numero de dummy scans) 1
sw (Janela espectral) 10.001 ppm
TD (nimero de pontos de coleta do FID) 19962
Temperatura 316 K

Tabela 1-3 - Parametros dos experimentos de deutério no espectrometro de 18,8 Tesla

Parametro Valor
d1 (Tempo entre o término de um experimento e inicio do outro) | 5's
ns (Numero de scans) 2
ds (Numero de dummy scans) 1
sw (Janela espectral) 10.0003 ppm
TD (numero de pontos de coleta do FID) 31946
Temperatura 316 K

1.4 Resultados

Para a determinagdo de valores de RDC ¢ necessario um meio parcialmente anisotropico
e, quando se utilizam bicelas, ¢ necessario um tempo minimo para que elas se orientem,
quando expostas a um campo magnético (Figura 1-3). No entanto, esse tempo nao estd
descrito na literatura, de modo que foram feitos experimentos com o objetivo de se obter o
tempo de orientagdo de solugdes de bicelas na presenga de campos magnéticos com
diferentes magnitudes

Os valores dos desdobramentos quadrupolares de deutério, associados as ressonancias de
’H das moléculas de HOD e de D,0 ligadas as bicelas, foram entdo medidos em diferentes

campos magnéticos e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4-1 no ANEXO A..
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Figura 1-3 - Espectros de ’H a 76,77 MHz ap6s um minuto (azul) e ap6és cem minutos (vermelho) de exposicio a B,=
11,75 Tesla. Solucio de bicelas de 14-O-PC e de 6-O-PC (¢ = 3) a 5% m/m em H,0 e D,0 (95:5), T =316 K.

A partir desses valores, um grafico da evolugdo temporal dos valores do desdobramento

de H em funcdo do tempo foi construido para os diferentes campos magnéticos.
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Figura 1-4 - Grafico da evolu¢do temporal do desdobramento quadrupolar do deutério em diferentes campos
magnéticos. Soluciio de bicelas de 14-0-PC e de 6-0O-PC (¢ = 3) a 5% m/m em H,0 e D,0 (95:5), T =316 K.

Pela andlise do grafico, percebe-se que, quanto maior o campo magnético, mais rapida ¢ a
orientagdo das bicelas, tendo em vista que, em 5 minutos de experimento, os valores do

desdobramento para o magneto de 18,8 Tesla ja se encontravam préximos do valor maximo



encontrado, ao passo que, para o magneto de 9,4 Tesla, o tempo necessario para que isso
ocorresse foi de aproximadamente 50 minutos. Além disso, percebe-se que quanto maior o
campo magnético no qual o sistema esta imerso, maior o valor do desdobramento

quadrupolar méaximo (Figura 1-5).
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Figura 1-5 - Secdo inicial do grafico da evolugio temporal do desdobramento quadrupolar do deutério em diferentes
campos magnéticos. Solucio de bicelas de 14-O-PC e de 6-O-PC (¢ = 3) a 5% m/m em H,0 e D,0 (95:5), T =316 K

Esses dados foram analisados na tentativa de se equacionar o valor do desdobramento
quadrupolar para o sistema em estudo, em fun¢do do tempo e do campo aplicado. Para isso
foram realizados ajustes das curvas, seguindo-se uma fun¢ao tentativa e em seguida
parametrizou-se a fungdo obtida.

A funcao obtida dessa maneira foi:

aB + ¢ Equacgio 1-2

Av = W+fB+g

Em que Ao ¢ o desdobramento quadrupolar, B ¢ o valor de B, em MHz ¢ ¢ ¢ o tempo em
segundos. Os valores dos parametros a, ¢, d, e, f e g estdo apresentados na Tabela 1-4 .

Esses resultados sdo relevantes pois, demonstram a necessidade do conhecimento do
sistema em estudo, para que sejam feitas medidas de RDCs. Esse tipo de racionalizagao
possibilita a otimizacao do tempo de espectrometro necessario para a realizagdo das medidas
em sistemas bicelares, o que ¢ de extrema importdncia, ao se considerar o custo
extremamente oneroso dos equipamentos de RMN de alto campo, bem como da sua

manutencao.



Tabela 1-4 - Tabela com os valores das constantes para a previsio do desdobramento quadrupolar de deutério
obtidos para solucio de bicelas de 14-O-PC e de 6-O-PC (¢ = 3) a 5% m/m em H,0 e D,0 (95:5), T=316 K

Parametro Valor
a -19,206 s
c 693,178
d 0,009 s
e 0,393
0,039
g 18,992 Hz

Alguns estudos na literatura relatam tempos de espera de 10 horas, para se alcangar o
alinhamento magnético das bicelas, previamente a realizacdo dos estudos nos sistemas
magneticamente alinhados (GOTO, SKRYNNIKOV, et al, 2001). Como essas medidas
haviam sido realizadas a 11,75 e 14,10 Tesla, os resultados acima descritos sugerem que as
medidas poderiam ser iniciadas 15 minutos apds a exposicao da amostra ao B,. Até o ponto
que sabemos, este ¢ o primeiro trabalho que objetiva parametrizar uma equacao que
relacione a dependéncia temporal do alinhamento de bicelas para diferentes campos
magnéticos.

A fim de se obter um maior detalhamento sobre o comportamento de solu¢des aquosas de
bicelas magneticamente orientadas, nosso grupo de pesquisas visa realizar estudos
posteriores, empregando-se medidas de Av “H para diferentes concentracdes de lipideos,

fatores g e valores de temperaturas.

1.5 Conclusodes

As informagdes parametrizadas obtidas sobre a evolugdo temporal da orientacao de
bicelas anisotrdpicas em diferentes campos magnéticos a partir da andlise do desdobramento
quadrupolar do deutério sdo, até onde sabemos, inéditas na literatura. Esses resultados sao
importantes devido a possibilidade de otimizacdo do tempo de uso de espectrometros de
ressondncia magnética nuclear, além da minimizacdo do tempo de experimentos com

amostras, que podem ser, dependendo da composicao lipidica, passiveis de degradagao.



Capitulo 2 Estudo da topologia do peptideo homodimérico homotarsinina

2.1 Introducao

2.1.1 Peptideos antimicrobianos

Varios estudos nos ultimos anos tiveram como foco o isolamento, a purificacdo e a
caracterizacdo de moléculas sintetizadas por organismos vivos, que sao utilizadas em seus
sistemas imunologicos. Dentro desse grupo de moléculas, podem-se encontrar alcaloides
(DALY, 1995) (PREUSSER, HABERMEHL, et al., 1975), alguns derivados de esteroides
(KABARA e VRABLE, 1977) (MOORE, WERHLI, et al., 1993) e peptideos (BOMAN,
1991) (BEVINS e ZASLOFF, 1990) (LEHRER, GANZ e SEISTED, 1991). Entre essas
varias classes de moléculas, os peptideos mostraram-se extremamente abrangentes, ja que
iniimeros seres vivos possuem peptideos com atividades imunologicas. De acordo com o
APD (Antimicrobial Peptide Database) existem atualmente 2636 peptideos catalogados com
atividade antimicrobiana sendo 262 do reino Bacteria, 4 do reino Archezoa, 7 do reino
Protozoa, 13 do reino Fungi, 323 do reino Plantac e 1987 do reino Animalia (The
Antimicrobial Peptide Database, 2015). Esses peptideos isolados e catalogados no APD
possuem as mais distintas atuacdes, podendo servir como bacteriostaticos, antivirais
(incluindo o virus do HIV), antifiingicos, anticancerigenos, antioxidantes, espermicidas,
curativos e até mesmo inibidores de protease.

Desses peptideos isolados de animais, os estudos do nosso grupo de pesquisa se focam,
principalmente, naqueles que apresentam atividade antimicrobiana, tendo-se interesse
especial por peptideos extraidos de seres vivos da ordem Anura. Esse interesse ¢ oriundo da
grande variedade de espécies e peptideos, assim como do grande numeros de trabalhos
mostrando a versatilidade das funcdes e a significativa atividade dessa classe de peptideos
(XU e LAI 2015). A facilidade da extracdo desses peptideos, por serem de origem cutanea,
também os torna bastante interessantes, uma vez que a extragao ¢ facilitada, quando
comparada com peptideos extraidos de venenos de cobras e aracnideos. Além disso, anfibios
habitam locais umidos, com inumeros patogenos. Os anfibios possuem um sistema
imunologico mediado por células ndo muito efetivo, de modo que os PAMs (Peptideos
Antimicrobianos) precisam funcionar como uma primeira linha de defesa desses organismos

contra esses patogenos de maneira bastante efetiva.
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A utilizagdo desses PAMs como antibacterianos possui grande apelo social e sanitario,
pois o desenvolvimento de superbactérias, devido a utilizacdo incorreta ou exagerada de
antibioticos, ¢ uma preocupacdo atual da medicina, principalmente a medicina hospitalar
(ARIAS e MURRAY, 2009). Essa vantagem dos peptideos sobre os antibioticos
convencionais se da pela diferenga no modo de atuagao de ambos. Enquanto os antibioticos
necessitam de receptores especificos nas bactérias para atuarem, os PAMs normalmente
atuam desestabilizando a membrana celular das bactérias, geralmente ndo precisando de
proteinas especificas para se ligarem (OREN e SHAI, 1998), embora algumas descobertas
sugerem que pelo menos alguns desses compostos se associam a alvos internos apos
cruzarem a superficie da membrana (SUGAWARA, RESENDE, et al., 2010)

O estudo da interacdo desses peptideos com membranas ¢ realizado por diferentes
técnicas, como espectroscopia de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear), espectroscopia de
Dicroismo Circular (CD), DLS (espalhamento de luz dinamico) e ITC (calorimetria de
titulagao isotérmica), utilizando-se meios biomiméticos de membranas celulares. Esses
meios biomiméticos variam, podendo ser utilizadas, dentre outros, micelas detergentes,
vesiculas fosfolipidicas ou at¢ mesmo bicelas fosfolipidicas. Solu¢des aquosas contendo
bicelas fosfolipidicas grandes sdo um meio biomimético de extrema importancia, pois,
quando inseridas em um campo magnético maior do que 9,4 Tesla (equivalente a um
espectrometro de 400 MHz para o 'H), elas podem se orientar em relagio ao campo
magnético, formando uma fase de cristal liquido. A orientacdo das bicelas pode ocorrer com
o alinhamento do eixo principal paralelo ao campo magnético, ou ainda, quando na presenga
de ions de lantanideos, com o eixo principal alinhado perpendicularmente ao campo (DE
ANGELIS e OPELLA, 2007).

As técnicas de RMN utilizadas para os estudos estruturais e conformacionais de peptideos e
proteinas podem ser 1D (unidimensionais), 2D (bidimensionais) ou até mesmo
multidimensionais (trés ou mais dimensoes). Além disso, para uma determinagdo estrutural

mais precisa, costuma-se utilizar, além da RMN em solugdo, a RMN do estado solido.

2.1.2 Mecanismo de agdo dos peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos possuem uma grande vantagem sobre os antibioticos
devido ao seu diferente mecanismo de acdo. Antibidticos necessitam de receptores
especificos para se ligarem nas bactérias e, consequentemente, agirem sobre elas.

Independente de seu mecanismo de agdo, um receptor especifico € necessario. Isso faz com
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que as bactérias tenham a possibilidade da criagdo de mecanismos de resisténcia a esses
antibidticos, o que por sua vez pode gerar bactérias super-resistentes. Os peptideos
antimicrobianos possuem mecanismos de acdo que normalmente nao necessitam de
receptores especificos. Esses peptideos normalmente interagem com a membrana celular dos
micro-organismos € ndo com as proteinas especificas que existem na superficie das
membranas (SATO e FEIX, 2006).

A maior parte dos peptideos antimicrobianos possuem sequéncias cationicas e estruturas
anfipaticas sendo que a maioria possuem também motivos estruturais de a-hélices, apesar de
ja terem sido catalogados peptideos antimicrobianos também em conformagdes [
(MANDARD, SADANO, et al, 1998) e alguns que ndo apresentam conformagao
preferencial bem definida (EPAND e VOGEL, 1999). Esses peptideos sdao, geralmente,
pequenos, contendo entre 12 e 50 residuos de aminoacidos, e sua caracteristica cationica €
devida a grande quantidade de residuos de lisina, histidina e arginina normalmente presentes
na sequéncia (HANCOCK e SCOTT, 2000).

Estudos realizados demonstraram que a citotoxicidade desses peptideos ¢ devida a
modificagdes na estrutura da membrana e consequeunte extravasamento de parte da fracao
aquosa intracelular para o meio externo. Como esses peptideos normalmente nao necessitam
de receptores, os mecanismos de acdo propostos envolvem a interagdo desses com a
membrana celular, de modo a facilitar esse extravasamento de fluidos (EPAND e VOGEL,
1999). Devido a isso, a alta ocorréncia de moléculas com natureza anfipatica pode ser

facilmente explicada.

Figura 2-1 - Bicamada fosfolipidica. Adaptada de https://pt.wikipedia.org/wiki/Lipossoma

As membranas celulares sdo formadas principalmente por bicamadas lipidicas (Figura
2-1). Os fosfolipideos que compdem essas estruturas sao moléculas naturalmente
anfipaticas, sendo que os grupos fosfato das cabecas fosfolipidicas sdo polares e as cadeias
derivadas de acidos carboxilicos graxos possuem caracteristicas apolares. Desse modo, a

parte polar dos fosfolipideos atrai os peptideos devido a presenca de residuos de
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aminoacidos com cadeias laterais polares e residuos carregados positivamente, o que leva a
formacao de interagdes eletrostaticas favoraveis. Pode ainda ocorrer a acomodacao dos
residuos de aminoacidos com cadeias laterais apolares no interior da bicamada lipidica, o
que promove a perturbacdo de seu empacotamento. Essa desorganizacdo pode tensionar
bicamada e o excesso de peptideos em uma mesma membrana celular acaba por possibilitar
o vazamento de material intracelular, o que pode vir a causar a morte da célula (SATO e
FEIX, 2006).

A maneira como essa desorganizacao favorece o extravasamento de liquidos necessarios
para a manutengdo da vida celular ainda ndo ¢ completamente elucidada, de modo que
existem alguns mecanismos especificos propostos.

Duas das maneiras de desestabilizacdo de membranas passam pela formacao de canais,
sendo um dos modelos o de barril de aduelas (barrel-stave) e outro o toroidal. Em um
primeiro instante, em pequenas concentragdes, os peptideos comecam a se acumular na
superficie da membrana, ou logo abaixo da interface com a fase aquosa (Figura 2-2 A).
Quando a concentragdo de peptideos aumenta ha uma maior desestabilizacdo do
empacotamento da membrana, afinando-a (Figura 2-2 B). ApoOs essa etapa os peptideos
podem formar poros na forma de aglomerados, que ¢ o modelo barril de aduelas (Figura 2-2
C) ou podem formar poros, alinhando-se paralelamente aos fosfolipideos e dissolvendo-se
parcialmente neles, o que configura o modelo de poros toroidais (Figura 2-2 D) (SATO e

FEIX, 2006).

:.“‘ I ﬁ“
P )

Figura 2-2 - O mecanismo de acio de peptideos formadores de barris e de poros toroidais. Figura retirada de Sato e
Feix (2006). Reproducao autorizada pela Elsevier (ANEXO C).

Uma outra maneira pela qual os PAMs podem atuar desestabilizando as membranas
celulares ¢ o modelo tipo detergente ou carpete (detergente-like “carpet’). Nesse modelo os
peptideos comegam ligando-se e reorientando-se perpendicularmente as cadeias carbonicas

dos fosfolipideos (Figura 2-3 A e B), assim como no modelo de formagdao de poros. No
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entanto com o aumento da concentracao de peptideos, essas moléculas podem acabar por
cobrir, isto ¢, encarpetar a membrana fosfolipidica (Figura 2-3 C). ApoOs essa etapa os
peptideos desfazem completamente a membrana, de uma maneira semelhante a que

moléculas de detergente o fazem (Figura 2-3 D).

Figura 2-3 - O mecanismo de aciio de peptideos com ac¢io do tipo carpete. Figura retirada de Sato e Feix (2006).
Reproducio autorizada pela Elsevier (ANEXO C).

Apesar das diferencas inerentes entre os dois tipos de mecanismo, ambos possuem
semelhangas, principalmente nos estagios iniciais. Alguns autores consideram a formacao de
poros toroidais como um estagio intermedidrio para a completa destruicdo da membrana.
Isso € corroborado pelo fato de que, como a maior parte dos PAMs possuem caracteristicas
anfipaticas, esses podem atuar com o mecanismo do tipo detergente, desde que se encontrem
em concentragdes elevadas (SATO e FEIX, 2006), embora cadeias peptidicas relativamente
grandes contendo uma carga positiva total consideravel tém se mostrado capazes de
perturbar a estabilidade de membranas de forma significativa, mesmo a baixas

concentragoes (VERLY, MORAES, et al., 2009).

2.1.3 Peptideo antimicrobiano Homotarsinina

O peptideo homotarsinina ¢ um peptideo homodimérico extraido da secre¢ao cutanea do
anuro Phyllomedusa tarsius (Figura 2-4). Essa espécie de ra arboricola pertencente a familia
Hylidae. Até o presente momento sua presenga foi reportada em regioes brasileiras,

peruanas, equatorianas, € venezuelanas (PRATES, 1999). No entanto, devido a semelhangas
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climaticas imagina-se que essa espécie também pode ser encontrada na Bolivia e na Guiana
(INTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF NATURE AND NATURAL
RESOURCES, 2004). Essa espécie foi descrita pela primeira vez em 1868 e possui héabitos
noturnos, podendo ser encontrada em regides de baixa altitude, sejam tropicais, subtropicais

ou pantanos de aguas intermitentes.

Figura 2-4 - TUMULTY, James. Phyllomedusa tarsius fotografia retirada de
https://jamestumulty.files.wordpress.com/2010/02/img_1666.jpg

A homotarsinina ¢ composta por duas cadeias de 24 residuos de aminoacidos cada,
unidas por uma ligacdo de dissulfeto entre os residuos de cisteina (vigésimo terceiro
residuo). A cadeia monomérica da homotarsinina (Htr-M) pode ser obtida por sintese de
peptideos em fase solida (SPFS) e o homodimero (Htr) (Figura 2-5), por reacao de oxidagao,
que leva a formacao da ligacao dissulfeto. (VERLY, 2010).

Peptideo Sequéncia
Htr-M NLVSD IIGSK KHMEK LISII KKCR-NH,
Htr

NLVSD IIGSK KHMEK LISII KKCR- NH,

NLVSD IIGSK KHMEK LISIT KKCR- NH,

Figura 2-5 - Quadro com as sequéncias da cadeia monomérica da homotarsinina (Htr-M) e com o homodimero
(Htr)

O interesse no estudo estrutural desse peptideo por nosso grupo se deve a resultados de
sua atividade antimicrobiana, bem como a sua natureza homodimérica. A atividade
pronunciadamente superior do homodimero em todos os casos, quando comparada a
atividade da cadeia monomérica, foi um grande motivador para os estudos estruturais .

A por¢ao C-terminal desse homodimero ¢ naturalmente amidada, e isso se mostrou
importante para a estruturacdo tanto da cadeia isolada quando do homodimero devido a
presenca de NOEs que incluem os nitrogénios da amidagao terminal (VERLY, RESENDE,
et al., 2016) (VERLY, 2010). Todavia, na presenca de micelas detergentes, ndo sao
observadas correlacdes de NOE intercadeias, de forma que, para a determinacdo da

orientagdo relativa entre as duas cadeias quando o peptideo interage com meios
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biomiméticos, € proposta a realizagdo de medidas de acoplamento dipolar entre ntcleos das
diferentes cadeias. Esses acoplamentos dipolares podem ser determinados por meio de

técnicas de RMN.

2.1.4 Sintese de peptideos em fase solida

A necessidade de grandes quantidades de peptideos para a realizagao de analises diversas
faz com que a extracao deles, diretamente dos seres vivos, se torne inviavel para a realiza¢ao
de experimentos. Desse modo, ¢ necessaria a obtencdo desses por sintese em laboratorios.
Devido a natureza da sintese, que demanda diversas etapas de acoplamentos, a principal
técnica para a obtengdo desses compostos € a sintese de peptideos em fase solida (SPFS).

Essa estratégia de sintese ¢ realizada em um suporte polimérico, no qual os residuos de
aminoacidos sdo acoplados um a um, em sequéncia. O tipo de suporte a ser utilizado,
depende da natureza do peptideo alvo. Grande parte dos peptideos antimicrobianos naturais
possuem a por¢ao C-terminal naturalmente amidada, de modo que ¢ necessaria a utilizagao

de uma resina nitrogenada, para obten¢ao da sequéncia de interesse (Figura 2-6).

Resina Fmoc-Rink-Amide

(0]

™~

Exemplo de resina utilizada para peptideos amidados na por¢do C-terminal

OH

Resina dlcool 4-benziloxibenzil o)

Exemplo de resina utilizada para peptideos carboxilados na por¢io C-terminal

Figura 2-6 - Exemplos de resinas utilizadas para a SPFS. Adaptada de (CHAN e WHITE, 2000)
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A sintese de peptideos possui alguns problemas intrinsecos, que sdao facilmente
contornados pela estratégia Fmoc de SPFS. O primeiro deles ¢ a formacdo da ligacao
peptidica, ou amidica. Isso ocorre pois, acidos carboxilicos sao pouco reativos, ja que o
grupo OH™ ¢ um péssimo grupo abandonador, o que faz com que a reacdo demande
ativadores da carboxila, como N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-hidroxibenzotriazola
(HOBY).

Essas substancias serdo responsaveis por modificar o grupo funcional do Fmoc-
aminoacido de acido carboxilico para éster ativado, aumentando sua reatividade (Figura

2-7).

)
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Figura 2-7 - Mecanismo de formag¢io do Fmoc-aminoacido ativado. Adaptada de (CHAN e WHITE, 2000)
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Apos a ativacdo do Fmoc-aminoacido, promove-se a reacdo de acoplamento com o

proximo residuo a ser incorporado na peptidilresina (Figura 2-8)

R R
+
W\ NH, HZNJ\’J‘
o 0
[——.
FmocHN \'\i R — FmocHN kj\,\i
(0] N §N (_) N§N

/\

HO -

R R :0

) \

H N Ha

e/ e N

FmocHN HN <———= FmocHN + /
AN N N

0 N 0

N
Figura 2-8 - Mecanismo da reaciio de acoplamento de Fmoc-aminoacido. Adaptada de (CHAN e WHITE, 2000)
Cada residuo de aminoacido deve ser incorporado na sequéncia peptidica em uma etapa
de reacao, sendo formada apenas uma ligacao peptidica por vez. Neste contexto, tem-se o
segundo problema, que consiste em evitar a reacao entre dois residuos de aminoacidos, bem
como a adi¢do de intimeros residuos de aminoacidos a sequéncia, em uma Unica etapa de
reacdo, via formagdo de varias ligagdes amidicas. Para contornar esse problema, utilizam-se
derivados de aminoacidos com o grupo amino protegido. Essa protecao ocorre por um grupo

chamado Fmoc, 9-fluorenilmetoxicarbonila (Figura 2-9)

x

Desse modo, entre um acoplamento e outro, a cadeia peptidica, que esta acoplada a resina

Figura 2-9 - Grupo Fmoc

(peptidil-resina), deve ser desprotegida, para possibilitar a reagao de reacoplamento do
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Fmoc-residuo de aminoacido. Essa reagcdo de desprotecao ¢ realizada em meio basico, sendo

a metilpiperidina uma base bastante empregada (Figura 2-10).

HN(
H\_j\ Y H\ /H g
Y . — . . " . o NH

H
N
@ + CO, + VYVYVNH;

Figura 2-10 - Mecanismo da etapa de desprotecio. Adaptada de (CHAN e WHITE, 2000)

Primeira etapa:

O terceiro problema ¢ a ocorréncia de aminoacidos com cadeias laterais, que contém
grupos nucleofilicos, como no caso da serina e da cisteina. Para evitar que esses grupos
reajam durante a sintese, sdo utilizados os respectivos Fmoc-residuos de aminoacidos
contendo também grupos protetores especificos, como BOC ou OtBu, nas cadeias laterais.

Para se garantir uma alta eficiéncia em cada etapa de acoplamento, utiliza-se, em geral,
um grande excesso de Fmoc-residuos de aminoacidos ativados e, para se verificar a
eficiéncia de cada etapa, ¢ realizado um teste especifico para grupo amino livre a cada etapa
de acoplamento e desprotecdo. Esse teste ¢ chamado teste de Kaiser (KAISER,
COLESCOTT, et al., 1970) e se baseia na mudanca de cor de uma aliquota da resina, devido
a reacao de grupos amino com agente revelador especifico.

Desse modo, caso o acoplamento tenha ocorrido de forma eficiente, a cadeia peptidica
estara com grupo amino protegido na por¢ao N-terminal e ndo hd mudanga na coloragao da
resina. Caso o acoplamento nao tenha sido eficiente, o grupo amino terminal estard livre e a
reacdo ocorrera, sendo observada uma coloracdo azul/violeta na peptidil-resina (Figura

2-12).
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Figura 2-11 - Esquema da SPFS. Adaptada de (WILKEN e KENT, 1998).

No caso de reagdes de desprotegdo, a observacdo da coloracdo azul/violeta indica a

eficiéncia do processo, ao passo que o ndo aparecimento indica a necessidade de repeticao

da etapa de desprotecao.
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Figura 2-12 - Esquema reacional do teste de Kaiser. Adaptada de (CHAN e WHITE, 2000)

Ao final da sintese do peptideo, ele ¢ clivado da resina por meio de reagdo em meio
acido. Nessa etapa as protegoes das cadeias laterais também sdao removidas.
Apos todas essas etapas (Figura 2-11) o peptideo ¢ entdo precipitado, liofilizado e purificado

por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia).

2.1.5 RMN do estado solido
Apesar da possibilidade de determinag¢dao dos acoplamentos dipolares em solugdo, por
meio das medidas de RDCs, a necessidade da anisotropia do meio provoca uma dificuldade

nessa medida. A utilizagdo de bicelas para tornar o meio anisotrépico acaba por criar uma
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fase de cristal liquido. Nessa fase, o meio se torna extremamente viscoso € essa viscosidade
acaba por diminuir o tempo da relaxacdo transversal, j4 que o tombamento molecular ¢
dificultado. Valores de 7, curtos estdo associados a linhas de ressonancia alargadas, de
modo que os sinais da RMN podem se misturar com o ruido e, consequentemente, nao
aparecerem no espectro. (DUER, 2004)

Para solucionar esse problema ¢ mais comum a utilizagdo da RMN do estado so6lido, para
se mensurar esses acoplamentos dipolo-dipolo. Esse acoplamento ¢ originado pela interagao
do campo magnético de um nticleo com o campo magnético de outro nucleo sendo, portanto,
dependente da distancia espacial entre esses nucleos. Esse tipo de acoplamento ¢ diferente
do acoplamento escalar, que ¢ mediado pelos elétrons e, consequentemente, pelas ligagdes
quimicas entre os dois nucleos. Desse modo ¢ possivel medir a distancia entre dois nucleos,
que estejam separados por um grande numero de ligagdes quimicas, por meio do
acoplamento dipolar, desde que esses estejam espacialmente proximos.

O valor do acoplamento dipolar varia com 1/, em que r ¢ a distincia entre os dois
nucleos. O aumento da intensidade de sinal dos nucleos entdo varia rapidamente com a
distancia, o que, utilizando um padrdo de referéncia, nos da a distancia real entre os dois
nucleos. A determinacdo desse valor para um acoplamento heteronuclear ¢ geralmente
realizada por experimentos como SEDOR (spin-echo double resonance) ou REDOR

(rotational-echo double resonance) (DUER, 2004).

2.2 Objetivos

O objetivo desse capitulo ¢ determinar a orientacdo relativa entre as duas cadeias
monoméricas do peptideo antimicrobiano homodimérico homotarsinina, quando ligado a
meios biomiméticos de membranas, a partir de técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear

em solu¢do e em estado solido.

2.3 Metodologia

2.3.1 Sintese da Htr-M
O peptideo homotarsinina ¢ um peptideo homodimérico, desse modo sua sintese ¢ feita

em duas etapas. Primeiramente a cadeia monomérica do peptideo (Htr-M) foi obtida pela
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estratégia Fmoc de SPFS (CHAN e WHITE, 2000) (Figura 2-9). Ap6s a purificacao da Htr-
M por CLAE, foi feita uma reagdo para promover a formagao da ligacao de dissulfeto e, por
consequéncia, a formacio do dimero, Htr (GUIMARAES, 2013).

Como a homotarsinina ¢ um peptideo amidado em sua por¢ao C-terminal, utilizou-se a
resina a Rink-Amide (Iris Biotech, Marktredwitz, Alemanha) (Figura 2-6). Para seguir a
metodologia Fmoc, todos os residuos de aminoacidos utilizados, marcados (CIL, Andover,
MA, EUA) e nao marcados (Iris Biotech, Marktredwitz, Alemanha), devem estar protegidos
em seus grupos amino pelo grupo Fmoc, além das protecdes em suas cadeias laterais,
quando necessarias. Os Fmoc residuos de aminoacidos utilizados na sintese da Htr-M estao

apresentados na Figura 2-13.
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Figura 2-13 - Quadro com aminoicidos protegidos

A resina utilizada possui um grau de substituicio de 0,74 mmol.g” e foi pesada, assim
como todos os derivados de aminodcidos em uma balanga Metler AE 163, com precisao de
0,1 mg. A resina foi entdo transferida para uma seringa com émbolo e com filtro, onde a
sintese foi realizada.

Apos cada etapa, seja de acoplamento ou de desprote¢ao do grupo Fmoc, a peptidil-resina
deve ser lavada com N,N-dimetilformamida (DMF) e isopropanol (IPA) por trés vezes.
Apos, deve-se ainda lavar a peptidil-resina com diclorometano (DCM) e retirar o excesso de
solvente da seringa sob vacuo, para garantir que a resina esteja bastante seca e para que uma
pequena quantidade de amostra (alguns graos de resina) possa ser retirada para a realizagao
do teste de Kaiser.

As desprotegdes sdo feitas com solucao 20% v/v de 4-metilpiperidina (PIPE) em DMF
previamente destilada. Nesse processo o grupo Fmoc ¢ retirado, no entanto, os grupos
protetores das cadeias laterais dos aminoacidos continuam incorporados a peptidil-resina.

Anteriormente as etapas de acoplamento, procede-se a ativagdo do grupo carboxila dos
Fmoc-aminoacidos por reacdo com DIC e HOBt, obtendo-se o respectivo éster ativado.
Essas reacoes sdo conduzidas em 5 mL de uma mistura de DMF:DCM (3:1). Essa solucao
contendo o éster ativo € entdo succionada pela seringa contendo a peptidil-resina, deixando a
reacdo de acoplamento ocorrer por pelo menos 120 min. Em caso de necessidade de
reacoplamentos, esse tempo pode ser alterado.

Para se garantir uma alta eficiéncia em cada etapa de acoplamento, utiliza-se um excesso
de, no minimo, quatro vezes dos reagentes de ativagao ¢ do Fmoc-aminoacido (AA-Fmoc)
em relagdo a funcionalizagao da resina.

O teste de Kaiser, ou teste da ninhidrina, ¢ realizado com solucdes de:
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1) piridina 2% v/v em solugdo aquosa de KCN 1 mmol.L™

2) solugdo aquosa de fenol 80% v/v

3) solugdo etanodlica 5% m/v de ninhidrina

Para a realizacao do teste as solucdes sdo utilizadas na propor¢ao 1:2:1 em volume. Uma

pequena quantidade da resina ¢ adicionada a um tubo de ensaio, seguindo-se a adicdo de
gotas das solugdes acima referidas e o tubo é aquecido a 100°C por cinco minutos (TROLL e
CANNAN, 1953). Caso a resina continue com coloragdo clara, tem-se um indicativo de que
ndo existem grupos amino livres, ou seja, o acoplamento foi efetivo, ou a desprote¢ao nao
foi efetiva. O escurecimento da resina no teste de Kaiser ¢ um indicativo de que ha grupos

amino livres, ou seja, ou a desprotecao foi efetiva, ou o acoplamento nao foi efetivo.

4-metil
piperidina

20% 12) DMF
— 29) IPA 3x
Agitagdo por 2x de 39) 2x com DCM

12min, 240 rpm

|Lavagem com DCM I—Pl Desprotegdo I | Lavagem da resina |<7

Teste de Kaiser

Inicio

AA-Fmoc HOBt,
Solubilizados em

Decisdo

_ Etapa do processo

Desprotegido?

70% DMF e 30%
DCM + DIC

Reagentes utilizados

- Ativagdo do
Reagdo de Acoplamento Fmoc-AA

| Lavagem da resina I—bl Teste de Kaiser I

Aumentar o excesso
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12 vez?

Acoplamento

Sim
Desprotegédo
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Desprotegido? FMOCAA

Figura 2-14 - Esquema da sintese de cadeias peptidicas pela metodologia Fmoc
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As etapas de desprotecdo e acoplamento sdo entdo repetidas, até que toda a cadeia
peptidica tenha sido sintetizada (Figura 2-14).

Foram sintetizados amostras da Htr-M com diferentes marcagdes isotopicas em residuos
de leucina e glicina, chamadas Htr-M I e Htr-M II (Figura 2-15)
Htr-M I | N("C)LVSD II(°"N)GSK KHMEK ("°N)LISII KKCR-NH,
Htr-M II | N("N)LVSD II(**C)GSK KHMEK ("*C)LISII KKCR-NH,

Figura 2-15 - Marcacdes isotopicas de 13C e 15N nos peptideos Htr-M I e 11

Apos o término da sintese do peptideo, € necessario retira-lo da resina polimérica para
liofilizagdo e purificacdo. A retirada do peptideo da resina foi realizada com 5 mL de uma
mistura de acido trifluoracético (TFA), agua, etilenoditiol (EDT) e tri-isopropilsilano (TIS)
na propor¢ao de 94,5:2,5:2,5:1. E necessaria a adicdo de TIS e EDT, pois eles sao
responsaveis por reagir com os carbocations liberados durante a desprotecao das cadeias
laterais dos residuos de aminoacidos. Enquanto o EDT captura os carbocations de residuos
sulfurados, cisteina e metionina, o TIS ¢ responsavel pela reacdo com os carbocations
provenientes dos demais residuos protegidos em suas cadeias laterais.

A solugdo para clivagem foi succionada para dentro da seringa, que foi entdo fechada e
vedada com plastico Parafilm® e colocada para agitar a 390 rpm por 150 minutos, para se
garantir completa separagao do peptideo da resina polimérica.

ApoOs a reagdo a solugdo foi transferida para um tubo Falcon de 50 mL e o volume da
solucdo foi reduzido ao méaximo por evaporagao sobre fluxo continuo de gés nitrogénio. Para
separar o peptideo da solugdo, adicionam-se a ela 3 mL de éter di-isopropilico gelado. A
mistura entdo ¢ agitada em vortex, resfriada e centrifugada a 5000 rpm por 4 minutos em
uma centrifuga Eppendorf 5430. O sobrenadante ¢ retirado com o auxilio de uma pipeta
Pasteur, de maneira a ndo perturbar o precipitado. Esse procedimento foi repetido quatro
vezes, tendo sido o solido final dissolvido na menor quantidade possivel de agua e a solucao
foi entdo divida em tubos Falcon tarados, que foram entdo congelados em nitrogénio liquido

e liofilizados em um liofilizador Thermo ModulyoD por 72 horas.

2.3.2 Purifica¢do da Htr-M

Apos a liofilizagdo, uma amostra de soélido foi separada para o preparo de 50 uL de
solucdao aquosa de concentragdo 1 mg/mL. Essa solugdo foi entdo filtrada em filtro de 0,22
um, para entdo ser injetada em um equipamento de CLAE ProStar 210 da marca Varian

com detector de UV/Vis por arraste de diodo. Para se determinar o perfil da sintese, uma
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amostra de 20,00 uL dessa solucdo foi injetada e um ensaio em coluna analitica de fase
reversa (C18) foi feita durante uma hora. A coluna utilizada ¢ da marca GRACE, possuindo
250 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e poros de 5 pum. Utilizou-se um
gradiente linear dos solventes TFA 0,1% V/V em H,O e TFA 0,08% V/V em acetonitrila
(AcCN) (Figura 2-16).
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Figura 2-16 - Gradiente utilizado para tracar o perfil da Htr-M. A cor azul representa a porcentagem da solucio de
agua com TFA, enquanto a cor verde a porcentagem da solu¢ido de AcCN com TFA

Como o nosso grupo ja trabalha com o peptideo Htr-M hé alguns anos, ndo foi necessaria
uma analise por espectroscopia de massas para determinar qual pico correspondia a Htr-M,
sendo que, apenas por compara¢do com outros cromatogramas disponiveis no laboratorio foi
possivel determinar a banda de interesse.

O restante da solucao preparada foi injetada entdo em uma coluna semi-preparativa de
fase reversa C18. A coluna semi-preparativa utilizada foi da marca WATERS e possui 300
mm de comprimento, 7,8 mm de diametro interno e poros de 10 um. Para se analisar o perfil
nessa nova coluna um novo ensaio de uma hora, com gradiente linear e os mesmos solventes
(Figura 2-16), foi realizado. Apos se determinar o perfil da sintese nessa coluna, o restante
do soélido liofilizado foi dissolvido em &gua, para formar solugdes com concentracao de
aproximadamente 5 mg/mL. A solugdo foi entdo filtrada em filtros com poros de 0,22 um e

injetada na coluna em volumes de 2,00 mL por vez para a purificacao (Figura 2-17)
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Figura 2-17 - Gradiente utilizado para a purificacio da Htr-M. A cor azul representa a porcentagem da solucio de
agua com TFA, enquanto a cor verde a porcentagem da solu¢ido de AcCN com TFA.

O volume correspondente ao pico da Htr-M foi coletado em tubos Falcon de 50 mL e
uma aliquota foi retirada para ser analisada por espectroscopia de massas com ioniza¢ao por
matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI), para determinacdo da pureza da

amostra.



Apos a coleta, 0o TFA e a AcCN das amostras foram removidos a temperatura ambiente
com auxilio de equipamento de rotavapor e o material obtido (solu¢do aquosa do peptideo)
foi entdo transferido para tubos Falcon, novamente congelado em nitrogénio liquido e
liofilizado por 72 horas. As massas obtidas foram determinadas e os rendimentos das

sinteses foram calculados.

2.3.3 Sintese da Htr

A reagdo de dimerizacdo da Htr-M foi conduzida em uma solu¢do 100 mmol.L" de
cloridrato de 2-amino-2-hidroximetilpropano-1,3-diol (Tris.HCl) em 60% em volume de
trifluoretanol e 40% em volume em 4gua e com concentracdo de peptideo aproximadamente
1 mg/mL.

Uma solucio estoque 300 mmol.L" de Tris.HCl em 4gua foi preparada pela dissolugdo
do sal em agua Milli-Q®sobre agitacdo continua.

As amostras puras e liofilizadas de Htr-M foram entdo pesadas e separadas para a
dimerizac¢do. Para cada miligrama de peptideo, um mililitro de solugdo foi preparado, de
modo que um ter¢o do volume para o peptideo fosse da solucao estoque de Tris.HCI, 60%
de TFE e o restante do volume de 4gua.

A solugdo com peptideo foi dividida em béqueres pequenos, de 10 mL, e colocada sob
agitagdo magnética por 48 horas em um ambiente a 20 °C. Apos esse periodo, a solugio foi

rotoevaporada a temperatura ambiente para a remog¢ao do TFE.

2.3.4 Purificag¢do da Htr
A solucdo obtida na sintese, apds a remoc¢dao de TFE (com auxilio de evaporador
rotatorio), foi injetada em um equipamento de CLAE com uma coluna semi-preparativa de

fase reversa. Para a separacao da Htr-M, que nao havia reagido, foi utilizado um gradiente

dos solventes 0,1% TFA em H,O e 0,08% TFA em AcCN (Figura 2-18).
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Figura 2-18 - Gradiente utilizado para a purificacdo da Htr. A cor azul representa a porcentagem da solucio de
agua com TFA enquanto a cor verde a porcentagem da solucio de AcCN com TFA.
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A banda correspondente a Htr foi coletada e uma aliquota analisada por espectroscopia de
massas MALDI. O TFA e a AcCN das amostras foram removidos a temperatura ambiente
com auxilio de equipamento de rotavapor e o material obtido (solu¢do aquosa do peptideo)
foi entdo transferido para tubos Falcon, novamente congelado em nitrogénio liquido e

liofilizado por 72 horas.

2.3.5 Preparo das bicelas

As bicelas para as analises por RMN do estado solido foram preparadas, utilizando-se
outra metodologia, a descrita por Xu, Diirr, et al, 2008. Foi preparada uma solugdo estoque
de concentragdo aproximadamente 45% m/V de bicela para essas analises.

Para se preparar essa solugdo, pesaram-se 7,98 mg de 6-O-PC e 36,59 mg de 14-O-PC.
Essa material foi dissolvido em 1,0 mL de cloroféormio. O cloroférmio foi entdo evaporado
em um fluxo de nitrogénio com rotacao do eppendorf para a formagao de um filme lipidico.
Apos seco o eppendorf foi colocado em um SpeedVac por duas horas para a retirada
completa do solvente. Apos passado esse tempo, foi adicionado ao eppendorf 50,0 uL de
agua ultra purificada. O tubo entdo foi agitado em um vortex por 5 minutos, sonicado em um
banho de gelo por 30 minutos. Apos isso, repetiu-se o ciclo de congelar o eppendorf em
nitrogénio liquido e aquecé-lo em banho maria a 50°C por quatro vezes, até que a solugdo

estivesse homogénea (XU, DURR, et al., 2008).

2.3.6 Preparo das vesiculas

Os lipossomas utilizados para as analises de RMN do estado sélido foram preparados,
pesando-se POPC e POPG em uma propor¢do de 3:1 em mol e entdo dissolvendo-se esse
material em cloroférmio. O cloroformio foi entdo evaporado com auxilio de um
rotaevaporador a temperatura ambiente, ¢ em velocidade de rotacdo méxima, para a
formagdo de um filme lipidico homogéneo no frasco.

Ao conteudo do frasco foi entdo adicionada agua ultra purificada e o material foi
transferido para tubos Falcon de 15 mL. O volume de agua ¢ adicionado de forma que a
concentracdo lipidica da solugio fique a 3 mmol.L™.

A solu¢do produzida é entdo congelada em nitrogénio liquido e descongelada a 30°C.
Esse ciclo ¢ repetido mais quatro vezes. Esse procedimento € necessario para garantir a

formacao de vesiculas unilamenlares.
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Apos os ciclos de congelamento/descongelamento, a solu¢do a 3 mmol.L™' foi extrusada,
utilizando-se um extrusor Avanti com membranas de 100 nm. Esse procedimento ¢ realizado

11 vezes, para garantir maior homogeneidade no tamanho das vesiculas.

2.3.7 Experimentos de RMN em solu¢do

Para tentar determinar os valores de RDC da Htr quando ligada a bicela, foi
primeiramente realizado um experimento de 'H-""N HMQC sofast sem o pulso de
desacoplamento, em solu¢ao aquosa na auséncia de bicelas, para a determinacao do valor de
1JHN. Nesse experimento foi utilizada uma concentragdao de 100 umol.L'l de Htr II em uma
mistura de agua e agua deuterada 95:5.

Para os experimentos na presenca de bicelas, foram preparadas solugdes da Htr I a 100
umol.L™! na presenca de bicelas a uma concentragdo lipidica inicial de 5% m/V. Preparou-se
solucdes em concentracdes lipidicas menores, até que algum sinal fosse detectado no mapa
de contornos HMQC.

Os experimentos realizados seguiam sempre a mesma rotina:

1) Experimento simples de deutério

2) Calibragao do pulso de hidrogénio

3) Experimento simples de hidrogénio

4) Supressao do sinal da agua por pré-saturagao
5) Supressao do sinal da 4gua por Watergate

6) Experimento de "H-""N HMQC sofast acoplado

Os experimentos de deutério eram realizados para verificar o alinhamento das bicelas a
diferentes concentragdes. O experimento de hidrogénio era realizado para a calibragdo do
pulso e para a determinagdo do valor do deslocamento quimico do sinal do hidrogénio da
agua, sendo esse valor entdo utilizado para a aplicacdo do pulso de pré-saturacao, sendo
utilizado como valor para a frequéncia do offset no experimento.

No experimento da pré-saturagdo, otimizava-se o valor do offset de acordo com o
deslocamento quimico da agua, analisando-se a area do FID. O valor que demonstrasse a
supressao mais eficiente era utilizado nos experimentos de Watergate.

Os experimentos de 'H-"’N HMQC sofast foram entdo realizados com a poténcia do
pulso de desacoplamento igual a zero. Desse modo a magnetizacdo dos nucleos de
nitrogénio 15 evoluiu também em 'Jin, de modo que o sinal da correlagio aparece como um

dupleto em F2.
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2.3.8 Experimentos de RMN do estado solido

Os experimentos de RMN de estado soélido foram realizados em um espectrometro
Bruker Avance III 700, operando a 700,253 MHz para 'H e equipado com uma sonda de
High Resolution Magic Angle Spinning (HR-MAS). As analises foram todas feitas em
rotores de 3,2 mm de didmetro.

O primeiro passo a ser realizado foi a calibra¢dao do valor do angulo méagico, utilizando-se
um padrao de brometo de potéssio. O experimento de calibragdo do angulo méagico ¢ feito no
canal de carbono, ja que a razdo magnetogirica do °C (6,7283 x 10’ rad . T"' . s™") e do "’Br
(6,7228 x 10" rad . T . ) sdo semelhantes (PARELLA, 2000).

Segue-se entdo a uma primeira calibragdo do o pulso de carbono com um padrdo de
adamantano. Essa calibragdo prévia ¢ feita, para se ter uma ideia do valor do pulso, que sera
utilizado para a deteccio do sinal da amostra. Segue-se entdo a calibracdo do pulso de "°C,
utilizando-se a amostra a ser analisada. Os pulsos foram calibrados com uma sequéncia de
polarizacao cruzada CPX90.

Duas amostras com propor¢ao de 17:1 de fosfolipideos:peptideo de foram preparadas.
Em um primeira preparagao, adicionou-se todo o peptideo em uma Unica etapa na solucao
contendo as vesiculas fosfolipidicas, ao passo que na segunda preparacdo o peptideo foi
adicionado e sob leve agitacao. Apos a adicdo de todo o peptideo, a solugdo foi centrifugada
a 20000 g por 30 minutos a 4°C, para a precipita¢io do complexo vesicula-peptideos. O
solido foi entdo transferido para o rotor, com o auxilio de uma micropipeta com capilar.
Preparou-se uma solugio aquosa de bicelas 50%m/V e 100 pmol.L" de Htr, conforme

procedimento descrito na se¢do 2.3.5.

2.4 Resultados

2.4.1 Sintese dos peptideos Htr-M I e Htr-M 11

A sintese do peptideo Htr-M foi realizada conforme descrito no procedimento 2.3.1. Os
quadros das Figura 4-1 e Figura 4-2 no ANEXO B sumariam as sinteses das duas cadeias
monoméricas Htr-M I e Htr-M 11.

ApoOs o término das reagdes de acoplamento e secagem, obtiveram-se 934,30 mg e
1013,40 mg de peptidil resina para a primeira, Htr-M 1, e segunda, Htr-M 1I, sinteses,

respectivamente. Apos reacdo de clivagem e elaboragao (ver secao 2.3.1, p. 27), obtiveram-
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se 136,65 mg e 208,91 mg de peptideo bruto para a primeira ¢ segunda sinteses,

respectivamente.

2.4.2 Purificag¢do dos peptideos Htr-M I e Htr-M 11
Esses peptideo foram entdo purificados por CLAE e os cromatogramas obtidos estdao

apresentados a seguir nas Figura 2-20 e Figura 2-21.
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Figura 2-19 - Perfil cromatografico analitico da sintese de Htr-M I obtido com o uso de coluna GRACE C;3 5 pm,
4,6mmx250mm utilizando o gradiente conforme Figura 2-16.

A partir do perfil cromatografico (Figura 2-19) procedeu-se a purificagdo em coluna
semi-preparativa coletando-se a fracdo cromatografica de interesse, no caso o de maior

intensidade em tempo de retengdo 16,2 minutos.

065§ an
0,66
0,64
0,62

06
0,58
0,56
0,54
0,52

05
0,48
0,46
0,44
0,42

04
0,38
0,36
0,34
0,32

03
028

RT [min]
2 4 5 8 10 12 14 18 18 20 22 24 26

Figura 2-20 - Cromatograma da purificacio do peptideo Htr-M I obtido com o uso de coluna WATERS C;g 10pm,
7,8mmx300mm utilizando o gradiente conforme Figura 2-17.
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Figura 2-21 - Cromatograma da purificaciio do peptideo Htr-M II obtido com o uso de coluna WATERS C;g 10pm,
7,8mmx300mm utilizando o gradiente conforme Figura 2-17.

Os peptideos purificados e liofilizados pesaram 21,26 mg para a Htr-M 1 e 45,93 mg para
a Htr-M I1. Isso mostra rendimentos de 8,50% e 18,37% para a primeira e segunda sinteses,
respectivamente. Apesar dos rendimentos aparentemente baixos, deve-se ressaltar que essas
sinteses sdo compostas por 24 etapas, o que estaria associado a um rendimento médio
superior a 90% e 93 % por acoplamento para a primeira e para a segunda sintese,
respectivamente.

A pureza das amostras foi avaliada por espectrometria de massas, obtendo-se um espectro

para a Htr-M I (Figura 2-22) e outro para a Htr-M II (Figura 2-23).
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Figura 2-22 - Espectro de massas (MALDI) da amostra purificada da sintese da Htr-M I de em condi¢ées semi-
preparativas.
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Figura 2-23 - Espectro de massas (MALDI) da amostra purificada da sintese da Htr-M II de em condi¢des semi-
preparativas..

As amostras purificadas das cadeias monoméricas foram entdo liofilizadas e submetidas a

reagOes de dimerizagdo conforme se¢do 2.3.3 (p. 29).

2.4.3 Sintese e purificacdao da Htr I e Htr 11
Apos as reagdes de dimerizagdo os produtos foram submetidos a analise por CLAE. Os
cromatogramas obtidos nas etapas de purificagdo das amostras de homodimero obtidas sao

estao apresentados a seguir nas Figuras 2-24 ¢ 2-25.
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Figura 2-24 - Cromatograma de purificacio da Htr I obtido com o uso de coluna WATERS C;3 10pm,
7,8mmx300mm utilizando o gradiente conforme Figura 2-18.
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Figura 2-25 - Cromatograma da purificagio da Htr II obtido com o uso de coluna WATERS C;3 10pm,
7,8mmx300mm utilizando o gradiente conforme Figura 2-18.

Apo0s a purificacao e evaporacdo do TFA e da AcCN as amostras foram liofilizadas por
72 horas e pesadas, obtendo-se 19,63 mg para a Htr [ e 40,77 mg para a Htr II, indicando
rendimentos para a reagdo de dimerizacdo de 92,33% para a Htr I e 88,77% para a Htr II.
Esses rendimentos estdo de acordo com resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa

(GUIMARAES, 2013).

2.4.5 Experimentos de RMN em solu¢do com a Htr

Para se determinar um acoplamento residual dipolar, ¢ necessario que se tenha o valor do
acoplamento escalar em um meio isotropico, para que esse seja comparado com o
desdobramento do sinal em um meio anisotropico. A seguir sdo apresentados expansdes dos
mapas de contornos "H-""N HMQC sofast para amostras da Htr II em solugdo aquosa e em
solucdo aquosa na presenca de bicelas alinhadas magneticamente (Figura 2-26, e Figura
2-27 respectivamente).

Os resultados obtidos em solug¢do aquosa de Htr II mostraram um valor de 1JHN de 94,5
Hz, sendo as ressonancias de 'H e "°N detectadas em 8,65 ¢ 124,04 ppm, respectivamente
(Figura 2-26). O valor do acoplamento escalar obtido ¢ da ordem média dos valores 'Ji
para ligacdes peptidicas.

Para se obter informagdes sobre os valores de RDC do peptideo na presenga de bicelas, ¢
necessario modular as caracteristicas do meio, a fim de se garantir a propriedades
anisotropicas para a solugdo, que possibilitem a deteccdo de sinais de ressonancia por
metodologias de RMN em solugdo, uma vez que meios fortemente anisotropicos

demandariam a utiliza¢do de técnicas da RMN do estado solido. Para tal, foram realizados
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diversos experimentos, com variadas concentragdes de lipideos e de peptideo, com o
objetivo de se detectar as ressonancias do peptideo ligado a bicelas. O melhor resultado foi
alcancado para uma solugdo contendo o peptideo a 100 pmol.L”, na presenca de bicelas
para uma concentracao de lipideos de 2% m/V (fator ¢ = 3), sendo o resultado apresentado

na Figura 2-27.

Htr 2 at 100uM in H20:D20 95:5 - 1H-15N sofast HMQC - 13/10/2015
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Figura 2-26 - Se¢do do mapa de contornos 'H-SN HMQC sofast a 100pM da Htr 11 H,0:D,0 (95:5), 43 °C, 800 MHz
mostrando a correlagdo do residuo Leu-2.

Bicelles - 140PC:60PC - q=3 - 2% in H20:D20 95:5 - 1H-15N sofast HMQC - no decoupling - 316K -
Htr Il i a at ~ 100uM - 15/01/2015
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Figura 2-27 - Secio do mapa de contornos 'H-""N HMQC sofast a 100pM da Htr II em solugio 2% de bicelas e
H,0:D,0 (95:5), 43 °C, 800 MHz mostrando a correlacio do residuo Leu-2 em solu¢do, a esquerda, e interagindo
com a bicela fosfolipidica, a direita.
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Dois dupletos sao observados no mapa de contornos obtido para a amostra contendo o
peptideo na presenca de bicelas alinhadas magneticamente. Um deles esta associado a Htr II
livre, ou seja, um dupleto com desdobramento de 94,4 Hz (da mesma ordem que o 'Ji
medido na solucdo aquosa) e com frequéncias de ressonancia de 'H e '°N equivalentes as
observadas para a amostra do peptideo em solu¢ao aquosa. Entretanto, ¢ observado um
segundo sinal de ressonancia, com desdobramento de 88,7 Hz e com deslocamento quimico
de 'H de 8,38 ppm, ou seja, com um valor consideravelmente diferente do observado para o
peptideo em solucdo aquosa, indicando que esse sinal ¢ referente as ressonancias dos atomos
de 'H e "N do detectadas para o peptideo ligado a bicela.

A observagdo de uma unica ressonancia para a Htr ligada a bicelas fornece uma
informacgao valiosa sobre a interagdo do homodimero com o meio biomimético, no sentido
de indicar que ambas as cadeias se encontram em um mesmo ambiente quimico, quando
associadas a membrana.

Estudos prévios de RMN em solucao realizados por nosso grupo de pesquisa para a Htr
mostraram que, em meio aquoso, o homodimero apresenta uma conformacgdo de super-
hélice, na qual as duas hélices que compde o dimero interagem entre si, entretanto elas se
encontram em ambientes quimicos distintos (Figura 2-28) (VERLY, RESENDE, et al.,
2016). Isso ¢ confirmado pois, mais de 24 sistemas de spins sao observados para o peptideo
em meio aquoso, sendo diversas interagdes intercadeias observadas no respectivo mapa de

contornos NOESY.

C-terminal Cotpriiingal

' v
N-terminal Netaritiinial

Figura 2-28 - Estrutura em super-hélice da Htr em soluciio aquosa. Figura retirada de (VERLY, 2010).
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O resultado obtido neste trabalho sugere entdo que a Htr sofre um rearranjo
conformacional ao se ligar a membrana, uma vez que as duas cadeias peptidicas se
apresentam em ambientes quimicos equivalentes apds associagdo com a bicamada. Esta
observagao estd em acordo com resultado prévio obtido pelo nosso grupo de pesquisa, uma
vez que, na presenca de micelas de DPC-dss, apenas 24 sistemas de spins sdo observados
para a Htr nos experimentos de RMN em solu¢do, sugerindo a existéncia de um rearranjo
conformacional do dimero ao se ligar & membrana, produzindo uma estrutura na qual as
duas cadeias peptidicas se encontram em um ambiente quimico equivalente (VERLY, 2010).
Rearranjo conformacional bem significativo ja foi observado para o peptideo heterodimérico
distinctina, quando esse se liga a modelos de membrana. Uma estrutura globular, constituida
por um feixe de quatro hélices (dimero de dimero) estabilizado por interagdes hidrofobicas
intercadeias em meio aquoso, da lugar a uma conformacgao aberta, quando o peptideo se liga
a membranas, sendo as interagdes hidrofobicas peptideo-peptideo substituidas por interagdes
hidrofobicas peptideo-lipideos (RESENDE, MORAES, et al., 2009)

Ressalta-se ainda uma diferenca em relacdo aos desdobramentos dos sinais do peptideo
nao ligado (94,5 Hz) com relagdo ao do peptideo associado a bicela (88,8 Hz). Como em
meio aquoso o valor do desdobramento ¢ associado a lJHN, chega-se a um valor de RDC de
+5,7 Hz para o sinal do peptideo ligado & membrana. A determinagdo de valores de RDC
pode fornecer informagdes importantes sobre o alinhamento das cadeias polipeptidicas em
relagdo a B, e, uma vez que se conhece a orientacao da bicela em relagdo a B,, pode-se obter
informacdes importantes sobre o alinhamento da cadeia peptidica em relacao a superficie da
membrana.

Entretanto, a determinagdo de apenas um valor de RDC nao possibilita a parametrizagao
de restrigdes topologicas suficientemente necessarias para a determinac¢ao do alinhamento
das cadeias peptidicas em relacdo a membrana. Existem duas possibilidades para se
determinar esse alinhamento relativo, sendo elas a obtencdo de outros valores RDC em
diferentes sitios marcados na estrutura (CAVANAGH, FAIRBROTHER, et al., 2007) ou a
obten¢do do valor de RDC, em um meio idéntico, para um peptideo, cuja estrutura e a
orientagdo relativa a membrana ja sdo conhecidas. Todavia, a obtengdo dessas informagdes
demanda a realizacdo de outras sinteses e de experimentos de RMN com os peptideos
obtidos, sendo de interesse do nosso grupo de pesquisa realizar esses estudos em trabalhos
futuros.

Tendo-se esses dados em maos, pretende-se determinar a estrutura tridimensional da Htr

em meios de membranas, uma vez que nosso grupo ja determinou por RMN em solucao a
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estrutura tridimensional adotada pelas cadeias do homodimero na presenca de micelas de
DPC-dss (Figura 2-29), entretanto a auséncia de NOEs intercadeia impossibilitou a

determinagdo da orientacao relativa entre as duas cadeias (VERLY, 2010).

Figura 2-29 - Estrutura tridimensional da cadeia monomérica da Htr em solu¢cio micelar de DPC-d;g Figura
retirada de (VERLY, 2010).

No entanto, devido a grande dificuldade em se obter valores de RDC por RMN de
solucdao nessas condigdes, uma nova abordagem, por meio da RMN de estado s6lido, foi

utilizada.

2.4.6 Experimentos de RMN do estado solido

A primeira tentativa de amostra contendo o peptideo foi feita, utilizando-se uma
proporcao de 17:1 de fosfolipideos para peptideo. Essa proporcao foi utilizada, pois foi a
propor¢do maxima obtida por estudos ITC realizados por nosso grupo de pesquisa
previamente (VERLY, RESENDE, et al., 2016). No entanto, a adi¢ao dessa quantidade de
Htr de uma vez s6, diferentemente do que ¢ realizado nos experimentos de ITC, provocou
uma perturbacao excessiva na membrana, rompendo as vesiculas e provocando precipitacao
da mistura de lipideos. Desse modo, uma nova solucdo de vesiculas e peptideos foi
preparada, com a mesma concentracdo da anterior, porém a adi¢do de peptideo foi feita
paulatinamente e sobre leve agitacdao. No entanto, devido a pequena quantidade de amostra,
foi necessaria a insercdo de um espacador no rotor e, ainda assim, ndo foi possivel a
detec¢ao de sinais.

Devido a dificuldade de producao de vesiculas em grande quantidade e ao fato de que as

vesiculas sdo facilmente perturbadas pela Htr, tentou-se uma abordagem diferente,
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utilizando-se uma solugio de bicelas 50%m/V contendo o peptideo a 100 pmol . L™, Os
resultados dos experimentos, utilizando a sequéncia de pulso cpredori.av (Figura 2-30), ndo
mostraram nenhum sinal de peptideo, mas apenas de lipideos. Isso poderia ser um indicativo
de que a concentragdo de peptideos estava baixa, no entanto, experimentos de INEPT
mostraram sinais de peptideo. Dessas informagdes, conclui-se que a ligagdo entre os
peptideos e a bicamada lipidica das bicelas ¢ labil e, portanto, os experimentos de CP
(polarizagdo cruzada), que necessitam de uma amostra bastante rigida, nao foram capazes de

detectar o sinal do peptideo.
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Figura 2-30 - Sequéncia de pulso para o experimento CP REDOR utilizada

Essa labilidade do peptideo em contato com as bicelas utilizadas neste trabalho, pode
estar associada a natureza das cabecas polares dos lipideos utilizados, uma vez que essas
foram preparadas a partir de fosfolipideos zwitterionicos. Estudos de interacao da Htr com
membranas realizados pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando diferentes aproximagdes
biofisicas (ITC, DLS, SPE e extravasamento de marcador quimico incorporado a vesiculas),
indicaram parametros de interacdo bem mais fortes do homodimero com modelos de
membrana carregados negativamente do que com membranas zwitterionicas (VERLY,
RESENDE, et al., 2016). Isso se deve, em parte, ao numero significativo de residuos de
lisina presentes na estrutura do homodimero.

Com base nisso, decidiu-se realizar outros experimentos na presen¢a de vesiculas de
POPC:POPG 3:1, que sdo constituidas por 25% de lipideos anidnicos. Entretanto, devido a
insensibilidade nos primeiros experimentos com vesiculas, decidiu-se aumentar a quantidade
de vesiculas e de peptideo, de modo a preencher completamente o rotor, ndo sendo
necessaria a colocacao de espagadores, o que aumentou a quantidade de peptideo total no

rotor, possibilitando a deteccdo de seus sinais de ressonancia. Para a realizagdo desses
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experimentos, foi necessario a implementacdo de algumas modificagdes a sequéncia de
pulsos original. Essas modificagdes visavam eliminar a contribuicao do sinal do lipideo ao
longo do experimento, uma vez que os lipideos disponiveis ndo eram deuterados. Para
tanto, optou-se por tentar maximizar a transferéncia de magnetizacdo entre protons e as
carbonilas. Para isso, um pulso adiabatico foi adicionado a sequéncia, assim como a
mudanga do offset durante o periodo de CP. Durante a polarizagdo cruzada o offset foi
centrado na ressonancia da carbonila (178,092 ppm), a fim de intensificar a transferéncia de
magnetizacao, tendo-se ainda utilizado um tempo de contato de 2500us. No entanto, ainda
assim, a contribui¢do dos lipideos ainda foi grande, como pode ser observado para os sinais

entre 21,8 e 77,8 ppm na Figura 2-31.
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Figura 2-31 - Espectro de 3C da Htr-I em vesiculas (POPC:POPG 3:1), na proporcio lipideo: peptideo 17:1, a 4 °C
e MAS a 7kHz, obtido a partir do experimento CPREDOR em 175 MHz.

Para a determinacao da distancia entre os dois spins, foram feitos varios experimentos
sequenciais. Os experimentos impares continham pulsos no canal de nitrogénio, enquanto
nos experimentos pares os pulsos de nitrogénio apresentavam poténcia zero.

O numero de pulsos de refocalizagao foi otimizado de 1 a 15 (Figura 2-32). No entanto,
pode-se perceber que ndo ha variagao significativa na intensidade do sinal da carbonila
(178,092 ppm).

Esse resultado sugere que o par de spins se encontra muito afastado espacialmente, para
que um afetasse a intensidade do outro, o que sugere que os sitios marcados nas duas cadeias
(residuos de Gly-8 e Leu-16) se encontram distantes na estrutura do homodimero. No
entanto, devido a relacdo sinal/ruido do experimento nao ser muito alta (3,21), o resultado
deve ser analisado com certa cautela. A despeito disso, este resultado corrobora os estudos

realizados para a Htr na presenca de micelas de DPC-dsg, uma vez que a nao observacao de
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NOE:s intercadeia (ao contrario do observado para o peptideo em meio aquoso) sugere a nao
proximidade das cadeias na estrutura do homodimero, quando em ambiente de membrana
(VERLY, 2010). Esses resultados sugerem que a Htr, quando em contato com membranas,
deve apresentar uma conformacao mais aberta, o que estaria de acordo com uma maior

distancia intercadeias.
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Figura 2-32 - Otimizaciio do nimero de pulsos de refocalizacio do experimento CPREDOR a partir de espectros de

BC da Htr-1 em vesiculas (POPC:POPG 3:1), na proporcio lipideo: peptideo 17:1, a 4 °C e MAS a 7kHz, em 175
MHz

2.5 Conclusao

Os resultados obtidos para o peptideo homotarsinina na presenca de bicelas
magneticamente orientadas confirmam resultados obtidos anteriormente por nosso grupo
para o peptideo na presenca de micelas de DPC-dss, no sentido de que o homodimero, ao
sair do meio aquoso e se ligar a membranas, sofre um rearranjo conformacional, no qual as
duas cadeias adotam ambientes quimicos equivalentes na estrutura do homodimero.
Experimentos de CP REDOR para a homotarsinina na presenca de vesiculas fosfolipidicas
indicaram que as cadeias peptidicas, apesar de conectadas por uma ligagcdo de dissulfeto, nao
estao espacialmente proximas, o que sugere que o dimero adota uma conformacao aberta.

Esses resultados também corroboram dados obtidos anteriormente por nosso grupo para o
peptideo na presenga de micelas de DPC-dsg, sendo que correlagdes de NOE intercadeias
ndo foram detectadas por experimentos de RMN em solugdo. Apesar das informagdes

obtidas, ndo foi possivel se determinar a topologia definida das duas cadeias na estrutura do
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homodimero em meios miméticos de membranas. Pretende-se, em outros estudos do grupo
de pesquisas, dar continuidade a investigacdes por RMN, que fornecam a topologia exata

das cadeias peptidicas em meios de membranas.
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Capitulo 3 Estudo da  estrutura tridimensional do  peptideo

antimicrobiano LyeTx I mnAK Ac

3.1 Introducao

3.1.1 Peptideo antimicrobiano LyeTx mnAK Ac

O peptideo LyeTx I (Figura 3-2) foi isolado do veneno da aranha-lobo, um aracnideo da
espécie Lycosa erythrognatha (Figura 3-1). Os aracnideos da espécie L. erythrognatha sao
também chamados de aranha-de-grama ou aranha-de-jardim. Quando adultos os individuos
dessa espécie possuem cerca de 5 centimetros de comprimento e apresentam coloracao

variando do marrom-claro ao cinza.

Figura 3-1 - Lycosa erythrognatha, fotografia retirada de http://npabombeiro.blogspot.com.br/2015/07/conheca-
aranha-de-grama-lycosa.html

Seu veneno causa, além de uma dor intensa, sensagdo de queima e formigacao. Apesar
disso, devido a sua atividade principalmente proteolitica, ndo requer um soro especifico. O
isolamento do veneno pelo grupo coordenado pela professora Maria Elena Lima do Instituto
de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG levou ao estudo de sua estrutura pelo nosso grupo.

O peptideo original LyeTx I é composto por 25 aminoacidos e ¢ naturalmente amidado
na por¢ao C-terminal, tendo sido sua estrutura tridimensional em meio mimético de
membrana ja elucidada por RMN (SANTOS, VERLY, et al., 2010).

A fim de buscar uma maior compreensao da atividade antimicrobiana desse peptideo o
grupo do Laboratorio de Venenos e Toxinas Animais (LVTA), do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), coordenado pela
professora Maria Elena Lima realizou, em parceria com o nosso grupo de pesquisa, a sintese
de peptideos modificados derivados do LyeTx I, sendo um deles a LyeTx I mnAK Ac
(Figura 3-2). O peptideo modificado foi testado e apresentou atividade antimicrobiana

significativa (JUNIOR, 2015). Neste trabalho sdo propostos estudos estruturais do peptideo
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LyeTx I mnAK Ac por RMN em solugao e calculos estruturais utilizando como método de

minimizacdo de energia o simulated annealing.

Peptideo Sequéncia
LyeTx I IWLTA LKFLG KNLGK HLAKQ QLAKL-NH,
LyeTx I mnAK Ac CH;CO-IWLTK ALKFL GKNLG K-NH,

Figura 3-2 - Quadro com as sequéncias de residuos de aminoacidos de LyeTx I e LyeTx I mnAK Ac

3.1.2 Assinalamento sequencial de ressonancias de peptideos por RMN em solu¢do

A partir da década de 80 a espectroscopia de RMN se tornou uma técnica de extremo
interesse para a elucidacao estrutural de biomacromoléculas. Isso ¢ considerado um avango
pois, até entdo, essas elucidagdes tinham que ser realizadas apenas por difragdao de raios-X,
que apesar de extremamente importante e precisa, apresenta uma grande dificuldade na
preparagdo de amostra, ja que requer a formacdo de monocristais, cuja obtencdo ¢ de
extrema dificuldade no caso de macromoléculas.

Em 1986, Kurt Wiithrich introduz a metodologia de determinacao estrutural de peptideos,
proteinas e acidos nucleicos, a partir de seus sistemas de spin das unidades formadoras
(aminodcidos ou nucleotideos) (WUTHRICH, 1986). A partir dessa data a utilizagio dos
mapas de contornos de TOCSY, NOESY, 'H-"N HSQC e 'H-"*C HSQC tornou-se
amplamente difundida para a determinagdo da estrutural tridimensional dessas
biomacromoléculas.

Para a proposicao de uma estrutura peptidica por meio de técnicas que utilizam a RMN
em solugdo a partir da metodologia proposta por Kurt Wiithrich, deve-se analisar
simultaneamente os mapas de contornos 2D-TOCSY e 2D-NOESY.

Nos mapas de contornos 2D-TOCSY sao observadas correlagdes intrarresiduais, ou seja,
obtém-se informacgdes sobre as conectividades entre os atomos de hidrogénio dentro de um
mesmo residuo de aminoacido da cadeia peptidica. Isso ocorre pois, durante esse
experimento, ha um tempo no qual a magnetizagdo de um atomo de hidrogénio pode ser
transferida para outro por meio de ligagcdes quimicas (acoplamento escalar .J). Desse modo,
enquanto existirem atomos hidrogenados no respectivo sistema de spin, a magnetizacao
pode ser transferida e as ressonancias dos hidrogénios podem ser correlacionadas.

Como um peptideo ¢ formado pela unido de aminoacidos, ha sempre a formagao de uma

ligagcdo peptidica, que interrompe a transferéncia de magnetizagdo devido a presenga da
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carbonila. Devido a isso, o sistema de spins de cada residuo de aminoacido presente na
sequéncia pode ser determinado.

Quanto maior o nimero de ligagdes quimicas entre os hidrogénios, menos eficiente ¢ a
transferéncia de magnetizagdo entre eles. Desse modo correlagdes relativas a hidrogénios
distantes por varias ordens de liga¢do, como, Hy-N-C,-Cp-C,-Hy podem ndo ser detectadas,
ou serem bem menos intensas que correlacoes referentes a menores ordens de ligagdo, como,
Hn-N-Cy-Hg.

Os mapas de contornos 2D-NOESY fornecem informacdes sobre as vizinhangas
espaciais através de interagdes de acoplamento dipolar entre hidrogénios vizinhos. Dessa
forma, ressonancias de hidrogénios proximos espacialmente podem correlacionar entre si.
Devido a proximidade espacial, correlagdes intrarresiduais podem ser observadas no mapa
de contornos NOESY, entretanto correlagdes inter-residuais também podem ser detectadas,

desde que os nucleos em questio sejam espacialmente vizinhos.

HQC/O HQC/O ch/ﬁ
N-terminal —Ni Ni+1—l,i+1—|(! N‘+2—C|2i+2—|(.|) N‘+3—(|)i+3—C Ti+4—C-terminaI
l A

Figura 3-3 - Representacio das correlacdes tipicas de estruturas do tipo a-hélice

Em particular, as correlagdes de NOE a média distancia (i, it+j, sendo 2 < j < 5) sdo
indicadores importantes de motivos de estruturas secundarias. Motivos estruturais tipo «-
hélice apresentam correlagcdes de NOE bem caracteristicas, principalmente NN (i, i+2); aN
(1, i+3); aN (1, i+4) e af (i, 1+3), além de outras mais comumente observadas como NN (i,
i+1); aN (i, i+1); aN (i, i+2); ¢ AN (i, i+1) (Figura 3-3).

O célculo tedrico para a determinacao da estrutura tridimensional do peptideo ¢ realizado,
utilizando-se dois parametros. O primeiro desses parametros sao as restrigoes de distancia
obtidas a partir das intensidades das correlagdes do mapa de contornos 2D-NOESY. Essas
distancias sao classificadas em faixas semi-quantitativas, de acordo com as intensidades ou
volumes dos sinais de NOE obtidos. O segundo parametro que pode ser utilizados sdo as
restri¢des de angulos diedro, obtidas a partir dos deslocamento quimico ou constantes de

acoplamento dos atomos do esqueleto do peptideo. Para a determinacao desses valores de

47



deslocamento quimicos sio realizados experimentos 'H-""C ¢ 'H-"’N HMQC ou HSQC, ao
passo que os valores de *Jin.. sio normalmente obtidos por experimentos de DQF-COSY.
A partir desses dados, varias estruturas sao calculadas utilizando o método do simulated

annealing e as estruturas de menor energia analisadas em conjunto.

3.2 Objetivos

O objetivo desse capitulo € a realizacdo de estudos conformacionais do peptideo sintético
LyeTx I mnAK Ac em solu¢ao de H,O:TFE-d, (60:40), a partir de dados de Ressonancia

Magnética Nuclear em solucao e de calculos computacionais.

3.3 Metodologia

3.3.1 Preparo da amostra de LyeTx I mn AK Ac

Para a elucidacdo estrutural do peptideo LyeTx I mnAK Ac, preparou-se uma amostra
dissolvendo-se 2,3 mg de peptideo, previamente sintetizado por colaboradores, em uma
solucdo 60:40 TFE-d»:H,O, na presenca tampdo fosfato pH 7,0 a 20 mmol.L"'. O 2.2-
dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de s6dio (DSS) a uma concentragio de 1 mmol.L™ foi

- A . A A 1 13
utilizado como padrio interno de referéncia para ressonancias de H e “C.

3.3.2 Experimentos de RMN em solu¢do com o peptideo LyeTx I mnAK Ac

Foram realizados os experimentos de correlacdo heteronucleare de RMN em duas
dimensdes 'H-"C HSQC e "H-""N HMQC sofast ¢ homonucleare DQF-COSY, TOCSY
(tempo de mistura de 60 ms) e NOESY (experimentos realizados para diferentes tempos de
mistura — 60, 100, 150 e 200 ms — para se avaliar difusdo de spin). Os experimentos
realizados a 20 °C em um espectrometro Bruker Avance III 600 pertencente ao Centro
Nacional de RMN lJiri Jonas no Rio de Janeiro. Uma sonda de 5 mm de tripla ressonancia
("H/"*C/"N), equipada com bobina para o emprego de pulsos de gradiente de campo, foi
utilizada para as aquisi¢des. A supressao do sinal da agua foi efetuada por pré-saturagao. O
software Topspin” da Bruker foi utilizado durante a aquisicio dos experimentos e os

espectros obtidos foram processados com a suite de softwares NMRPipe® (NMRPipe
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Spectral Processing and Analysis System®) (DELAGLIO, GRZESIEK, et al., 1995). Os
sinais dos espectros de RMN obtidos foram analisados e atribuidos com auxilio do software
NMRView” (JOHNSON e BLEVINS, 1994).

As correlagdes de NOE obtidas no mapa de contornos 2D-NOESY com tempo de mistura
de 150 ms tiveram suas intensidades convertidas em restrigdes de distancias, as quais foram
calibradas segundo algoritmos propostos por Hyberts e co-autores (HYBERTS,
GOLDBERG, et al., 1992). Os limites maximos de restricoes de geometria obtidos foram de
28,34 ¢ 5,0 A (NOEs fortes, médios e fracos, respectivamente). Os assinalamentos e
calibracdes das restrigdes de NOE foram realizados com auxilio do software NMRView".
Os deslocamentos quimicos dos atomos do esqueleto peptidico foram convertidos em
restri¢des de angulo diedro, utilizando-se o software TALOS+ (SHEN, DELAGLIO, et al.,
2009). Célculos da estruturas dos peptideos foram realizados com o software Xplor-NIH,
versao 2.37 (SCHWIETERS, KUSZEWSKI, et al., 2003).Partindo-se da estrutura estendida,
100 estruturas eram geradas utilizando-se um protocolo de simulated annealing.
Procederam-se 18000 passos de simulated annealing a 1000K, com o subsequente
decréscimo na temperatura em 9000 passos no primeiro estagio de processo de resfriamento.
O controle estereoquimico das estruturas de menor energia geradas foi realizado com o
software PROCHECK-NMR (LASKOWSKI, RULLMANNN, ef al., 1996). A manipulagao,
a visualizagao e a analise das estruturas tridimensionais obtidas foram realizadas com auxilio

do software MOLMOL (KORADI, BILLETER ¢ WUTHRICH, 1996).

3.4 Resultados

A analise dos mapas de contornos de 'H-">C HSQC foram utilizados para a determinagéo
dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono da estrutura do peptideo.

A sobreposicao de algumas correlagdes (Figura 3-4) se deve a grande repeticdo de
residuos na estrutura. Nas posi¢cdes 3 e 10, por exemplo, estdo presentes residuos de
leucinas, ao passo que nas posi¢des 5 e 8 se encontram residuos de lisina, o que leva a
superposi¢oes de ambos os pares das correlacdes. A sobreposi¢ao parcial das correlagdes
dos residuos 7, leucina, e 12, lisina, se deve ao fato do deslocamento quimico dos Ca de

ambos os residuos estarem na mesma faixa.
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Figura 3-4 - Seciio do mapa de contornos 'H-13C HSQC referente a algumas correlacdes C « H @ para a LyeTx I
mnAK Ac a 2,0 mmol.L” em TFE-d,:H,O (60:40), pH 7,0 (tampio fosfato 20mmol.L™).

A analise do mapa de contorno 'H-'"N HMQC sofast foi bem menos laboriosa, ja que o
namero de correlagdes é significativamente menor do que no mapa de contornos 'H-""C
HSQC. Além disso, a dispersao dos sinais foi suficiente, para que ocorresse apenas uma
sobreposicdo de correlagdes, referente as correlagdes HyN dos residuos 5 e 16, ambos
lisinas. Vale a pena ressaltar que foi observada a correlagdo referente ao residuo de Ile-1, o
que ¢ possivel devido a acetilagdo da por¢ao N-terminal, que confere uma ligacdo amidica
extra para este peptideo. Ressalta-se ainda que a dispersio de deslocamentos quimicos de 'H

e '°N observada nesse mapa de contornos ¢ indicativa de um arranjo estrutural para o

peptideo no meio estudado.
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Figura 3-5 - Seciio mapa de contornos 'H-'"N HMQC sofast referente a algumas correlacdes para a LyeTx I mnAK
Ac a 2,0 mmol.L"' em TFE-d;:H,0 (60:40), pH 7,0 (tampdo fosfato 20mmol.L™").

Ainda foi possivel detectar uma correlagdo referente a cadeia lateral do residuo Trp-2,
centralizada em 9,86 e 127,82 ppm, para os deslocamentos quimicos de hidrogénio e
nitrogénio, respectivamente.

Viarias correlagdes sequenciais do tipo HyHy (i, i+1) e do tipo H,_ Hn (i, i+1) foram
detectadas no mapa de contornos NOESY, o que facilitou bem o assinalamento da sequéncia
polipeptidica. Varias correlagdes a média distancia, com destaque correlacdes do tipo H ,Hy
(i, 1+4), foram observadas, o que indica a existéncia de um motivo estrutural de natureza « -

hélice para o peptideo no meio estudado. Ressalta-se a detecg¢ao da correlagao H,Hn (i, 1+4)

51



entre os residuos de isoleucina-1 e a lisina-5, o que indica que a estruturacdo em a-hélice
inicia-se desde a por¢ao N-terminal do peptideo. Expansdes do mapa de contornos NOESY

sao apresentadas nas Figura 3-6 e Figura 3-7.
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Figura 3-6 - Secdo mapa de contornos NOESY mostrando correlacdes do tipo HyHy para a LyeTx I mnAK Ac a 2,0
mmol.L"! em TFE-d,:H,0 (60:40), pH 7,0 (tampéo fosfato 20 mmol.L™).

No entanto a analise do mapa de contornos TOCSY provou-se dificil devido a grande
sobreposi¢do de correlagdes referente as ressonancias das cadeias laterais. Isso ocorreu pois,
dos 16 residuos de aminoacidos presentes, quatro sdo residuos de leucinas e quatro sao
residuos de lisinas, ambos caracterizados por sistemas de spins complexos. Abaixo ¢

apresentada a regido de impressao digital, ou seja, correlagdes do tipo H,Hy do mapa de
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contornos TOCSY, na qual foi possivel se localizarem correlagdes de todos os residuos de

aminoacidos.
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Figura 3-7 - Se¢io mapa de contornos NOESY mostrando, principalmente, correlacdes do tipo H,Hy (i, i+4) para a
LyeTx I mnAK Ac a 2,0 mmol.L"! em TFE-d,:H,0 (60:40), pH 7,0 (tampéo fosfato 20 mmol.L™).

A partir da analise dos mapas de contornos TOCSY e NOESY os sistemas de spins

puderam ser identificados, e, desse modo foi possivel construir uma lista com todos as

correlagdes de NOE assinaladas. As correlacdes de NOE tiveram entdo suas intensidades

convertidas em restri¢des de distancia semi-quantivas, conforme discutido na se¢ao 3.3.2 (p.

49), estando sumariados na Figura 3-9 abaixo as restri¢des caracteristicas de motivos de

estrutura secundaria do tipo a-hélice.
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Figura 3-8 - Seciio mapa de contornos TOCSY mostrando, principalmente, correlacdes do tipo H,Hy para a LyeTx I
mnAK Ac a 2,0 mmol.L” em TFE-d,:H,O (60:40), pH 7,0 (tampio fosfato 20 mmol.L™).

Os deslocamentos quimicos de H,, H 4, C,, C; € N, obtidos pelos experimentos de RMN-
2D, foram utilizados para o calculo das restri¢des de angulos diedro pelo software TALOSH,
tendo os resultados de saida indicado, com alta confiabilidade, que o peptideo apresenta um
conformagdo helicoidal entre os residuos de Trp-2 e Gly-15, conforme apresentado a seguir
na Figura 3-10 (ressalta-se que as restricoes de angulos de diedro para os residuos das

porcdes N- e C-terminais nao sdo avaliadas por esse software).
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Corelagio [ 1 | 2 [ 3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |1w |1 |12 |13 |14 ]15]16
r fwlr |1t |k |Aa|L |K|F|L|G|K|[N]|L|G]|K |
NN (i,i+1) 1
——I______
| ——T
aN (i,i+1) | e —t—
BN (i,i+1) 1 -1
__——f_'_____
aN (i,i+2)
aN (i,i+3)
ap (i,i+3)
aN (i,i+4)
e ———

Figura 3-9 - Correlacées de NOE caracteristicas de estrutura secundaria obtidas a partir da andlise do mapa de
contornos NOESY do peptideo LyeTx I mnA K Ac a 2,0 mmol.L" em TFE-d;:H,0 (60:40), pH 7,0 (tampio fosfato
20,0 mmol.L™"). As linhas finas correspondem a restri¢des de distincia fracas (entre 5,0 e 1,8 A), as linhas com
larguras intermedidarias a restricdes de distincia médias (entre 3,4 e 1,8 A) e as linhas grossas a restricées de
distancia fortes (entre 2,8 e 1,8 A),

Os valores de CSI (chemical shift index) obtidos corroboram a qualidade dos resultados
de restricao obtidos, uma vez que os valores proximos a -1 para todos os residuos (sem
interrupcoes) entre as posigoes 2 e 15, indicam uma conformacao favoravel em a-hélice.
Valores consecutivos proximos a +1 seriam indicativos um motivo estrutural em
conformagdo-f ou valores proximos a 0 indicariam regiao nao estruturada.

A andlise do grafico de RCI — S? da Figura 3-10 confirmam a rigidez da conformagéo
estrutural obtida. Valores de S* para o RCI (random coil index) menores do que 0,5
indicariam uma regido flexivel, no entanto os valores obtidos para toda a estrutura
encontram-se bem superiores a 0,5, reforcando os resultados obtidos para a boa estruturacao
do peptideo no meio descrito.

As restricoes de angulo diedro e de distdncia foram adicionadas empregadas em uma
rotina de simulated annealing do Xplor-NIH (secao 2.5.4, p. 26), tendo sido calculadas 100
estruturas. As dez estruturas mais estaveis foram entdo selecionadas para compor o conjunto
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de geometrias que representa o modelo para a estrutura da LyeTx I mnAK Ac no meio

investigado.

Predicted RC| S2 value [2 W: 0.81] [15 G: 0.74]

TALOS talos-LyeTx1_mn_K_ac.tab Residues 1 to ...

Predicted Secondary Structure [2 W: 0.85|0.03|0.02] [15 G: 0.84|0.01|0.15]

T T T T T
5 10 15

Figura 3-10 - Resultados obtidos pelo software TALOS+ para o peptideo LyeTx I mnAK Ac a 2,0 mmol.L" em TFE-
d,:H,0 (60:40), pH 7,0 (tampdo fosfato 20,0 mmol.L™). Os residuos marcados em verde indicam boa qualidade das
restricdes de dngulo diedro obtidas e a niio existéncia de ambiguidade de deslocamentos quimicos para todos os
residuos entre o Trp-2 e a Lys-15. Na parte superior a curva em verde conecta os valores de RCI — S para os
residuos e na parte inferior sio apresentados os valores de CSI para os residuos de aminoacidos em vermelho.

A analise do diagrama de Ramachandran (Figura 3-11) para a LyeTx [ mnAK Ac indica
que todos os residuos de todas as dez estruturas analisadas possuem os valores de angulo
diedro inseridos nas regides mais favordveis para a formag¢ao de motivos estruturais em a-
hélice.

Os resultados obtidos indicam entdo que o peptideo apresenta uma conformacao o-
helicoidal entre os residuos de Ile-1 e Gly-15. A superposi¢dao para os atomos pesados de
todos os residuos das dez estruturas mais estaveis levou a um valor de RMSD de 0,70 + 0,22
A, sendo esse pardmetro bem significativo, uma vez que um baixo desvio é um indicativo da
concordancia entre as estruturas mais estaveis, o que por sua vez aumenta a confiabilidade

dos calculos e do modelo obtido.

56



Psi (degrees)

2180 -135 90  -45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)

Figura 3-11 - Qualidade estereoquimica das estruturas tridimensionais mais estaveis do peptideo LyeTx I mnAK Ac
a 2,0 mmol.L”' em TFE-d,:H,0 (60:40), pH 7,0 (tampao fosfato 20,0 mmol.L’l). "Regides mais favoraveis" em

vermelho, "regides adicionalmente favoraveis' em amarelo, '"regides generosamente favoraveis" em bege e "regides
proibidas'" em branco. Dados obtidos com uso do PROCHECK-NMR (LASKOWSKI, RULLMANNN, et al., 1996)

Os dados estatisticos da andlise estrutural do peptideo LyeTx I mnAK Ac estdo
sumariados na Tabela 3-1.

Em muita das vezes, a atividade antimicrobiana de peptideos esta relacionada as
caracteristica anfipaticas. No conjunto de estruturas mais estaveis, pode-se claramente ver
uma face com caracteristicas mais hidrofilicas e outra com caracteristicas mais hidrofobicas

Todavia, pode-se perceber a presenca de um residuo polar de asparagina (Asn-13) ao
longo da face mais hidrofébica (Figura 3-12 C). Vale a pena ressaltar que o residuo de
asparagina, apesar de hidrofilico, apresenta uma polaridade bem menos pronunciada que
outros residuos desta sequéncia, como os quatro residuos de lisina. Este peptideo foi obtido
a partir de modificagdes na estrutura quimica da LyeTx I, tendo se destacado por apresentar

atividades antimicrobianas bem pronunciadas, se¢ao 3.1.1 (p. 45)
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Tabela 3-1 - Tabela sumariando a estatistica do peptideo LyeTx I mnAK Ac a 2,0 mmol.L" em TFE-d,:H,0 (60:40),
pH 7,0 (tampéo fosfato 20,0 mmol.L™"). * Resultados obtidos com o software MOLMOL. " Resultados obtidos com o
software TALOS+.

Restri¢coes de Distancia

Numero total de restrigoes de distancia 220
Numero de restri¢des intrarresiduais 154
Numero de restrigdes sequenciais (i, i+1) 42
Numero de restricdes a médias distancias (1, 11]) j=2,3,4 | 24
RMSD (A) — todos os residuos®

Esqueleto 0,70 £ 0,22
Esqueleto e a&tomos pesados 1,49 + 0,36

Analise do diagrama de Ramachandran®
Residuos em regides mais favoraveis 120 (100%)
Residuos em regides adicionalmente favoraveis 0 (0%)
Residuos em regides generosamente favoraveis 0 (0%)
Residuos em regides proibidas 0 (0%)

Curiosamente a estrutura obtida por RMN, apesar de possuir certo carater anfipatico,
apresenta uma descontinuidade em sua face hidrofobica, ndo sendo portanto tdo anfipatica
como as estruturas de outros peptideos antimicrobianos, como as filoseptinas (RESENDE,
2008) e a DDK (VERLY, MORAES, et al., 2009). Entretanto, a propria LyeTx I nativa nao
apresenta carater anfipatico significativo (SANTOS, VERLY, et al., 2010).

Uma estrutura peptidica, que apresenta descontinuidade similar ¢ a cadeia monomérica da
Homotarsinina cuja face hidrofobica ¢ interrompida pela presenga de um residuo de lisina
(VERLY, RESENDE, et al., 2016). No caso da homotarsinina dimérica, a estrutura
tridimensional de RMN mostrou que essa descontinuidade na face hidrofobica tem uma
funcgdo estrutural importante, sendo responsavel por realizar interagdes idnicas com residuos
de Aspartato e de serina da outra cadeia, o que contribui para a estabilizagao da conformacao
em super-hélice do dimero (VERLY, RESENDE, et al., 2016). Em trabalhos futuros, pode
ser valida a realizacdo a sintese de um derivado da LyeTx I mnAK, substituindo-se o residuo
de Asn-13 por um residuo hidrofobico, a fim de se comparar as atividades desses dois

peptideos.
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Figura 3-12 - Resultados obtidos para a LyeTx I mnAK Ac a 2,0 mmol.L" em TFE-d;:H,0 (60:40), pH 7,0 (tampio
fosfato 20,0 mmol.L™). As cadeias laterais dos residuos hidrofébicos estio representadas em azul e as dos residuos
hidrofilicos estio representadas em verdes. (A) Conjunto das dez estruturas de menor energia evidenciando a face
de carater mais hidrofobico. A fracdo C-terminal aponta para a parte inferior da Figura. (B) Estrutura de menor
energia do peptideo sendo evidenciada no sentido N-terminal para o sentido C-terminal. Nessa representacio
percebe-se que a cadeia lateral da Ile-1 faz parte da face de carater mais hidrofilico. (C) Estrutura de menor energia
do peptideo sendo evidenciada no sentido C-terminal para o sentido N-terminal. Nessa representaciio percebe-se que
a cadeia lateral do residuo de Asn-13 se encontra na face de carater mais hidrofobico do peptideo.

Ao se compararem as estruturas da LyeTx I nativa (SANTOS, VERLY, et al., 2010) e do
derivado LyeTx I mnAK Ac, percebem-se diferencas consideraveis de estruturacdo nas
proximidades da por¢ao N-terminal. De forma geral, a LyeTx I mnAK Ac apresenta uma
helicidade significativamente maior (93,8 % - residuos 1 ao 15) (Figura 3-13 - A) que a
LyeTx I (76,0 % - residuos 6 a amidagdo C-terminal na posi¢do 25) (Figura 3-13 - B).

Um dos fatores que certamente ¢ importante para a maior estabilidade estrutural na
por¢ao N-terminal ¢ a acetilacdo do residuo de Ile-1, uma vez que essa modificagdo
possibilita a existéncia de uma interacao de ligacdo de H extra do tipo CO---HN 1, i+4, entre
o sitio da acetilacdo e o residuo de Thr-4. A estabilizagdo da estrutura em a-hélice ¢
claramente confirmada nas proximidades da por¢ao N-terminal, ao se observarem as
correlagdes HN, Ha do tipo i, i+4, entre os residuos I-1/K-5, W-2/A-6 e L-3/L-7. Em

trabalhos futuros do grupo ¢ de interesse realizarem-se estudos estruturais por RMN do
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derivado peptidico ndo acetilado na por¢ao N-terminal, a fim de se verificar a importancia

dessa modificacao na estrutura do peptideo.

Figura 3-13 - (A) Estrutura de menor energia do peptideo LyeTx I mnAK Ac a 2,0 mmol.L" em TFE-d,:H,0 (60:40),
pH 7,0 (tampdo fosfato 20,0 mmol.L™"). (B) Estrutura de menor energia do peptideo LyeTx I a 2,0 mmol.L™! em
soluciio micelar de DPC-dss 400 mmol.L™" e pH 7,0 (tampio fosfato 20,0 mmol.L™"). Os residuos hidrofilicos estio
representados em verde e os hidrofébicos em azul (VERLY, 2010).

3.5 Conclusodes

Os resultados obtidos com o peptideo LyeTx I mnAK Ac mostraram que esse peptideo
apresenta alto grau de estruturacdo a- helicoidal, tendo-se obtido restrigdes geométricas, que
possibilitaram a determinacdo da estrutura de alta resolugdo do peptideo. Esse peptideo ¢
derivado ativo da LyeTx I, sendo ele mais simples e, portanto, mais barato que o peptideo
nativo. O peptideo bioativo estudado neste trabalho foi obtido apds varias modificagdes do
peptideo nativo e, curiosamente, apresenta um percentual de estruturacao helicoidal mais
significativo que o peptideo nativo, caracteristica que pode ser importante para a atividade

do mesmo.
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Capitulo 4 Anexos

ANEXO A

Tabela 4-1 - Tabela dos valores de desdobramento quadrupolar de deutério em fun¢do do tempo para solucio de
bicelas de 14-0O-PC e de 6-O-PC (¢ = 3) a 5% m/m em H,0 e D,O (95:5) em diferentes campos a 316 K

Tempo / min
Desdobramento quadrupolar do deutério / Hz
9.4 Tesla 11.75 Tesla 18.8 Tesla

0 0 0 0

1 9,74 12,85 19,77
2 16,24 19,10 23,06
3 17,84 20,19 23,23
4 18,80 20,48 23,20
5 19,09 20,69 23,27
6 19,38 20,96 23,27
7 19,55 21,08 23,33
8 19,65 21,14 23,47
9 19,74 21,22 23,38
10 19,82 21,27 23,49
11 19,93 21,30 23,59
12 19,97 21,38 23,55
13 20,20 21,44 23,53
14 20,08 21,44 23,69
15 20,19 21,51 23,63
16 20,16 21,50 23,59
17 20,19 21,57 23,52
18 20,23 21,60 23,66
19 20,36 21,60 23,71
20 20,37 21,65 23,71
21 20,29 21,68 23,61
22 20,38 21,70 23,81
23 20,30 21,72 23,55
24 20,35 21,77 23,46
25 20,25 21,74 23,48
26 20,52 21,73 23,71
27 20,44 21,77 23,22
28 20,55 21,79 23,65
29 20,52 21,82 23,44
30 20,63 21,85 23,52
31 20,40 21,90 23,77
32 20,59 21,90 23,75
33 20,46 21,89 23,80
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34 20,71 21,87 23,58
35 20,62 21,93 23,92
36 20,39 21,95 23,73
37 20,65 21,93 23,79
38 20,67 21,97 23,86
39 20,73 21,97 23,73
40 20,74 21,96 23,84
41 20,86 21,94 23,64
42 20,79 21,98 23,84
43 20,74 22,00 23,79
44 20,86 21,98 23,70
45 20,73 21,99 23,52
46 20,68 22,06 23,85
47 20,70 22,04 23,76
48 20,86 22,03 23,74
49 20,98 22,06 23,97
50 20,90 22,03 23,77
51 20,98 22,07 23,61
52 21,03 22,09 23,73
53 21,02 22,13 23,97
54 20,90 22,08 23,53
55 21,07 22,10 23,69
56 20,90 22,13 23,74
57 20,95 22,14 23,77
58 21,24 22,12 23,76
59 20,91 22,16 23,69
60 20,91 22,16 23,74
61 21,05 22,14 23,92
62 21,02 22,15 23,87
63 21,06 22,17 23,91
64 21,07 22,19 23,82
65 21,05 22,20 23,81
66 21,10 22,18 23,87
67 21,19 22,23 23,97
68 21,15 22,19 23,87
69 21,07 22,24 23,77
70 21,16 22,19 23,77
71 21,05 22,23 23,91
72 21,31 22,23 23,85
73 21,23 22,23 23,61
74 21,08 22,26 23,91
75 21,17 22,31 23,90
76 20,87 22,34 23,73
77 21,35 22,30 24,02
78 21,24 22,26 23,82
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79 21,21 22,28 23,91
80 21,14 22,29 23,54
81 21,40 22,32 23,92
82 21,40 22,30 23,73
83 21,03 22,27 23,98
84 21,44 22,29 23,70
85 21,18 22,25 23,49
86 21,17 22,37 23,92
87 21,32 22,34 24,08
88 21,42 22,29 23,95
89 21,64 22,35 23,84
90 21,35 22,36 23,92
91 21,36 22,34 23,81
92 21,43 22,37 23,90
93 21,13 22,33 23,87
94 21,18 22,36 24,02
95 21,44 22,36 23,87
96 21,49 22,36 23,90
97 21,45 22,40 23,96
98 21,19 22,44 23,82
99 21,57 22,31 23,89
100 21,23 22,36 23,87
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ANEXO B

Residuo Acoplamento | Excesso Tempo / min Observacoes
Arginina (24) 1 4x 160
Cisteina (23) 1 4x 160
Lisina (22) 1 4x 160
Lisina (21) 1 4x 160
Isoleucina (20) 1 4x 180
Isoleucina (19) 1 4x 160
Serina (18) 1 4x 160
Isoleucina (17) 1 4x 160
2 5x 160
Leucina (16) 1 4x 160 AA marcado com PN
Lisina (15) 1 4x 160
2 5x 160
Glutamato (14) 1 4x 160
2 5x 160
Metionina (13) 1 4x 160
Histidina (12) 1 4x 160
2 5x 160
3 6x 180 + 2 gotas de triton
4 8x 180 + 3 gotas de triton
5 8x 170 + 3 gotas de triton
Lisina (11) 1 4x 120
2 6x 180
3 6x 160 +3 gotas de triton
Lisina (10) 1 4x 160 +1 gota de triton
2 6x 160 + 3 gotas de triton
Serina (9) 1 4x 200 + 1 gota de triton
Glicina (8) 1 4x 200 +3 gotas de triton
AA marcado com °N
Isoleucina (7) 1 4x 130
Isoleucina (6) 1 4x 135
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Aspartato (5) 1 4x 170
Serina (4) 1 4x 160
Valina (3) 1 4x 170
Leucina (2) 1 4x 160 AA marcado com "°C
Asparagina (1) 1 4x 240
Figura 4-1 - Quadro com as informacdes da sintese do peptideo Htr-M I
Residuo Acoplamento | Excesso Tempo / min Observacoes
Arginina (24) 1 4x 180
Cisteina (23) 1 4x 180
Lisina (22) 1 4x 160
2 4x 170
Lisina (21) 1 4x 210
2 6x 210
Isoleucina (20) 1 4x 160
Isoleucina (19) 1 4x 200
Serina (18) 1 4x 220
Isoleucina (17) 1 4x 110
Leucina (16) 1 4x 180 AA marcado com "°C
Lisina (15) 1 4x 180
Glutamato (14) 1 4x 200
Metionina (13) 1 4x 130
Histidina (12) 1 4x 160
2 4x 160
Lisina (11) 1 4x 180
2 5x 140 +2 gotas de triton
3 8x 180 +3 gotas de triton
Lisina (10) 1 4x 190
Serina (9) 1 4x 160
2 6x 160
3 8x 160 +3 gotas de triton
Glicina (8) 1 4x 160 AA marcado com "°C
Isoleucina (7) 1 4x 180
Isoleucina (6) 1 4x 160
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Aspartato (5) 1 4x 160
Serina (4) 1 4x 160
Valina (3) 1 4x 180
Leucina (2) 1 4x 170 AA marcado com "N
Asparagina (1) 1 4x 160

Figura 4-2 - Quadro com as informacoes da sintese do peptideo Htr-M 11
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