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Tabela de simbolos e massas monoisotdpicas de residuos de aminoacidos

Aminoacido Simbolo de Sirpbolo de I\/!assg _
umaletra  trés letras monoisotopica

Acido aspartico D Asp 115,026
Acido glutamico E Glu 129,042
Alanina A Ala 71,037
Arginina R Arg 156,101
Asparagina N Asp 114,042
Cisteina C Cys 103,009
Fenilalanina F Phe 147,068
Glicina G Gly 57,021
Glutamina Q Gln 128,058
Histidina H His 137,058
Isoleucina I lle 113,084
Leucina L Leu 113,084
Lisina K Lys 128,094
Metionina M Met 131,040
Prolina P Pro 97,052
Serina S Ser 87,032
Tirosina Y Tyr 163,063
Treonina T Thr 101,047
Triptofano w Trp 186,079
Valina \% Val 99,068
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Estrutura dos vinte aminoacidos essenciais

OH

NH2

Nome
(Abreviacao)
Simbolo

(o) NH2 (@] (@] (@]
)‘\ HN HO
Han)kOH HN NH oH ° OH OH
NH, - NH O NH, -0 N
Alanina AAr 9'"":; Asparagina Acido Aspartico
(Ala) A (Arg) (Asn) N (Asp) D
(0]
Hsﬁ)‘\OH W )\)f\ w
-NHZ Glutamlna
Cisteina Acido Glutamlco Vallna (GIn) Q
(Cys)C (Gl E (Val) vV
(0] H (0] M
PN N
y NH HO
Glicina N i 2 Tlrosma Isoleucina
Histidina "
(Gly) G (His) H (Tyny (lle) 1
o] o] M
HC HN
CH  NH
E;_ 2 LisinaNH? Prolina Metionina
eucina (Pro) P Met) M
(Leu) L (Lys) K ) (Met)
e} (@]
0 CH, O
OH OH
HO OH HO OH ‘ ‘ NH NH,
2
NH, NH, NH
Serina Treonina Triptofano Fen;lﬁlan::na
(Ser) S (Thn) T (Trp) W (Phe)




1D

2D
3D
ACN
CD
CF
CLAE
COosy
DCM
Dn
DIC
DLS
DMF
DPC
DQF
DQF-COSY

DRV

DSS
E.COSY

EDT
EM
ESI
FID
Fmoc
FT

H
HOBt
HSQC

Hz
ITC

Lista de Abreviaturas e Acronomos

uni-dimensional

bi-dimensional

tri-dimensional

acetonitrila

dicroismo circular, do inglés circular dichroism

5,6-carboxifluoresceina

cromatografia liquida de alta eficiéncia

espectroscopia de correlacdo, do inglés correlation spectroscopy
diclorometano

didmetro hidrodindmico

N,N’- diisopropilcarbodiimida

espalhamento de luz dindmico, do inglés dynamic light scattering
N,N-dimetilformamida

dodecilfosfocolina, do inglés dodecylphosphocholine

filtro de duplo quantum, do inglés double-quantum filter

espectroscopia de correlacdo com filtro de duplo quantum, do inglés
Double-quantum filtered COSY

vesiculas por desidratacdo e reidratacdo, do inglés Dehydratation
Rehydratation Vesicles

4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonato de sédio

espectroscopia de correlacdo exclusiva, do inglés exclusive correlation
spectroscopy

etanoditiol

espectrometria de massas

ionizacdo por eletro-spray, do inglés electron spray ionization
decaimento livre da inducdo, do inglés free induction decay
9-fluorenilmetoxicarbonila

transformada de Fourier, do inglés Fourier transform

helicidade, porcentagem de hélice

1 - hidroxibenzotriazol

coeréncia heteronuclear de simples-quantum, do inglés heteronuclear
single-quantum coherence

hertz

calorimetria de titulacdo isotérmica, do inglés isothermal titration
calorimetry

constante de acoplamento escalar



LUVs
MALDI

vesiculas grandes unilamelares, do inglés large unilamellar vesicles
dessorgdo/ionizagdo de matriz assistida por laser, do inglés matrix

assisted laser dessorption/ionization

MIC

MLVs
MS

m/z
NOESY

PC

PDB
PIPE
POPC
POPG
QUEEN

concentragdo inibitéria minima, do inglés minimal inhibitory
concentration

vesiculas multi-lamelares, do inglés multi lamellar vesicles
espectrometria de massas, do inglés mass spectrometry

raz&o entre a massa e a carga

espectroscopia de efeito nuclear Overhauser, do inglés nuclear
Overhauser effect spectroscopy

fosfatidilcolina do inglés phosphatidylcholine

banco de dados de proteinas, do inglés protein data bank
4-metil-piperidina

1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina

1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilglicerol

validacdo quantitativa de restricbes experimentais de RMN, do inglés

quantitativo evaluation of experimental NMR restraints

RMSD

raiz quadrada dos desvios médios quadrados, do inglés root of mean

square deviation,

SA

SDS

SPFS

SUVs

TFE

TFA

TIS
TOCSY
TOF
TQF-COSY

tr
Tris

arrefecimento simulado do inglés simulated annealing

dodecilsufato de sddio, do inglés sodium dodecyl sulphate

sintese de peptideos em fase solida

vesiculas unilamelares pequenas, do inglés small unilamellar vesicles
2,2,2-trifluoroetanol

acido trifluoroacético

tri-isopropilsilano

espectroscopia de correlagéo total, do inlés total correlation spectroscopy
tempo de voo, do inglés time of flight

espectroscopia de correlagdo com filtro de triplo quantum, do inglés
Triple-quantum filtered COSY

tempo de retencao

tris-hidroxiaminometilmetano

deslocamento quimico

Xi
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Resumo

Muitos organismos empregam substancias quimicas ativas como, por exemplo,
aminas, derivados de esterdides, alcalbides e peptideos para se defender de predadores e
de microrganismos patogénicos. Dentre essas substancias quimicas destacam-se 0s
peptideos que podem ser encontrados em uma vasta variedade de organismos, incluindo
bactérias, fungos, plantas, insetos, peixes, anfibios, aracnideos e mamiferos. A grande
maioria destes peptideos apresenta propriedade antimicrobiana cujo mecanismo de agdo
ndo depende da interagdo com um receptor especifico, tornando-os op¢es alternativas
aos antibidticos disponiveis comercialmente. Entretanto, o mecanismo pelo qual
peptideos exercem sua atividade antimicrobiana ainda ndo é completamente definido e
muitos estudos sdo necessarios para uma maior compreensdo do modo de agdo destas
moléculas em celulas bacteriana. O presente estudo teve como objetivo geral obter
informacdes termodinamicas e estruturais de peptideos antimicrobianos em ambientes
gue mimetizam membranas biol6gicas, buscando contribuir para o entendimento de
seus mecanismos de agéao.

Neste trabalho foram sintetizados por técnica manual, pela sintese em fase
solida, os peptideos dermadistinctina K (DD K), homotarsinina (HMT-2) e LyeTx |.

O peptideo antimicrobiano DD K foi isolado previamente da pele do anfibio
Phyllomedusa distincta. O efeito do colesterol na interacdo do peptideo sintético DD K
com lipossomas de 1,2-dipalmitolifosfatidilcolina foi investigado por medidas de
cinética de extravasamento de carboxifluoresceina (CF), espalhamento de luz dindmica
(DLS) e calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC). A taxa de liberacdo de CF foi
significativamente reduzida pela presenca de colesterol. Os resultados de DLS
mostraram um aumento no tamanho dos lipossomas sem colesterol quando titulados
com DD K, porém a adi¢do de colesterol reduziu o efeito de DD K no aumento do
tamanho dos lipossomas. Os estudos por ITC demonstraram também que a ligacdo de
DD K com lipossomas é significativamente afetada pelo colesterol, o que contribui para
explicar a baixa atividade hemolitica do peptideo. As preferéncias conformacionais de
DD K foram estudadas por espectroscopia de dicroismo circular (CD) na presenca de
ambientes mimeéticos de membranas, como trifluoroetanol/agua (TFE/H,O), micelas de
dodecifosfocolina (DPC) e dodecilsufato de sodio (SDS) ou lipossomas de palmitoil-
oleoil-fosfatidilcolina (POPC) e de palmitoil-oleoil-fosfatidilglicerol (POPG). Os

resultados mostraram que o DD K apresenta uma estrutura randémica em meio aquoso,
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porém ao se associar a membrana adota uma conformacao helicoidal. Assim, a estrutura
tridimensional de DD K foi estudada na presenca de micelas DPC por espectroscopia
bidimensional de RMN em solu¢do. Os resultados mostraram uma conformacéo
a-hélice anfipatica a partir do sétimo residuo e que se estende até a regido C-terminal.

Neste trabalho foram realizados também os estudos estruturais, termodindmicos
e bioldgicos comparativos entre o peptideo antimicrobiano homotarsinina (HMT-2),
isolado de anuros da espécie Phyllomedusa tarsius, e sua forma monomérica (HMT-1).
O peptideo de ocorréncia natural HMT-2 mostrou-se mais ativo contra as bactérias
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa do que sua cadeia
monomérica HMT-1. Os resultados termodindmicos indicaram maior interacdo do
peptideo dimérico com lipossomas de POPC e POPG em relagdo ao peptideo
monomeérico, justificando a maior atividade antimicrobiana de HMT-2. Comparacdes
entre resultados de CD revelaram maior propensédo a formacéo de estrutura a-helicoidal
de HMT-2 do que HMT-1. Os estudos detalhados das estruturas tri-dimensionais por
RMN mostraram diferencas significativas na orientacdo das cadeias monomeéricas de
HMT-2 em meio aquoso e em ambiente de membrana. A estrutura mais fechada de
HMT-2 em solucdo aquosa pode indicar um mecanismo de protecdo do peptideo frente
a proteases, enquanto uma estrutura estendida, formada em micelas de DPC, leva a uma
maior superficie de contato entre peptideo e membrana.

O peptideo LyeTx I, isolado do veneno de Lycosa erythrognata, conhecida como
aranha lobo, foi sintetizado para estudos de sua atividade antimicrobiana e determinacéo
estrutural por CD e RMN. As comparagfes dos ensaios antimicrobianos de LyeTx | e
farmacos comerciais mostraram que o peptideo € ativo contra as bactérias Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados de CD
mostraram que LyeTx | na presenca de POPC contendo colesterol tem uma diminuicédo
na conformacao helicoidal e, juntamente com a baixa atividade hemolitica, indicam que
as membranas bacterianas sdo alvos preferenciais em relacdo a membranas de
vertebrados. Os resultados de RMN de LyeTx | apontam para uma pequena estruturagao
da regido N-terminal seguida por uma a-hélice do sexto residuo até a regido C-terminal

amidada, o que pode favorecer a interagdo peptideo-membrana.
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Abstract

Many organisms employ noxious chemicals (e.g., amines, steroid derivatives,
alkaloids and peptides) to defend themselves against predators and pathogenic
microrganisms. Among these chemical agents stand out peptides that can be found in a
wide variety of organisms including bacteria, fungi, plants, insects, fish, amphibians,
arachnids and mammals. The vast majority of these peptides has antimicrobial property
whose mechanism of action is independent of specific receptors and because of this,
these molecules have been considered as an alternative to the available antibiotics.
However, the mechanism through which peptides exert their antimicrobial activity is
still not completely defined. Studies are needed to better understand the way these
molecules act on bacterial cells. The present work describes the thermodynamic and
structural studies of antimicrobial peptides in biomimetic environments to explain their
mechanisms of interaction with bacterial membranes. In this study the peptides
demadistictin K (DD K), homotarsinin (HMT-2), and LyeTx | were manually
synthesized by solid phase procedure.

DD K is an antimicrobial peptide which was previously isolated from skin of the
amphibian Phyllomedusa distincta. The effect of cholesterol on synthetic DD K binding
to phosphatidylcholine liposomes was investigated by measurements of kinetics of
carboxyfluorescein (CF) leakage, dynamic light scattering (DLS) and isothermal
titration microcalorimetry (ITC). The rate and the extent of CF release were
significantly reduced by the presence of cholesterol. DLS showed that the liposome size
increases when titrated with DD K but addition of cholesterol reduces the liposome size
increments. ITC studies also showed that DD K binding to phosphatidylcholine
liposomes is significantly affected by cholesterol which contributes to explain the low
hemolytic activity of the peptide. The structural alterations of DD K were first
investigated in the presence of membranes, micelles or in membrane-mimetic
environments using circular dichroism (CD) spectroscopy. The DD K peptide clearly
associates with membrane and adopts a high degree of helical conformation. Thus DD
K conformation was studied in the presence of DPC micelles by bidimensional NMR
spectroscopy in solution. These results indicate an amphipathic a-helical conformation
in membrane environments starting at residue 7 and extending to the C-terminal

carboxyamide.
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In this work it was also carried out structural, thermodynamic and biological
studies of the antimicrobial peptide homotarsinin (HMT-2), isolated from frog species
Phyllomedusa tarsius, and its monomeric chain (HMT-1). The natural peptide HMT-2
was more active against the bacteria Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa than the monomeric form HMT-1. The results indicated
greater thermodynamic interaction of the dimeric peptide with POPC and POPG
liposomes in relation to the monomeric peptide, corroborating the higher antimicrobial
activity observed on HMT-2. The analysis of the CD results showed that HMT-2 has a
higher propensity to adopt a-helical conformation in comparison to HMT-1. Detailed
studies of three-dimensional structures by NMR showed significant differences in the
orientation of each monomeric chain of HMT-2 in aqueous and membrane environment.
Whereas a more closed structure of HMT-2 in aqueous solution may indicate a
protection mechanism of the peptide to proteases, a more opened structure is formed in
DPC micelles, leading to greater surface contact between peptide and membrane.

LyeTx | is a peptide isolated from the venom of Lycosa erythrognatha, also
known as wolf spider, and in this work its antimicrobial activity and structural profile
were investigated through CD and NMR techniques. Comparisons among LyeTx | and
commercial drugs showed to be active against bacteria (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa). The CD results showed LyeTx | in
presence of POPC containing cholesterol has a decrease in helical corformation content,
and along with the observed low hemolytic activity in other studies, these results
indicate that bacterial membranes seem to be the preferential targets rather than
vertebrate membranes. The secondary structure of LyeTx | has shown a small random-
coil region at the N-terminus followed by an a-helix that reached the amidated

C-terminus, which might favour the peptide-membrane interaction.
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Introducao e Objetivos

Esta tese estd organizada em trés capitulos. O primeiro capitulo consta de
algumas consideragdes sobre peptideos antimicrobianos, suas estruturas e relagdo com
mecanismos de acdo, bem como os diferentes métodos empregados em seus estudos
estruturais e de interacdo com meios biomiméticos. Materiais ¢ métodos estdo descritos
no Capitulo 2 e os Resultados e Discussao sdo apresentados no Capitulo 3, seguido das
Conclusdes e Perspectivas.

O objetivo deste trabalho foi aprofundar o conhecimento cientifico sobre quatro
peptideos antimicrobianos, para os quais nenhum estudo conformacional foi realizado
anteriormente:

- O peptideo antimicrobiano dermadistinctina K (DD K), isolado de anuros da
espécie Phyllomedusa distincta, que € encontrada na Floresta Atlantica (Batista et al.,
1999). Este peptideo ¢ constituido de 33 residuos e apresenta baixa atividade hemolitica
(Batista et al., 2001). Embora testes bioldgicos tenham sido relatados na literatura,
nenhum estudo sobre suas propriedades conformacionais foi encontrado.

- O peptideo homodimérico homotarsinina (HMT-2), isolado do anuro da espécie
Phyllomedusa tarsius e sua cadeia monomérica (HMT-1). Esse homodimero é composto
por duas cadeias de vinte e quatro residuos de aminodcidos, unidas por uma liga¢do de
dissulfeto entre os residuos de cisteina (Prates, 1999). As atividades biologicas de
HMT-2 e HMT-1 ainda estdo sendo investigadas, ndo havendo relatos na literatura.
Portanto, esta tese tem como um de seus objetivos o desenvolvimento de estudos
bioldgicos, estruturais e termodindmicos deste peptideo dimérico e de sua forma
monomérica.

- O peptideo cationico LyeTx I, isolado do veneno da aranha Lycosa
erythrognatha composto por vinte e cinco aminoacidos (Santos et al., 2009). Este
peptideo foi recentemente isolado pelo grupo do Nucleo de Biomoléculas coordenado
pela professora Maria Elena Lima do ICB, UFMG, com o qual foi estabelecida uma
colaboragdo para realizagdo dos estudos estruturais apresentados nesta tese.

Para alcancar os objetivos apresentados acima foi necessario: sintetizar todos os
peptideos descritos utilizando-se a sintese em fase sdlida, otimizar a cinética ¢ o
rendimento da reagdo de formagdo da ligagdo de dissulfeto do peptideo homodimérico
(HMT-2), obter informagdes sobre a estrutura de todos esses peptideos por
espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) e de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), em ambientes que mimetizam as condigdes de membranas bioldgicas. Além
disso, em alguns casos, foram realizados estudos termodinamicos da intera¢ao peptideo-
membrana por medidas de extravasamento de carboxifluoresceina (CF), espalhamento

de luz dinamico (DLS) e Calorimetria de Titulacao Isotérmica (ITC).



Capitulo 1

Consideracdes gerais sobre estudos estruturais e termodinimicos
de peptideos antimicrobianos

1.1 Peptideos Antimicrobianos

Atualmente ¢ descrita uma grande variedade de organismos vivos capazes de
produzir moléculas de peptideos que atuam na primeira linha de suas defesas. Tais
moléculas podem ser sintetizadas constantemente pelo organismo ou somente apds uma
lesdo ou infeccdo, tendo-se revelado responsaveis pelo sistema imune inato com amplo
espectro de atividade bioldégica. Embora o estudo seja relativamente recente, milhares
destas moléculas ja foram isoladas e tiveram suas atividades biologicas comprovadas.
Destas, a grande maioria apresenta atividade antimicrobiana, de grande importancia no
sistema de defesa do organismo (Jenssen et al., 2006; Wang et al., 2008). Alguns
estudos com anfibios demonstram que a secre¢do de peptideos antimicrobianos aumenta
com a exposi¢ao destes animais a microrganismos e patdégenos, atuando como uma
barreira inicial a estes organismos (Nascimento et al., 2003). Em contrapartida, outros
estudos mostram que em certos invertebrados, como aranhas, moluscos e camardes, 0s
peptideos antimicrobianos s3o sintetizados constitutivamente nos hemocitos e
armazenados em seus granulos (Bachere et al., 2004). Os peptideos antimicrobianos de
plantas e animais geralmente sdo compostos por 12 a 50 residuos de aminodcidos, além
disso, sdo moléculas catidnicas, devido ao excesso de residuos de lisina, arginina e
histidina (pH < 7), anfipaticos e relativamente pequenos (Hancock e Scott, 2000). Na
Figura 1.1 (p. 3) sdo apresentados exemplos de estruturas secundarias de alguns

peptideos.

Apesar dos peptideos antimicrobianos poderem apresentar uma grande
diversidade estrutural, é possivel agrupa-los em quatro classes distintas de estruturas
secundarias (Jenssen et al., 2006). As estruturas mais comumente observadas sdo as a-
hélices (Figura 1.1A), formadas apenas quando o peptideo entra em contato com a
membrana, e as folhas-f (Figura 1.1B), estabilizadas por ligacdes dissulfeto 2-4 e que
ocasionalmente apresentam pequenas por¢des de estrutura o-hélice. As demais
estruturas, menos comuns, sdo as estruturas curvadas (Figura 1.1C), formadas por

ligacdes dissulfeto simples ou devido a presenca de residuos de prolinas na estrutura



(Resende et al., 2008), e estruturas estendidas que sdo caracterizadas pela
predominancia de um ou dois residuos de aminoacidos na sequéncia primaria

(Figura 1.1D).

thanatin

polyphemusin SP047

Figura 1.1 - Diferentes estruturas tridimensionais de peptideos antimicrobianos.
(A) estruturas a-helicoidais de PSI, PS2 e PS3 (PDB 2JQO, 2JPY e 2JQlI,
respectivamente); (B) folha-f de thanatin (PDB 8TFV); (C) estrutura dobrada de
polyphemusin (PDB 1RKK) e (D) estrutura estendida de SP047, derivado do antigeno
A2 (Resende et al., 2008).

A Tabela 1.1 apresenta alguns exemplos de estruturas primarias de peptideos

antimicrobianos com diferentes conformagoes.

Tabela 1.1 - Exemplos de estruturas primarias de peptideos cationicos antimicrobianos

Peptideo Estrutura Sequéncia Referéncia

f-defensina 1
humana

Protegrina 1

Folha-f  DHYNC,;VSSGQC,LYSAC;PIFTKIQGTC,YRGKAKC,C;K  Bastian et al., 2001

sufna Folha-g3 RGGRLC,YC,RRRFC,VC,;VGR Yasin et al., 2000
LL-37 ohélice  LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES Ggfg;“‘;‘(i)sos:n
Magainina2  g-hélice GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Gessel et al., 1997
Indolicidina  Estendida ILPWKWPWWPWRR Rozek et al., 2000
Bactenecina Loop RLCR;VVIRVCR Wu et al., 1999
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1.2 Relacao estrutura e atividade antimicrobiana

O interesse no estudo das atividades antimicrobianas apresentadas por peptideos
isolados da secre¢cdo cutanea de anuros surgiu apds o isolamento e a purificacdo do
peptideo bombinin, da ra Bombina variegata (Csordas e Michl, 1969). Desde entio,
varios peptideos tém sido sequenciados, sintetizados ou produzidos por tecnologia do
DNA recombinante, em sua forma original ou com alguma modificacdo quimica com o
objetivo de identificarem-se fatores estruturais que sejam determinantes ou que
contribuam para a atividade bioldgica destas moléculas. Nesta se¢do, serdo
apresentados, em diferentes topicos, alguns parametros como preferéncias
conformacionais, carga formal e anfipaticidade, os quais s3o caracteristicas
fundamentais para a interagdo de peptideos antimicrobianos com membranas
fosfolipidicas.

Peptideos antimicrobianos apresentam uma grande variedade estrutural,
entretanto, ¢ possivel agrupa-los em dois conjuntos caracteristicos de estruturas
secundarias: aqueles com estrutura em a-hélice e em folha-£ (Jenssen et al., 2006). As
estruturas helicoidais ocorrem em grande parte no meio extracelular e sao formadas
durante a interacdo do peptideo com a superficie externa de membranas, pois os
peptideos tém como caracteristica apresentarem conformagdo randdémica em solugdes
aquosas (Yeaman e Yount, 2003). A estabilidade da forma helicoidal em peptideos ou
proteinas depende de diversos fatores, como, por exemplo, a disposi¢cdo de residuos de
aminoacidos na sequéncia peptidica. Residuos de aminoacidos com cadeias laterais de
mesma carga (positiva ou negativa) que estejam muito proximos entre si podem
desestabilizar a forma devido a interagdes repulsivas. A presenga de residuos de prolina,
glicina ou de D-aminodcidos na sequéncia primaria destes peptideos também
desestabiliza as estruturas a-helicoidais, podendo ainda afetar a agdo destas moléculas
contra cé¢lulas bacterianas (Papo e Shai, 2003), mostrando que a conformagdo a-
helicoidal ¢ de fundamental importancia para a manutengdo da atividade biologica.
Estudos recentes mostram ainda que distor¢des da a-hélice canonica sao fundamentais
para o modo de acdo de peptideos que penetram membranas fosfolipidicas (peptideos
trans-membrana) (Bordag e Keller, 2009). Muitos destes peptideos podem apresentar
adaptacdes estruturais durante a interagdo com membranas fosfolipidicas, resultando em
uma inclinagdo ou torcdo da estrutura helicoidal, e ainda reorientagdes de cadeias
laterais (Nyholm et al., 2007). Algumas caracteristicas sdo fundamentais para originar
estas modificacdes na linearidade da estrutura a-hélice de peptideos frans-membrana,
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como, por exemplo, diferen¢as no comprimento da regido hidrofobica da sua hélice em
relagdo a cadeia acila do lipideo e sequéncias especificas com ocorréncia elevada de
residuos carregados como histidina, lisina, aspartato e glutamato (Melnyk et al., 2003;
Krishnakumar ¢ London, 2007; Ozdirekcan et al., 2007). Estas caracteristicas, além de
alterarem a solubilidade, podem ajudar a garantir uma topologia adequada dos peptideos
em a-hélice para a interacdo com a bicamada lipidica. Os peptideos estruturados em
folha-f, assim como os estruturados em o-hélice, podem apresentar uma grande
variagdo na estrutura primaria, mantendo, contudo, uma composi¢do com caracteristicas
anfipaticas. Este tipo de estrutura ¢ formado pelo emparelhamento de cadeias
polipeptidicas, podendo formar dois padrdes distintos de folha-£: a forma antiparalela e
a forma paralela. Na forma antiparalela, as cadeias principais encontram-se em sentidos
alternados, enquanto que, no arranjo paralelo, essas cadeias laterais encontram-se
dispostas de forma alinhada. Em ambos os casos, podem ocorrer uma separagdo de
cargas que facilita a formagdo de estruturas tercidrias (Dennison et al., 2005). Algumas
destas estruturas em folha-£ apresentam uma grande abundancia de um determinado
residuo de aminoacido, como as defensinas ricas em residuos de cisteina (Braff e Gallo,
2006).

Peptideos lineares estdo presentes em varias espécies incluindo fungos, plantas,
anfibios e mamiferos (Garcia-Olmedo et al., 1998; Zasloff, 2002b; Boman, 2003).
Embora uma vasta diversidade de sequéncias peptidicas tenha sido identificada, as quais
se diferem em composi¢cdo de aminoéacidos, tamanho da cadeia e estrutura, muitas destas
moléculas apresentam propriedades fisico-quimicas comuns, como a tendéncia de
adotarem uma estrutura anfipatica quando interagem com membranas fosfolipidicas

(Figura 1.2) (Hancock e Scott, 2000; Brogden, 2005).

Face catidnica

Figura 1.2 - Hélice circular de catelicidina LL-37 em estrutura de a-hélice. Figura
retirada ¢ modificada de Gudmundsson (2004).



A anfipaticidade ¢é caracterizada pela separacdo de uma face hidrofébica e de
uma hidrofilica, normalmente carregada positivamente, € ocorre em estruturas o-
helicoidais de peptideos antimicrobianos lineares. O carater anfipatico pode ser formado
com uma sequéncia periddica de residuos polares e apolares em um intervalo entre trés
a quatro residuos de aminoécidos. Dessa forma, as cadeias laterais polares e apolares
dos residuos de aminoacidos posicionam-se adequadamente para uma separacdo em
faces opostas (Figura 1.2).

Peptideos antimicrobianos sao constituidos normalmente por 15 a 20 residuos de
aminoacidos e tém como caracteristica apresentarem carga liquida igual ou superior a
+2. Este carater cationico ocorre devido a presenca de excesso de residuos de
aminoacidos bdasicos, tais como arginina, lisina e histidina, sendo o ultimo carregado
positivamente somente em pH < 7. Alguns estudos relacionam a atividade
antimicrobiana com mudancas na carga liquida de peptideos. Estudos do peptideo
antimicrobiano dermaseptina S4 mostram que um aumento da carga positiva do
peptideo leva a uma maior seletividade na atividade antimicrobiana e, como
conseqiiéncia, reduz sua atividade hemolitica em cé€lulas eucariotas (Lorin et al., 2005).
Muitos modelos mostram que o carater cationico ¢ determinante para a atragdo inicial
de peptideos antimicrobianos a superficie das membranas de bactérias e de outros
microrganismos, 0s quais apresentam uma superficie eletricamente negativa devida aos
grupamentos fosfato dos fosfolipideos (Bechinger, 2004). Por outro lado, a interagao
destes peptideos com membranas eletricamente neutras (pois apresentam um
grupamento catidonico que anula a carga dos fosfatos), como a membrana plasmatica de
eritrocitos, apresenta-se consideravelmente mais fraca (Lohner e Prenner, 1999). Este
comportamento resulta em uma seletividade alta as membranas bacterianas por parte

dos peptideos antimicrobianos catidnicos.

1.3 Mecanismos de acio de peptideos antimicrobianos

Diferentemente dos mecanismos de ag¢do de antibidticos classicos, que se
baseiam em inibi¢des enzimaticas, sendo relativamente lentos (Lohner e Prenner, 1999),
peptideos antimicrobianos interagem na superficie de células bacterianas causando
perturbagdes na estrutura da bicamada lipidica, ocasionando lise celular (Zasloff,
2002a). Atualmente varios modelos indicam que o mecanismo de acdo de peptideos
antimicrobianos ocorre pela combinacdo de efeitos hidrofobicos e eletrostaticos
(Sanderson, 2005). Estes peptideos carregados positivamente sdo atraidos pela

superficie anionica das membranas bacterianas, onde sofrem mudangas conformacionais
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adotando uma estrutura anfipatica (Bechinger, 2004). Entretanto, o mecanismo pelo
qual os peptideos permeabilizam a membrana bacteriana e como exercem sua atividade
antimicrobiana ainda ndo sdo completamente definidos, e varios mecanismos tém sido
propostos para descrever a interagdo entre peptideos e bicamadas lipidicas. (Bechinger,
1999; Shai, 2002; Bechinger e Lohner, 2006). Em principio, dois mecanismos foram
propostos para peptideos em a-hélice, denominados Carpet-like (formagao de carpete) e
barrel-stave (formagdo de barril) (Shai, 2002). Outro modelo que define o modo de
interacao da maioria dos peptideos antimicrobianos ¢ conhecido como Shai, Matsuzaki
e Huang (SMH), e explica como moléculas de colesterol presente em membranas
fosfolipidicas influenciam a atividade bioldgica do peptideo (Zasloff, 2002b). Mais
recentemente, um mecanismo de acdo denominado de detergent-like ou mecanismo de
detergente, mostrou-se ainda mais geral, abrangendo um grande nimero de peptideos
antimicrobianos (Bechinger e Lohner, 2006). A seguir serdo descritos estes mecanismos
de acdo de peptideos antimicrobianos.

No mecanismo de formagao de barril (Barrel-stave, Figura 1.3) o modelo aplica-

se apenas a um pequeno grupo de peptideos.

o
o

ﬁf? . at,
RS

Figura 1.3 - Representacao esquemaitica do mecanismo de formacao de barril.
Regides hidrofilicas do peptideo estdo representadas em azul e a regido hidrofébica em
verde. Figura retirada e modificada de Brogden (2005).

Neste modelo, peptideos helicoidais ligam-se a superficie da bicamada lipidica
orientando-se de acordo com sua anfipaticidade com a face catidnica voltada para os
grupos fosfatos presentes na superficie da bicamada lipidica. Ao atingir uma
determinada concentragdo na superficie da membrana, monomeros do peptideo
agregam-se € inserem-se perpendicularmente na bicamada lipidica, formando um poro
linear de peptideo e lipideo (Sanderson, 2005; Pukala et al., 2006). Neste estagio, o

peptideo mantém as regides hidrofobicas ligadas a regido apolar da membrana enquanto
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as regides hidrofilicas ficam expostas para facilitar o fluxo livre de ions e moléculas
pequenas através da bicamada lipidica (Shai, 2002). O tamanho dos poros formados
pode variar consideravelmente de acordo com a concentragdo de mondémeros de
peptideo na membrana (Pukala et al., 2006).

Segundo o mecanismo de formacdo de carpete (Carpet-like) as moléculas de
peptideo sdao adsorvidas paralelamente na superficie da membrana, formando um
agregado que cobre a superficie da bicamada lipidica, como um “carpete” de moléculas.
Inicialmente os peptideos ligam-se ao grupamento fosfato dos fosfolipideos através de
suas faces hidrofilicas. Em seguida, o peptideo se reorienta, direcionando as cadeias
laterais de residuos hidrofobicos para o interior da bicamada lipidica (regido hidrofébica
da membrana). Consequentemente, ocorre uma redistribui¢do dos lipideos, o que resulta
em uma tensdo na curvatura da membrana. O aumento da concentracdo de peptideo na
bicamada leva também a um aumento desta tensdo, causando a desintegracdo da
membrana pelo rompimento de sua curvatura (Figura 1.4) (Reddy et al., 2004;

Sanderson, 2005)

Figura 1.4 - Representacio esquematica do mecanismo de formacio de carpete.
Regides hidrofilicas do peptideo estdo representadas em azul e a regido hidrofébica em
verde. Figura retirada e modificada de Brogden (2005).

O modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) aplica-se a grande parte dos peptideos
antimicrobianos, inclusive a peptideos menores, os quais seriam incapazes de formar
poros segundo um mecanismo Barrel-stave. O modelo SMH pode ser explicado como
uma combinagdo de interagdes superficiais e formacao de poros. O peptideo interage

com a superficie da membrana como ocorre no mecanismo de “carpete” e desloca as
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moléculas de fosfolipideos, levando a uma desorganizacdo da estrutura da membrana
(Shai, 2002; Huang, 2006) (Figura 1.5). Em alguns casos, a desorganizac¢ao pode levar
ao rompimento parcial da estrutura da bicamada lipidica permitindo a entrada de
moléculas de peptideo para o interior da célula-alvo. Assim, o mecanismo SMH propde
modos de agdo distintos para peptideos antimicrobianos, sendo por rompimento da

bicamada lipidica ou ainda por interagao com alvos intracelulares (Wang et al., 2005).
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Figura 1.5 - Representacao esquematica do mecanismo SMH. Um peptideo em o-
hélice ¢ representado em equilibrio com a sua estrutura randomica. As partes catidnicas
estdo em azul e as regides hidrofobicas estio em marrom a. Interacdo superficial do
peptideo com a superficie externa da membrana. b. Adsorcao do peptideo na membrana
afinando sua face externa. As setas em amarelo representam uma expansdo da face
externa em relacdo a interna da bicamada. ¢. Formagdo de poros transientes. d.
Transporte de peptideos da face externa para a face interna da membrana. e. Interacdo
de peptideos com alvos internos (em alguns casos). f. Fragmentagdo da membrana
celular. Fosfolipideos com cabegas em rosa sdo carregados negativamente enquanto os
neutros estdo representados em preto. Figura retirada e modificada de Zasloff (2002).

O mecanismo de detergente (detergent-like) baseia-se na intercalagdo de
peptideos em bicamadas lipidicas e representa um mecanismo mais geral para a
atividade de moléculas anfipaticas. Sabe-se que moléculas de detergentes acima da
concentragdo micelar critica (CMC) interagem com membranas lipidicas, formando um

estado micelar bastante complexo. Da mesma forma, peptideos antimicrobianos podem
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agregar-se formando estruturas oligoméricas que interagem de forma diferente que seus
mondmeros ¢ de modo similar a um detergente (Figura 1.6) (Bechinger e Lohner, 2006).
Estes oligdmeros formados pelos peptideos agregados ao chocarem-se com a membrana
adsorvem algumas moléculas de fosfolipideos e podem ainda formar um agregado

micelar na propria bicamada (Figura 6A).

Figura 1.6 - Modelo para o mecanismo de acdo tipo detergente exercido por
peptideos antimicrobianos cationicos. (A) Baixa concentragdo de peptideo. Micela
peptidica com fosfolipideos adsorvidos (A, esquerda) e agregado micelar formado na
bicamada lipidica (A, direita) (B) Alta concentracdo de peptideo na membrana. A
desintegracdo da bicamada ocorre como descrito nos mecanismos anteriores. Figura
retirada e modificada de Bechinger (2006).

Ao contrario dos detergentes que, em concentracdes baixas (abaixo de sua
concentragdo micelar critica) ndo alteram a estrutura da membrana ou ainda as
estabilizam, peptideos antimicrobianos podem desestabilizar a membrana mesmo em
concentragdes intermediarias (Madden e Cullis, 1982). Assim sendo, o fator
predominante neste modelo de detergente ¢ o potencial de agregacdo e cada peptideo
deve ser analisado separadamente de acordo com sua natureza, como carga e carater
hidrofobico, as quais sdo caracteristicas que influenciam diretamente o grau de
agregacao das moléculas. Como exemplo, estados de agregacao diméricos podem ser
observados para a distinctina (Raimondo et al., 2005), estados tetraméricos para a
metilina (Terwilliger e Eisenberg, 1982) e estados de agregacdo superiores para a &
liusina (Fitton, 1981), cada qual dependendo da concentracdo e pH especificos.
Diferentemente do que ocorre no mecanismo de carpete, cujo estado de agregacdo
forma-se na superficie da membrana, no mecanismo de detergente oligdmeros de

peptideos podem ser formados na regido hidrofobica da bicamada lipidica, ou seja, no
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seu interior. De fato, estudos recentes mostram que a formacdo de agregados ¢
termodinamicamente mais favoravel no interior da bicamada fosfolipidica do que em

solugdo, e contribuem para a compreensdo deste mecanismo de detergente (Babakhani

et al., 2008).

1.4 Estudos da interacio peptideo-membrana

Tendo em vista que todos estes modelos ndo conseguem explicar ainda o
modo de a¢do de muitos peptideos, ha a necessidade de ampliagdo dos conhecimentos
sobre o sistema peptideo-microrganismo. Para isto, ¢ comum a preparacdo de meios
biomiméticos de composicdes quimicas variaveis, porém compativeis com os da célula
alvo para estudos das interagdes com peptideos. Dependendo da composicao quimica e
também de condi¢des especificas, como pH, temperatura e concentracdo, diferentes

agregados podem ser formados em solu¢do aquosa (Figura 1.7).
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Figura 1.7 — Diferentes sistemas biomiméticos formados por agregados de
moléculas anfifilicas. (A) Orientagdo das moléculas de dgua ao redor da molécula
anfifilica; (B) aproximagdo das moléculas anfifilicas; (C) agregacao dos fosfolipideos
decorrentes da dessolvatacdo devido a interacdes hidrofobicas entre as cadeias
hidrocarbonadas; (D) estrutura de micelas; (E) bicamada fosfolipidica; (F) vesiculas ou
lipossomas; (G) bicelas.

As micelas sdo estruturas esféricas formadas por um agregado de moléculas

anfifilicas, conhecidas como detergentes. Estas moléculas se organizam em uma regido
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hidrofilica, denominada grupamento cabega, ¢ outra hidrofobica, formada por uma
cadeia longa hidrocarbonada. Na presenca de solu¢dao aquosa, a regido polar hidrofilica
interage favoravelmente com o solvente enquanto que regido apolar tende a evitar o
contato com as moléculas de 4gua. As interacdes hidrofobicas mantém as cadeias
apolares proximas e diminuem o niimero de moléculas de aguas responsaveis por
solvatar esta regido hidrofobica. O resultado ¢ uma estabilizagdo termodinamica do
sistema, pois ocorre um aumento do nimero de moléculas de dgua livre em solugdo,
implicando na sua maior entropia (Fendler, 1980). Devido ao fato dos detergentes
apresentarem um grupamento hidrofilico com secdo transversal superior a da porgdo
hidrofobica, como ocorre com as moléculas de dodecilfosfocolina (DPC) e
dodecilsulfato de sodio (SDS) (Figura 1.8), a auto-associacdo em estruturas planares
torna-se impossivel, levando entdo a formagdao de micelas (Figura 1.7D, p.11). Neste
tipo de estrutura a regido hidrofobica fica concentrada no interior expulsando as
moléculas de dgua (Figura 1.7D), enquanto que uma superficie hidrofilica ¢ formada na

superficie externa da micela (Ollivon ef al., 1988).
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Figura 1.8 — Estruturas quimicas de fosfolipideos comumente empregados em
formulacoes de micelas, bicelas e vesiculas.

DMPC

A bicamada ¢ outro tipo de agregado que pode ser formado, porém pela adicao
de fosfolipideos em solugdo aquosa. Neste caso, duas camadas de fosfolipideos unem-se
formando uma bicamada com superficie superior e inferior hidrofilicas € com o interior
composto por uma por¢do hidrofobica (Figura 1.7E, p. 11). Este tipo de agregado

forma-se quando a se¢do transversal da por¢do hidrofilica ¢ similar a da por¢ao
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hidroféobica, como ocorre em moléculas de 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina (POPC)
e 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilglicerol (POPG) (Figura 1.8, p. 12). Entretanto, a regiao
hidrofébica permanece ainda em contato com a agua e este tipo de agregado tende a se
reorganizar rapidamente, formando estruturas denominadas de vesiculas ou lipossomas
(Figura 1.7F, p. 11), que possuem maiores estabilidades termodindmicas. Nesta
estruturacdo, as cadeias hidrofobicas dos fosfolipideos encontram-se completamente
isoladas das moléculas de dgua, resultando em uma maior dessolvatagdo do sistema. Um
ultimo tipo de agregado que se pode formar ¢ conhecido como bicela (Figura 1.7G,
p. 11). Este tipo de estrutura ¢ formado em uma mistura de composicao definida de
fosfolipideos de cadeias hidrofobicas longas e curtas, como 1,2-dimiristoil-glicero-3-
fosfocolina (DMPC) e 1,2-diexanoil-glicero-3-fosfocolina (DHPC), respectivamente
(Figura 1.8, p. 12). Tal estrutura pode ser descrita também como uma bicamada formada
pelos fosfolipideos de cadeias longas, circundados por fosfolipideos de cadeias curtas
que protegem a por¢ao hidrofobica do contato com moléculas de agua.

Atualmente, uma variedade de técnicas fisico-quimicas e biofisicas vem sendo
desenvolvida e mesmo adaptada para o estudo da interagdo destes meios miméticos de
membranas bacterianas e peptideos antibacterianos, gerando dados complementares ao
entendimento deste sistema supramolecular formado por ambos. Dentre as diferentes
técnicas, pode-se ressaltar o Dicroismo Circular (CD), a Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), a Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC) e o Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS).

1.5 Dicroismo Circular

A necessidade de se estudar mudancas estruturais de peptideos e proteinas que,
por muitas vezes, sdo essenciais para a sua fungdo bioldgica, juntamente com a
possibilidade do estudo estrutural destas moléculas em ambientes que mimetizam as
condigoes fisioldgicas e de membrana celular, tornaram a espectroscopia eletronica de
dicroismo circular (CD) uma técnica cada vez mais difundida (Kelly ef al., 2005). Neste
item serdo abordadas caracteristicas importantes para a compreensao da espectroscopia
de CD aplicada a estudos estruturais de peptideos e proteinas.

Considerando que o plano da luz linearmente polarizada pode ser visto como um
somatorio de duas componentes circularmente polarizadas e de mesma magnitude,
porém girando em sentidos contrarios, tem-se uma em sentido horario (Er) e outra em
sentido anti-horario (E;) (Figura 1.9A, p. 14). A espectroscopia eletronica de dicroismo

circular baseia-se na absor¢do preferencial de uma das componentes circulares da luz
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polarizada linearmente pelos croméforos de uma determinada amostra opticamente
ativa. Se, apds atravessarem a amostra, as magnitudes dos vetores elétricos da luz
circularizada E; e Ey sdo proporcionalmente alteradas, ou seja, as componentes £ e Er
sdo absorvidas igualmente, a recombinagdo regenera a radiagdo linearmente polarizada
original (Figura 1.9A). Entretanto, se ao atravessarem a amostra, £, € Er sdo absorvidas
em extensdes diferentes, a luz passa a apresentar uma diferenca de fase entre as
amplitudes de suas componentes circulares, resultando numa polariza¢do eliptica e
sendo esta radiacdo resultante denominada de luz elipticamente polarizada

(Figura 1.9B).

(A) Ep+ E;

Figura 1.9 - Efeito do dicroismo circular sobre as componentes circularmente
polarizadas Er (sentido horario e em vermelho) e E; (sentido anti-horario e em
azul). (A) Componentes circularmente polarizadas de mesma amplitude que, quando
combinadas, geram radiagdo plano polarizada (em verde); (B) componentes de
magnitude diferente que resultam em uma luz elipticamente polarizada (elipse em
verde). (C) Elipcidade 6, tangente obtida pela razdo do menor e do maior eixo da elipse.
Figura adaptada de Kelly (2005).

Os instrumentos de CD medem a diferenga de absorvancia das componentes
circulares da luz polarizada linearmente (AE = E;-Er) em fung¢do do comprimento de
onda (4). Esta diferenca ¢ descrita normalmente em termos de elipcidade (&), a qual
representa a tangente obtida da razao entre o menor € o maior eixo da elipse (Equacao
1.1), conforme representada na Figura 1.9C.

Ee By

tan @ = ==&

1.1
E,+E, (L)

A elipcidade pode assumir valores positivos ou negativos em fun¢do de qual
componente da luz ¢ preferencialmente absorvida. Nos estudos estruturais de peptideos
e proteinas, o efeito de CD ¢ geralmente pequeno, correspondendo a uma diferenca de

absorvancia (AE = E;-Er) da ordem de 3x10™. Dessa forma, ¢ imprescindivel uma
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quantificagdo da concentracdo de peptideos e proteinas para garantir que os dados
obtidos sejam realmente significativos. Assim, sabendo-se a concentracao molar (m) da
amostra, a elipcidade molar no comprimento de onda A ([ |molar, 1) pode ser determinada

segundo a Equagao 1.2:

1006,

[e]molar,l - (1.2)

mxd

onde O ¢ a elipcidade observada (em graus) no comprimento de onda A e d € o
comprimento do caminho 6tico (cm). Os sinais de CD, devido as variagdes de 6, surgem
somente quando ocorre absor¢do de radiagdo por parte de grupos croméforos. No caso
de peptideos, o grupo amido (R;-(C=0)-NH-R;) que forma a ligacao peptidica ¢ o de
maior importancia nos estudos por dicroismo circular, embora possam ainda existir
contribuicdes de grupos aromadticos (Krittanai e Johnson, 1997). A absorcdo em
comprimentos de onda (4) menores que 240 nm deve-se a transi¢cdes eletronicas na
ligacdo peptidica, cujas intensidades e energias intrinsecas dependem dos angulos de
rotacdo ¢ e  (Figura 1.10). Esses angulos, por sua vez, dependem da conformagao, do
estado de agregagdo e das interagdes que a molécula pode fazer com o solvente ou com
outras espécies (ex. detergente ou fosfolipideos). Os angulos ¢ e w definem as
condi¢cdes de coplanaridade dos orbitais envolvidos na ligacdo peptidica, sendo

caracteristicos para cada tipo de estrutura secundaria regular (Figura. 1.10) (Waltho et

al., 1993).

Rl
7/
o= PW(' y
¢,
WQ‘
H_N T TC*
190 nm
CcC=—0
Il—»’[[*
RZ 220 nm

Figura 1.10 - Sistema R;-(C=0)-NH-R; com suas respectivas transi¢coes eletronicas.

Como resultado, bandas espectrais devidas as absorcdes caracteristicas
associadas aos angulos ¢ e y de cada estrutura secunddria podem ser facilmente
atribuidas a diferentes conformagdes do peptideo. Os espectros de dicroismo circular

dos padrdes para estruturas candnicas (a-hélice, folha-£ e randomica) podem ser
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visualizados na Figura 1.11, juntamente com os principais comprimentos de onda de

absor¢ao e as respectivas transi¢des eletronicas para cada tipo de estrutura.

Estrutura Transicao Anm
= Randomica (r) n — m* Positivo a 212
§ T — ¥ Negativo a 195
(:E,_ Folha-g T — ¥ Positivo a 196
' E- n— m* Negativo a 218
«'c’? i a-hélice n— ¥ Positivo a 192
{ %‘ : n— ¥ Negativo a 209
T n — ¥ Negativo a 222

190 200 210 220 230 240 250
Comprimento de onda (nm)

Figura 1.11 - Espectros de dicroismo circular tipicos de peptideos estruturados. A
tabela a direita apresenta os principais comprimentos de onda de absorcdo e as
respectivas transi¢des eletronicas, representativos de cada tipo de estrutura.

Finalmente, a determinacdo da estrutura secundaria média pode ser realizada
entdo por comparagdo dos espectros de CD de uma dada amostra com espectros de
padrdes de estrutura secundéria conhecida e a quantificacdo do contetido de estruturacdo
pode ser realizada por meio de calculos de desconvolucdo. Nestes calculos ¢
considerado que o espectro de CD do peptideo seja uma combinagao linear de diferentes
espectros.

Portanto, as informagdes obtidas por CD facilitam a obtengdo das condi¢des
ideais para a realizacdo de um experimento de RMN, pois, indicam as preferéncias

conformacionais do peptideo em um dado sistema.
1.6 Ressoniancia Magnética Nuclear

Nas ultimas duas décadas, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) surgiu
como uma ferramenta indispensdvel para a elucidagdo estrutural de moléculas
bioldgicas em solug¢do, particularmente proteinas e peptideos (Wiithrich, 1986;
Cavanagh, 1996; Cavanagh et al., 2006). Isto se deve a versatilidade na obtengdo de
dados nos mais diversos meios, além do fornecimento de informacdes de dinamicas
estruturais, bem como de estados de agregacdo e reatividade de sitios especificos. Os
primeiros trabalhos com estudos de RMN para a obten¢do de estruturas tridimensionais
de biomacromoléculas surgem no inicio da década de 1980 com a determinagdo
estrutural do glucagon (Braun et al., 1981) e o estudo conformacional de uma

insetotoxina de escorpido em solucdo aquosa (Arseniev ef al., 1984). Posteriormente,

16



foram realizadas a elucidacdo estrutural da al-purotionina, com resultados similares a
obtida por difracdo de raios-X (Clore et al., 1986), e a determinagao do inibidor
peptidase ITA (Williamson et al., 1985).

A partir de meados da década de 1980, verificou-se o uso crescente de RMN em
duas dimensdes (RMN 2D) na andlise tridimensional de biomacromoléculas. Apesar de
a conversao de dados obtidos dos mapas de contornos de RMN em informagoes
estruturais ndo ser um procedimento trivial, o uso de métodos computacionais,
incluindo refinamentos baseados em simulacdes teodricas, tem sido uma ferramenta
importante nesses estudos. Tais métodos tiveram maiores aceitacdes apods a
determinagdo estrutural do tendamistato por RMN (Kline et al., 1986), com resultados
similares aos obtidos por difragdo de raios-X (Pflugrath er al., 1986). Nessa mesma
época, Wiithrich introduziu a metodologia de atribuicdo sequencial, baseada na
identificacdo de sistemas unicos de spin em cadeias polipeptidicas e de acidos nucléicos
(Wiithrich, 1986). Por esta metodologia pode-se sistematizar a obtengao de informacgoes
estruturais dos mapas de contornos de RMN 2D. Desde entdo, a espectroscopia de RMN
e sua aplicacdo aos estudos de biomacromoléculas desenvolveram-se
consideravelmente, obtendo-se espectros em aparelhos de alto campo, propiciando
resolucdo elevada e mapas de contornos multidimensionais com pouca ou nenhuma
sobreposi¢do de sinais.

Atualmente, uma crescente diversificagdo de técnicas de RMN combinadas a
métodos computacionais tem sido verificada para a determinagdo estrutural de
biomacromoléculas, justificando uma revisdo dos seus usos em andlises
configuracionais (e.g. presenca de D-aminoacidos ou de ligagdes peptidicas com
configuracdo sin) e conformacionais. As principais técnicas bi-dimensionais e
metodologias da RMN na determinacao estrutural de peptideos estdo descritas nesta

secao.

1.6.1 RMN bi-dimensional: TOCSY e NOESY

Uma caracteristica fundamental explorada pela espectroscopia de RMN ¢ o fato
de que os momentos magnéticos de nucleos individuais interagem com pequenos
campos magnéticos criados pelos spins de nucleos proximos. Este tipo de interagao
spin-spin pode ser usado para correlacionar nicleos diferentes em uma molécula (Figura
1.12A, p.18). Os nucleos de uma molécula podem interagir via ligagdo quimica ou

I3 A . . ~ ’ . 1 1
através do espago. A transferéncia de magnetizagdo para um nucleo de spin % (‘H, "°C,
PN lo) via ligagdo quimi 1 issio de polarizagio d

, por exemplo) via ligagdo quimica ocorre pela transmissdo de polarizagdo dos
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elétrons envolvidos nas ligagdes, sendo um fendmeno conhecido como acoplamento
spin-spin ou acoplamento escalar J. O outro tipo de transferéncia de magnetizacao
ocorre pelo espaco, sendo conhecido como acoplamento dipolar DD e sua acdo na
relaxagdo molecular ¢ a base para o efeito nuclear Overhauser (nOe) (Figura 1.12B), o
qual permite estimar distdncias entre nuicleos de hidrogénio. A andlise detalhada de
espectros de peptideos e proteinas estd baseada nas correlagdes via ligacdo quimica e

naquelas através do espaco (Cavanagh et al., 2000).

(A) ! (B) m
H\ /H
H-=-—>CH /CH—CH
AMWWMCH, CHovwwwww AMWWMCH, CHovwwwww

Figura 1.12 - Representacao das transferéncias de magnetizacio por ligacido
quimica e pelo espaco. (A) Interacao spin-spin pela transmissao de polarizagdo dos
elétrons envolvidos na liga¢do. (B) nOe - Interagdo direta pelo espago entre nucleos de
hidrogénio. As setas indicam o caminho da transferéncia de magnetizagao.

As correlagdes spin-spin sdo usadas para a identificagdo de um grupo de spins
individuais em um sistema de spins. Experimentos COSY (Correlation Spectroscopy,
Figura 1.13A) e TOCSY (Total Correlation SpectroscopY, Figura 1.13B) sdo exemplos
de técnicas que correlacionam nucleos diferentes via acoplamento J (Aue et al., 1976;

Wider e Wiithrich, 1999).

(A) | | (B) : |
| 1 ‘ I_‘_. -4
I I Hali ; | ! I Hi)
| 1 ! H I ! |
| | i I 1 |
| | A N | (I © A
i ] : PH ) L ] & E L 1: : H.4) o
S 1@ FH i+1) : ''''''''''''''''''''' e 3 - o )
| 77 Hygin) T M e
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I } I | (I
1 \ ' i ' '
| e 2 * A IS o4 |
' Hivr) ! Hgivr) 1
' | § i I I § | 18
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__________ L I I.IA* ;
Hy(i+1) | | Hyti+1) | :r '
| s HL I3 [oppm | 9 HE I3 |0 ppm
& de H amidicos (H":II ddeH, : & de H de cadeias laterais & de H amidicos (Hy)! ddeH, I & de H de cadeias laterais
Figura 1.13 - Exemplos de experimentos bidimensionais de RMN para

determinacio de sistemas de spin de residuos de aminoacidos. (A) COSY e (B)
TOCSY. Os pontos em azul e vermelho representam correlagdes intra-residuais de
diferentes residuos de aminoécidos.
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Uma caracteristica importante destes experimentos ¢ a possibilidade de verificar
a interacdo entre diferentes tipos de nucleos. Assim, muitos experimentos de RMN com
macromoléculas bioldgicas utilizam-se das técnicas 2D-COSY ou 2D-TOCSY
(Figura 13, p. 18) para obter os padrdes de sistemas de spins de cada residuo de
aminoacido na molécula, ou seja, correlagdes intra-residuais.

As correlagdes no espago constituem a base para informagao geométrica exigida
para determinar a estrutura de uma macromolécula e sdo obtidas através da medida do
efeito nuclear Overhauser (nOe) (Wider e Wiithrich, 1999). Os nOes sao detectados para
pares de atomos de hidrogénio separados no espago por distancias maximas de 5 A.
Experimentos de RMN dependentes do nOe sdo denominados NOESY, acrénomo de
nOe SpectroscopY (Kumar et al., 1980). Em contraste com as informagdes obtidas pelas
experiéncias de COSY ou TOCSY, os nucleos envolvidos nas correlagdes de nOes
podem pertencer a residuos de aminoacidos distantes ao longo do esqueleto primario do
peptideo ou da proteina (interagdes inter-residuais), mas nao no espago. Na Figura 1.14
¢ possivel observar um esquema do mapa de contornos NOESY, no qual sdo mostradas

as correlacoes intra-residuais (circulos s6lidos) e inter-residuais (simbolos vazados).
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i : . : ' Regiao caracteristica de
! @ - : ] : 1 interactes inter-residuais entre
@i T~ S | Freete T hidrogénios @ (H,) e
; | ! o | | hidrogénios amidicos (Hy}
@ Bile
i ’———E———f———i---’--& ------- I Regido caracteristica de interacBes
i ! st : ! 1 inter-residuais entre hidrogénios
5 i . : e : a(H,) e hidrogénios S(H 2
i ) H )-- e : ....... ]
.‘ e o LSS |
i . T : | :
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Figura 1.14 - Exemplo de um experimento bidimensional dependente do Efeito
Nuclear Overhauser — NOESY. Os circulos cheios representam nOes intra-residuais e
os circulos vazados nOes inter-residuais.
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As regides coloridas do mapa de contornos da Figura 1.14 (p. 19) representam
regides caracteristicas de interagdes inter-residuais entre nucleos de 'H de estruturas o-
helicoidais, as quais serdo detalhadas no proximo subitem (Figura 1.15). O método de
RMN para determinagdo de estrutura terciaria de proteinas ou peptideos ¢ baseado em
uma rede densa de limites de distancias derivados de nOes entre atomos de hidrogénio

espacialmente proximos na molécula (Wiithrich, 1986).
1.6.2 Assinalamento sequencial de peptideos e proteinas

O método de atribuigdo sequencial proposto por Kurt Wiithrich (1986) combina
espectros bidimensionais correlacionados para obter mapas de conectividades intra e
inter-residuais de hidrogénios”. Os mapas de contornos 2D-COSY ou 2D-TOCSY
permitem obter conectividades através das ligagdes (acoplamento J) em um unico
residuo (intra-residuais, como por exemplo o acoplamento *J Ha-C-N-H, ver

Figura 1.15A), identificando o sistema de spin de cada residuo na sequéncia peptidica.

N

A) C o)

N-Terminal LN/Y C \ C-Terminal

C C—N
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® dy(iiit3)
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|i+1 N EY |i+2 ] i+3 |i+3 || i+a
C—C—N—C—C—N—C—C—N
| | I |
H H H H H H

N4

Figura 1.15 - Representacio de nQes tipicos de estrutura secundaria em a-hélice.
(A) Possiveis interagdes entre nucleos de hidrogénios intra-residuais ¢ (B) inter-
residuais.

No experimento 2D-NOESY, obtém-se as conectividades através do espaco
(acoplamento dipolar) ndo apenas no mesmo residuo mas, também, em residuos
consecutivos ou, até mesmo, separados por mais de uma ligagdo peptidica, desde que
espacialmente proximos (Figura 1.15B). Desta forma, o mapa de contornos 2D-NOESY

permite identificar o vizinho mais préximo de um dado residuo na sequéncia e,
20
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consequentemente, fazer a atribuicdo de deslocamentos quimicos para toda a sequéncia

peptidica.
1.6.3 Obtencao de estruturas tridimensionais

Geralmente, os resultados obtidos por RMN ndo podem ser usados de forma
direta na determinagdo das estruturas secunddria e terciiria de peptideos e proteinas.
Normalmente, estes dados sdo convertidos em restricdes geométricas conformacionais
e, assim, usados para o calculo das estruturas (Wiithrich, 1986; Cavanagh et al., 20006).
O célculo de estruturas tridimensionais de peptideos e proteinas frequentemente envolve
trés tipos de restricdes: restri¢cdes de distancia, restri¢des de dngulos diedros (ou angulos
de torcao) e restrigdes conformacionais.

As restri¢des de distancia podem ser obtidas de mapas de contornos NOESY ou
2D-COSY. No primeiro, as restricoes sdo derivadas de nOes. A transferéncia de
magnetizacdo ocorre através do espago, devido a interagdo de dois nucleos entre si,
mesmo que eles estejam distantes na estrutura primaria da molécula. A intensidade, ou
volume ¥ do sinal de nOe ¢ dependente do valor médio da sexta poténcia do inverso da
distancia r;; entre os dois nucleos 7 e j que interagem entre si, multiplicado por um fator
/(7.), que leva em conta efeitos globais e movimentos internos da molécula, conforme

apresentado na Equacao 1.3.

V={r" f(z) (1.3)

Estas correlagcdes (nOes) sdo classificadas de acordo com suas intensidades,
como fracas, médias ou fortes, correspondendo as distdncias espaciais entre ntleos de
hidrogénios, respectivamente de 3,5 a 5,0 A, de2,5a3,5 Aede 1,5a2,5 A (Markley et
al., 1998). Embora a classificacdo seja semi-quantitativa, estes valores de distidncias
refletem melhor a dindmica das moléculas, além de evitar erros de integracdo dos sinais
sobrepostos nos espectros (Nabuurs et al., 2004).

As restrigoes de distancias derivadas de ligacdo de hidrogénio podem ser obtidas
a partir de constantes de acoplamento >Jyy; provenientes de espectros 2D-COSY e, em
especial, de restricoes de distancias sequenciais ¢ de médio alcance (Guentert, 1998a).
As restrigdes consistem em estipular valores maximos e médios de distancia de forma
que os atomos envolvidos nesse tipo de interagdo (4tomo doador de elétrons e
hidrogénio receptor de elétrons) tenham entre si distdncias consideradas 6timas para a

ligagio de hidrogénio (entre 1,8 e 2,0 A). Essa relacdo ¢ ilustrada na Figura 1.16A
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(p. 22), que representa a situagdo mais utilizada em calculos estruturais, em que sdo
determinadas as restri¢des entre o hidrogénio amidico da ligacao peptidica e o oxigénio
de uma carbonila porém pertencente a outro residuo de aminodcido. Nas estruturas em
a-hélice sdo comumente observadas ligacdes de hidrogénio inter-residuais na cadeia
principal dos tipos i-i+3,i-i+4 (mais comuns) e i-i+5, entre hidrogénios amidicos e

oxigénios carbonilicos, conforme mostrado na Figura 1.16B.

(A) (B)

" p H
1,8 A<dgy<20A 7
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Figura 1.16 — Restricdoes de distincias derivadas de ligacdo de hidrogénio. (A)
Limites de valores de distancia para as restri¢cdes de ligagdo de hidrogénio. (B) Estrutura
a-hélice determinada inequivocamente, com representacdo, em tubo amarelo, das trés
restrigdes de ligacdo de hidrogénio encontradas para essa molécula. Figura adaptada de
Nabuurs (2004).

Nas restricdes de angulos diedros, as distdncias interatdmicas, assim como 0s
angulos ¢ e y, podem ter também seus valores restritos, com base em dados advindos de
experimentos de RMN. Tradicionalmente, utilizam-se valores de constante de
acoplamento escalar do tipo *J, que podem ser convertidos em valores angulares por

meio da relacdo de Karplus (1959), descrita na Equagao 1.4:

J(0)= Acos® @+ BcosO+C (1.4)

em que € descreve o angulo diedro entre os quatro atomos envolvidos (Figura 1.10, p.
15) e os trés parametros 4, B ¢ C foram determinados empiricamente, utilizando-se
modelos de estruturas provenientes de experimentos de difra¢do de raios-X.

Os valores de °J sdo obtidos normalmente por experimentos de RMN de 'H
unidimensionais e, quando hé resolug¢do espectral suficiente, por DQF-COSY, TQF-
COSY e E.COSY (Griesinger et al., 1985; Mujeeb et al., 1999), além do experimento
COSY sensivel a fase (Delaglio ef al., 2001). Entretanto, experimentos de RMN de 'H
unidimensionais sdo muitas vezes inviaveis, devido a grande sobreposicdo de sinais,
enquanto que os experimentos DQF-COSY, TQF-COSY e E.COSY ndo costumam
fornecer resultados satisfatorios, em especial quando se trabalha com macromoléculas
com abundancia isotopica natural ou quando as correlagcdes cruzadas ndo exibem

estrutura fina e a maior parte das diagonais dos multipletos se sobrepde (Delaglio et al.,
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2001). Além disso, a conversdo desses dados em restricdes deve ser feita de forma
manual, sem levar em consideragdo a imprecisao do experimento, devido a falta de
algoritmos para realizar esse tipo de conversdo. No caso do COSY sensivel a fase, ¢
possivel realizar a conversio dos valores de constante de acoplamento *J em restri¢des,
mas os diversos tratamentos que devem ser dispensados ao espectro para que se
extraiam as restrigdes tornam essa técnica um tanto proibitiva e pouco utilizada.

As restrigdes angulares podem, no entanto, ser obtidas por meio de valores de
deslocamento quimico dos atomos pertencentes a cadeia principal do peptideo ou
proteina em estudo. Para isto sdo utilizados os programas TALOS (Cornilescu et al.,
1999) e sua versao mais recente TALOS+ (Shen et al., 2009). Ambos os programas
baseiam-se no fato de que os valores de deslocamento quimico sdo grandezas
extremamente sensiveis ao ambiente quimico em que se encontra o ntcleo (Wishart et
al., 1992; Vranken e Rieping, 2009). Assim sendo, combinagdes dos angulos diedros y e
@ contribuem significativamente para os valores de deslocamento quimico dos atomos
que compdem a cadeia principal da biomolécula. Esses programas fazem uso de uma
base de dados de deslocamentos quimicos de dtomos de intimeras estruturas de alta
resolucdo e, utilizando diversos calculos e tratamentos estatisticos, determinam com
precisao significativa as restri¢des angulares.

As restricdes conformacionais descritas até agora foram restricoes a curta
distancia. Elas sdo de grande importidncia na andlise conformacional de proteinas
globulosas e peptideos de massas moleculares baixas. No caso de peptideos ou proteinas
com disposigdes espaciais relativamente menos globulares, informagdes sobre restrigdes
conformacionais de longas distancias envolvendo principalmente suas extremidades
devem ser consideradas na andalise conformacional (Clore ef al., 1999). O acoplamento
dipolar entre nticleos pode ser usado para a obteng@o de informagdes sobre estruturas de
moléculas em liquidos, pois permite inferir sobre interacdes a longa distancia que
dependem tanto da distancia entre dipolos magnéticos quanto de suas orientagdes em
relacdo ao campo magnético externo By. Em solucdes isotropicas, a dependéncia do
acoplamento dipolar em relagdo a By ¢ anulada, devido ao fato de as amostras
solubilizadas ndo adquirirem ordenacdo em razdo da rotagdo das moléculas e do
movimento browniano (Lipsitz e Tjandra, 2004).

Por outro lado, biomacromoléculas sob a forma cristalina apresentam restri¢cdes de
movimento e alinhamento total dos vetores dipolo magnético em um campo By,
resultando em acoplamentos dipolares muito grandes, a ponto de interferirem na analise

de RMN. Portanto, em solugdes isotropicas e na forma cristalina, torna-se usualmente
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dificil a medida do acoplamento dipolar. Entretanto, amostras podem ser ordenadas em
meios liquidos fracamente orientados como cristais liquidos e bicelas, fornecendo
acoplamentos dipolares pequenos e mensuraveis, que sdo denominados de acoplamentos
dipolares residuais (RDC). Esse acoplamento estd relacionado a colisdo entre moléculas
da amostra ¢ do solvente, resultando em uma ordenacdo minima ¢ RDC mensuravel
(Tjandra e Bax, 1997). Os RDCs podem ser medidos através dos mapas de contornos
PN - "H HSQC ou "’C - "H HSQC sem desacoplamento na dimensdo do nitrogénio ou

carbono, respectivamente. A Figura 1.17 apresenta exemplos para "N - 'H HSQC.
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Figura 1.17 — Exemplo de mapas de contornos HSQC para determinacio de RDC.
(a) desacoplado em ambas as dimensdes, com desdobramentos ’N-'H nio observados;
(b) sem desacoplamento na dimensdo "°N, em solugdo isotropica, com desdobramentos
"N-'H iguais ao acoplamento escalar "N-"H (~92 Hz); (c) sem desacoplamento na
dimensao ISN, meio parcialmente orientador, desdobramentos "N-'H somados aos
RDCs.

Apods a obtencdo das restrigdes conformacionais a partir dos dados de RMN,
modelos de estrutura tridimensional deverdo ser obtidos a partir dos dados coletados.
Existem diversas metodologias de calculo e, dentre elas, destacam-se como as mais
importantes o calculo em geometria de distancias (Braun ef al., 1981; Havel e Wiithrich,
1984), o calculo por fungdes-alvo variaveis (Braun e Go, 1985) e o arrefecimento
simulado, também conhecido pela expressdo em inglés simulated annealing (SA)
(Nilges et al., 1988; Brunger et al., 1997). Embora, as duas primeiras técnicas citadas
sejam ainda utilizadas, o método de arrefecimento simulado ¢ atualmente o mais
empregado no calculo de estruturas a partir de dados de RMN.

O SA consiste em um procedimento de minimizagdo de energia por dindmica
molecular. O método ¢ baseado em uma técnica comum em metalurgia para preparo de
estruturas metalicas mais estaveis através de um aquecimento rapido do metal e,
subsequentemente, resfriamento lento e controlado. No estudo de biomacromoléculas,
essa variacdo de temperatura ¢ simulada teoricamente, mostrando-se bastante eficiente

para a obtencdo de estruturas estaveis (Brunger et al., 1990). A Figura 1.18 mostra
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esquematicamente as mudangas de conformagao sofridas durante uma simulagao de SA.
Como resultado, seria esperada a obten¢dao de geometrias com energias proximas a do

minimo global das estruturas estudadas (Nilges ef al., 1988).
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Menor energia resfriamento controlado

Figura 1.18 - Representacido das mudancas sofridas por uma molécula durante o
processo de calculo por arrefecimento simulado. (A) na conformacdo e (B) na
energia (Nilges, 2001).

Apesar de o arrefecimento simulado ser bastante eficiente e rapido na busca de
minimos locais, todo o calculo estrutural é feito considerando o sistema no vacuo, ou
seja, sem considerar efeito algum do solvente. Isso pode resultar em estruturas de baixa
energia, mas que ndo condizem com o sistema real. Para contornar isso, ¢ recomendéavel

analisar detalhadamente parametros de qualidade estrutural e realizar refinamentos na

presenca de moléculas de solventes.
1.7 Titulagdo calorimétrica

A calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) ¢ uma das técnicas mais
empregadas para descrigdo termodinamica de diferentes sistemas biomoleculares.
Assim como o CD e a RMN, a calorimetria de titulagdo isotérmica permite o estudo em
ambientes muito similares ao de membranas biologicas, como vesiculas de bicamadas
fosfolipidicas (Hiemenz e Rajagopalan, 1997; Seelig, 2004). Durante as ultimas
décadas, esta técnica tem se tornado muito popular no estudo de todos os tipos de
interacdo, incluindo interagdes proteina-ligante e peptideo-ligante. O crescente uso desta
técnica pode ser atribuido principalmente a trés fatores. Primeiramente, o
desenvolvimento de calorimetros de alta-sensibilidade que permite a medida de
interacdes em concentracdes na ordem de micromolar (Wiseman et al., 1989). Segundo,

o fato de que os processos quimicos e fisicos ocorrem por absor¢dao ou liberagdo de
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calor, podendo ser monitorados diretamente por estes fendmenos sem o emprego de
espectroscopia especifica ou de marcagdes isotopicas (Turnbull e Daranas, 2003). E, por
ultimo, a capacidade de propiciar a medida da entalpia de interagdo (AH") do sistema.

Por meio da técnica ITC pode-se obter a isoterma de interagdo, possibilitando
uma completa descricdo termodindmica do sistema com a obtengdo de parametros
termodindmicos como AH’, AG® ¢ AS’. Tais pardmetros podem resultar em informacdes
como constantes de interagao (K) ou, até mesmo, fornecer evidéncias sobre o
mecanismo de intera¢do do sistema em estudo.

Um equipamento moderno de ITC ¢ composto por uma célula de medida e outra
de referéncia, sendo ambas com o volume de aproximadamente 1 mL. O titulado fica
contido na célula de medida, enquanto que o titulante ¢ injetado automaticamente nesta
célula por uma micro-seringa, a qual também atua simultaneamente como um agitador
mecanico homogeneizando o sistema na célula de medida. Cada volume de inje¢do da
seringa pode variar entre 1 a 30 pL. O calor absorvido ou liberado pela interacdo ¢
medido empregando-se um sistema de resposta eletronico (eletronic feedback system),
que mantém as células de medida e referéncia sempre a uma mesma temperatura. A
célula de referéncia ¢ sempre mantida sob um pequeno aquecimento constante, o que
mantém também a temperatura constante, enquanto que, na célula de medida, o fluxo de
aquecimento ¢ ajustado a cada inje¢do para corrigir a diferenca de temperatura entre as
duas células. Portanto, em uma reacdo exotérmica que leva a um aumento de
temperatura da célula de medida, o fluxo de calor desta ¢ reduzido para manter
constante a temperatura do sistema. A Figura 1.19 mostra a variacdo do fluxo de calor
em fung¢do do tempo em uma titulagao calorimétrica para um processo exotérmico.
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Figura 1.19 - Fluxo de Calor em funcio do tempo para uma Titulacio
Calorimétrica de um processo exotérmico.
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Cada inje¢ao de titulante produz uma liberagdo de calor no sistema gerando uma
diminui¢do no fluxo de calor do equipamento durante um intervalo de tempo
compreendido entre tli e tzi, retornando a temperatura da célula de reacdo antes da
préxima inje¢do. No caso de uma reagdo endotérmica, o sistema requer um aumento no
fluxo de calor para compensar a diminui¢do da temperatura do mesmo (Hiemenz et al.,
1997). Assim sendo, o sinal medido pelo instrumento ¢ justamente esta variagdo do
fluxo de calor a cada inje¢do, o qual ¢ sensivel o bastante para detectar medidas de calor
de reacdo de aproximadamente 1 pcal, o que corresponde a uma detecg¢do de variagdo de
temperatura da ordem de 10° K (Wiseman et al., 1989). O tempo necessario para
restauracdo do equilibrio de temperatura entre as células esta na faixa de 4 a 10 min.
Apoés este intervalo, uma nova injecdo ¢ realizada. Um experimento padrdo com
objetivo de medir interagdes ¢ realizado com dez a cinquenta inje¢des, podendo durar de
40 a 500 min.

O calor envolvido em cada perturbagdo pode ser determinado pela integragao
numérica de cada pico no intervalo de tempo ¢’; - ¢'; que deve ser padronizado em cada
experimento (Turnbull e Daranas, 2003). A Equagao 1.5 que descreve o sistema, define
a entalpia molar de complexagdo A.,.,,H a pressdo constante, onde X é a quantidade
molar do titulante e 0, o calor medido a pressdo constante.

t2i
A H = (%] = [ Far (1.5)
d[X]tot P tli

Um grafico que exemplifica o procedimento completo da titulagdo ¢ mostrado

na Figura 1.20, relacionando A, H’ e a razdo molar do titulado.
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Figura 1.20 - Grafico qualitativo de um experimento calorimétrico onde uma
substincia titulada possui um sitio de complexacio. Figura retirada e adaptada de
Wiseman (1989).
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No estudo termodindmico por ITC para interagdo entre peptideo e lipideo,
normalmente, dois experimentos diferentes podem ser realizados por um equipamento
de ITC para se obter a entalpia da rea¢do e a isoterma de ligagdo (Seelig, 2004). A
entalpia de reagdo AH’ pode ser obtida através de um tUnico experimento, no qual a
célula do calorimetro contém a suspensdo de vesiculas de lipideos, normalmente na
faixa de concentracdo entre 10 ¢ 20 mmol.L™'. Neste mesmo experimento, uma solugao
do peptideo com um fator de diluicdo entre 100 e 200 em relacdo a concentracido de
lipideo ¢ colocada na seringa do calorimetro e pequenas aliquotas (5-10 pL) sdo
adicionadas a suspensdo em intervalos de tempo fixos. A razdo molar lipideo-peptideo
na célula de reagdo encontra-se entdo na ordem de 10.000. Quando a afinidade entre
lipideo e peptideo ¢é suficientemente forte, pode-se considerar que todo o peptideo
injetado estard completamente ligado as vesiculas. Um experimento deste tipo foi
realizado no estudo da interacdo do peptideo antimicrobiano mangainina 2 (M2a) com
vesiculas unilamelares pequenas (SUVs) de 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina (POPC)
(Wieprecht et al., 1999). O resultado da titulacio de M2a em POPC-SUVs pode ser
observado na Figura 1.21A. A Figura 1.21B mostra os calores de cada injeg¢ao obtidos a
partir da integracdo dos tracos calorimétricos. A entalpia de interacio AH’ pode ser

calculada dividindo-se o calor de inje¢ao pela quantidade molar de peptideo injetado.
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Figura 1.21 - Titulacio calorimétrica de POPC SUVs (20 mmol.L'l) com soluciio de
M2a (200 umol.L'l) a 15°C. (A) Tracos calorimétricos de cada injecdo. (B) Calores de
reacdo obtidos da integracdo de cada trago calorimétrico. Figura retirada e adaptada de
Wieprecht (1999).
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O experimento inverso pode ser realizado para a obtencdo de uma isoterma da
interacao peptideo/lipideo. Neste caso, peptideo e lipideo sao dispostos inversamente no
calorimetro, de forma que a célula de rea¢do seja preenchida com uma solugdo do
peptideo (6-40 uM) enquanto que a suspensdo do lipideo fica contida na seringa de
injecdo do calorimetro (1-40 mM). Assim, apds cada injecdo de uma pequena aliquota
de lipideo, a concentracdo de peptideo livre em solugdo diminui devido a interacao deste
com as vesiculas. Assim sendo, um aumento do nimero de inje¢des reduz a quantidade
de moléculas de peptideo livres na solugdo e o calor de injecdo também diminuird. O
resultado deste processo ¢ uma isoterma de interacdo caracterizada por uma curva que
apresenta diferentes valores de calor de inje¢do e que diminuem até um patamar,
permanecendo entdo, constantes. A Figura 1.22 mostra o resultado da titulacdo de
suspensdo de POPC SUVs em 6 pmol.L" de um analogo da mangainina I°V*W"T"1"
M?2a (Wieprecht et al., 1999).
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Figura 1.22 - Titulacdo calorimétrica de I°V’'W"T"I' M2a (6 pmol.L") com
POPC SUVs (38 mmol.L™) a 15 °C. (A) Tragos calorimétricos e (B) Calor de reacio
em fun¢do do niimero de injecdes. Figura retirada e adaptada de Wieprecht (1999).

O modelo matematico mais comum utilizado para descrever as isotermas de
titulagdo calorimétricas ¢ denominado de Isoterma de Wiseman (Wiseman et al., 1989),

Equacao 1.6.

- X, —
Ammsz( a9 j = A, HVo 1, k7 (1.6)
d[ X1, ), 2 )+ X, -r)-4X,

fot
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Esta equagdo descreve uma curva sigmoide (Figura 1.20, p. 27) e relaciona a

entalpia molar parcial de complexacao (A, _H = dQ/d[X]) a pressdo constante, com a

comp
razao molar de titulante (X) e do titulado (M) (Xz = [X]¢/[M];) a qualquer ponto durante
o curso da titulacdo (Rekharsky et al., 2002). O pardmetro r ¢ uma variavel de
composigdo (r = 1/[M].K.,) e os parametros A, H’, V) e K., sdo respectivamente a
entalpia molar padrao de complexagdo, volume efetivo da solucdo na cela de titulacdo e
constante de equilibrio.

Na Figura 1.20 (p. 27) o ponto de inflexdo da curva ¢ numericamente igual ao
coeficiente estequiométrico n do sistema.

Com o valor de K, obtido pelo ajuste dos pontos a Isoterma de Wiseman, ¢é
possivel calcular a variagdo da energia-livre de Gibbs padrdo do processo AG® por meio
da Equagédo 1.7 (Atkins, 1998). Com o valor de 4;,H° obtido pelo tratamento descrito

acima e pelo uso da Equacgdo 1.8 (Atkins, 1998), calcula-se o termo entropico.
AG®° =-RTInK,, (1.7)
AG° = AH’ —TAS’ (1.8)

A calorimetria de titulag@o isotérmica tem se mostrado extremamente Util para
fornecer pardmetros termodindmicos no estudo de interagdes peptideo-membrana. Um
estudo termodinamico completo de uma reacdo ¢ descrito normalmente pela energia-
livre de Gibbs AG®, entalpia AH’, entropia da reacdo AS® e pela variacio da capacidade
de calor AC,. No estudo da interacdo ou reagdo entre dois sistemas distintos por ITC,
cuja interagdo seja significativa a ponto de ser detectada pelo equipamento, todos os
pardmetros termodindmicos anteriormente descritos sdo obtidos e propiciam
informagdes de forgas diretoras da reagdo. Além disso, a calorimetria de titulagdo
isotérmica tem sido empregada atualmente no estudo de processos secundarios da
interagdo peptideo-membrana como: permeabilizagdo de membrana por peptideo,
associagdo de peptideos induzida por membranas, mudangas de fase de lipideos, reagao
de protonagao na superficie da membrana e trocas conformacionais de peptideos (Deber

et al., 2002; Seelig, 2004).
1.8 Espalhamento de luz dinimico

O espalhamento de luz dindmico (DLS) é uma das técnicas mais empregadas
para determinacao de tamanho de particulas. Atualmente, a DLS vem sendo empregada

também no estudo do efeito de peptideos sobre o tamanho de vesiculas fosfolipidicas

30



(Mendoza-Espinosa et al., 2007).

Através desta técnica, uma radiacdo monocromatica, tal como um laser, incide
sobre particulas dispersas que se encontram em movimento Browniano em um meio
liquido. Neste ambiente, particulas com tamanhos diferentes movem-se também com
velocidades diferentes, de forma que as particulas menores irdo se mover com
velocidade maior do que as particulas grandes, apresentando um coeficiente de difusao
(D) maior. Dessa forma, o coeficiente de difusdo D ¢ inversamente proporcional ao
tamanho das particulas. Para o caso de sistemas formados apenas por particulas
esféricas, com viscosidade 77 definida e sob temperatura constante 7, este coeficiente de
difusdo D ¢ inversamente proporcional ao didmetro hidrodinamico (Dj) das particulas e

pode ser descrito segundo a Equacao de Stokes-Einstein (Equagdo 1.9):

kT
37znD,

(1.9)

Nesta técnica, a radiagdo espalhada pelas particulas apresenta o mesmo
comprimento de onda da irradiacdo incidente (Tanford, 1961). Contudo, a luz espalhada
sofre variacdes na intensidade com o passar do tempo devido a interferéncias
construtivas e destrutivas. Analisando esta variacdo da intensidade de luz espalhada em
um determinado intervalo de tempo, ¢ possivel verificar uma relagdo com o tamanho
das particulas. Em sistemas formados apenas por particulas pequenas, as quais se
movimentam com velocidades maiores, a variacdo da intensidade de luz espalhada
também ¢ maior. Isto ocorre, pois esta velocidade maior das particulas permite que elas
cruzem a janela do detector mais vezes dentro de um mesmo intervalo de tempo (Figura

1.23).

Luz ndo espalhada

Detector

m Intensidade média

Luz espalhada gue chega ao detector

Figura 1.23 — Representacio do processo de espalhamento de luz no equipamento
de DLS. Figura adaptada de Zetasizer Nanoseries (2004).
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Assim sendo, ¢ possivel descrever a variacdo da intensidade de espalhamento
com o tempo através de uma fun¢do de auto-correlagdo temporal G(t), como mostrada
na Equacdo 1.10, onde /(#)) ¢ a intensidade de luz incidente e /(#,) a intensidade de luz

espalhada.
G(r) = (1(1,)1(1,)) (1.10)

Para uma dispersdo de particulas pequenas, observa-se um decaimento mais
rapido na funcdo de auto-correlagio G(¢) do que no caso de dispersdes contendo
particulas grandes (Pecora, 1985; Everett, 1988). Segundo a Equagdo 1.10, a intensidade
de luz espalhada no instante #) ¢ minima e a fun¢do de auto-correlacdo entre as
intensidades de luz tem o valor maximo. Entretanto, ap6s um determinado tempo (z,), as
intensidades de luz espalhada /(z,) e de luz incidente /(#)) ndo possuem mais correlagao
alguma e, dessa forma, a fun¢ao de auto-correlagdo G(?) tende a zero. O decaimento de
G(t) com o tempo ocorre de forma exponencial como pode ser verificado na

Figura 1.24.
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Figura 1.24 - Grafico da variacio do fator de correlacio G em funcio do tempo.
Representacao do decaimento da funcdo de auto-correlagao G(¥).

Para o caso de solugdes de particulas esféricas e monodispersas, G(t) pode ser

representada pela fun¢@o exponencial a seguir (Equagdo 1.11):
G(t)=e™" (1.11)

onde ¢ € o tempo de andlise e I' ¢ a razdo de decaimento da curva exponencial obtida da
fun¢do de auto-correlacdo. Esta razdo de decaimento ¢ diretamente proporcional ao

coeficiente de difusdo translacional D e pode ser dada por:

T = Dg> (1.12)
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onde ¢ ¢ o vetor de onda da luz espalhada, dado por:
q=(4rn/ A,)sen(6/2) (1.13)

onde 77 ¢ o indice de refracdo do meio, 49 € o comprimento de onda da luz incidente e 6
¢ o angulo no qual o detector estd localizado. Atualmente, muitos equipamentos
utilizam-se de softwares que encontram uma curva de decaimento que melhor se ajusta
aos pontos gerados pela funcdo de auto-correlacdo, ou seja, encontram o melhor valor
para I' (Zetasizer, 2003). Uma vez obtido o valor de I, obtém-se os valores de D a partir
das Equacdes 1.12 e 1.13 (p. 31) e, finalmente, o didmetro hidrodinamico médio das

particulas (Dj,) através da equacao de Stokes-Einstein (Equagao 1.9, p. 31).
1.9 Sintese de peptideos

Para os estudos de determinacdo estrutural por RMN de moléculas bioldgicas
(peptideos e proteinas) e analogos (derivados com modifica¢des pontuais) € necessario
sintetiza-las, ja que boa parte das suas fontes naturais apresenta baixa concentragdo
destes compostos (Zasloff, 2002), dificultando o isolamento em quantidades suficientes
para analises. Métodos eficientes de sintese sdo empregados para obtengdo de material
em quantidades adequadas para tal estudo, ou seja, 10 a 100 mg. Dentre estes, destaca-
se a sintese de peptideos em fase solida — SPFS - (Merrifield, 1963) utilizando um
suporte polimérico. A seguir, serdo abordadas as principais caracteristicas da SPFS, que

foi a técnica de sintese empregada neste trabalho.
1.9.1 Sintese organica de peptideos em fase solida

A sintese de peptideos em fase solida (SPFS) foi apresentada a sociedade
cientifica por Merrifield (1963) e resultou em uma grande mudancga nas perspectivas de
sintese de peptideos. O método ¢ atualmente um dos mais utilizados para reproduzir e
criar peptideos e proteinas em laboratdrios de uma maneira sintética. A SPFS permite a
obtengdao de peptideos naturais pouco abundantes e que sdao dificeis de serem
sintetizados em bactérias. Além disso, propicia a incorporagdo de aminoacidos nao
naturais e D-aminodcidos, modificacdes da cadeia principal e de suas extremidades
amino e carboxi-terminais (Amblard et al., 2006).

A SPFS ¢ realizada usando um suporte solido que consiste de pequenos graos,
porosos e insoliveis tanto em solucdo aquosa quanto em solventes organicos. Estes

graos sdo polimeros com grupamentos funcionais que propiciam a ligacdo com o
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peptideo, no qual podem ser construidas as cadeias peptidicas. O peptideo permanece
ligado covalentemente ao suporte polimérico durante toda a sintese e, finalmente, ¢
clivado, usualmente por aciddlise na presenga de seqiiestradores dos carbocations
gerados durante a desprotecdo de grupamentos funcionais das cadeias laterais.

A constru¢do de cadeias peptidicas em suportes solidos insoliveis tem grandes
vantagens: separagao de peptideos intermedidrios de reagentes soluveis, retirada de
solventes por filtragdo simples, lavagem em menor tempo e a capacidade de suportar
condicdes mais agressivas do que as utilizadas na sintese em solu¢do. Muitas destas
operagdes tornam possivel o emprego de excesso de reagente a fim de garantir
rendimentos altos e minimizar perdas fisicas do peptideo, uma vez que este se encontra
preso ao suporte solido durante o processo (Chan e White, 2000). O principio geral de
SPFS estd ilustrado na Figura 1.25 e consiste em ciclos repetidos de formagdo da

ligacdo peptidica (acoplamentos) e desprotecao.
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Figura 1.25 - O principio da sintese de peptideos em fase sélida (SPFS). Em
vermelho estd representado o grupo N-protetor do derivado de aminoacido. Em azul o

grupo protetor de cadeias laterais de derivados de aminoacidos. Figura modificada de
Amblard (20006).
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O peptideo ¢ fixado pelo seu grupo carboxi a um ligante da fase solida (grupo
amino terminal livre, halogénio ou hidroxila) por um derivado de aminoacido N-
protegido. Este aminoacido €, entdo, desprotegido, gerando um novo grupo amino N-
terminal ao qual serd acoplado outro aminoacido. Todos os aminoacidos empregados
nesta sintese possuem as cadeias laterais, quando reativas, também protegidas,
garantindo sua integridade durante toda a sintese da cadeia peptidica. As etapas de
acoplamento e desprote¢ao do grupamento N-terminal sdo repetidas, alternadamente, até
que o peptideo seja obtido, obedecendo a sequéncia desejada. Na etapa final, o peptideo
¢ liberado de seu suporte sélido e os grupos protetores das cadeias laterais também sao
removidos. Geralmente, a resina e os grupos protetores das cadeias laterais sdo
escolhidos de forma que os grupos protetores sejam removidos sob mesmas condigdes
(Chan e White, 2000).

A preocupagao neste tipo de sintese linear ¢ alcangar rendimentos extremamente
altos em cada etapa de acoplamento. Por exemplo, se em cada etapa o rendimento for de
99%, um peptideo de 26 residuos seria sintetizado com 77% de rendimento final
(considerando 100% de rendimento em cada desprote¢do). Entretanto, se em cada etapa
o rendimento for de 95%, o mesmo peptideo seria sintetizado com 25% rendimento.
Assim, deve ser empregado um excesso de aminoacido em cada etapa de acoplamento
para garantir o rendimento maximo e, também, escolher métodos muito eficientes de
ativagdo da carboxila e de formagdo da ligagdo peptidica, assim como uma escolha
apropriada de grupamentos protetores (Montalbetti e Falque, 2005; Isidro-Llobet
et al.,2009). Atualmente, ha duas estratégias mais comumente empregadas para SPFS:
a estratégia Boc e a Fmoc. Na estratégia Boc, ilustrada na Figura 1.26 (p. 36), o
derivado de aminoacido Boc-L-Ser(Bn)-OH (grupo protetor Bn em azul) ¢ ligado a um
suporte polimérico pela formagdo de um éster benzilico com um copolimero
funcionalizado de estireno e divinilbenzeno com grupo hidroximetilfenilacetamidometil
poliestirenol (resina PAM representada em verde na Figura 1.26) (Kent, 1988). Outros
ligantes ou tipos de funcionalizagdo do copolimero podem ser empregados para modular
a labilidade em meio acido da ligacdo entre o peptideo e a resina ou para produzir
peptideos com modificagdes no grupamento carbdxi-terminal (Amblard et al., 2006). A
proxima etapa da sintese ¢ a remog¢ao do grupo protetor da extremidade N-terminal
seguida de neutralizacdo do grupo amino. Nesta técnica, o grupo protetor N-terminal
empregado ¢ o t-butiloxicarbonila (grupamento Boc em vermelho) e sua remocao ¢ feita
em meio acido, empregando-se normalmente solucdo de acido trifluoracético (TFA) em

diclorometano (DCM) ou em N, N-dimetilformamida (DMF).
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As protegdes permanentes dos grupamentos das cadeias laterais reativas
(representados em azul na Figura 1.26) ocorrem mais comumente por derivados do
grupo benzila. Anteriormente, a etapa de acoplamento era realizada com diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC) em DCM sem a pré-ativagdo do derivado de aminoécido de
entrada, mas atualmente ¢ comum o uso de anidridos simétricos pré-formados, ésteres
ativos (e.g. ativagdo com 1-hidroxibenzotriazol ou reagentes derivados deste) em DMF
ou em N-metilpirrolidona (NMP) em DMF (Stewart, 1976). A liberagdo do peptideo da
resina e a desprotecao dos grupos protetores das cadeias laterais sdo conduzidas também
em meio acido, porém em condi¢des mais agressivas como, por exemplo, fluoreto de

hidrogénio anidro.
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Figura 1.26 - Sintese de peptideos em fase sdlida — Metodologia de Merrifield
(Merrifield, 1963).
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A outra metodologia de sintese em fase solida que, inclusive, foi empregada
neste trabalho, envolve o uso de 9-fluorenil-metiloxicarbonila (Fmoc) como protetor do
grupo amino. A Figura 1.27 ilustra este método, o qual se inicia com a ligagdo do
derivado de aminoacido Fmoc-L-Ser(#-Bu)-OH (grupo protetor #~-Bu em azul) ao suporte
solido. A proxima etapa da sintese envolve a desprote¢ao do grupo Fmoc, indicado em

vermelho na Figura 1.27.
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Figura 1.27 - Sintese de peptideos em fase sdlida — Estratégia Fmoc. Figura
modificada de Amblard (2006).

A simples troca do grupo protetor N-terminal de Boc para Fmoc proporciona
consideraveis vantagens a sintese em fase sélida. Ao contrario do método de Merrifield,
o qual utiliza um regime de aciddlise graduado para conseguir a seletividade na
remog¢ao da prote¢do temporaria e permanente, o uso do grupo Fmoc estipula uma
estratégia de remogdo de grupos protetores em meios completamente diferentes
(Carpino e Han, 1972). Enquanto o grupo Fmoc ¢ removido facilmente em meio basico,
todos os demais grupos protetores (representados em azul na Figura 1.27) sdo
removidos em meio acido. Dessa forma, a remocao dos grupos protetores temporarios e

permanentes ocorre por mecanismos quimicos completamente diferentes. Grupos
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protetores das cadeias laterais e as resinas podem ser empregados de forma que as
condigdes de remogdo sejam mais moderadas do que as utilizadas no método original de
Merrifield, pois nenhuma etapa de acidolise ¢ necessaria durante a sintese do peptideo.
Na pratica, sdo usados normalmente grupos ¢-butila e tritila para prote¢do das cadeias
laterais e alcoxibenzila para fixagdo do peptideo a resina, pois todos estes grupos podem
ser removidos com o emprego de TFA. Este ultimo reagente ¢ também um excelente
solvente para peptideos, sendo o mais utilizado. Além disso, pode ser removido por
evaporagdo simples, o que € conveniente para a reagao de clivagem.

A facilidade com a qual o método pode ser adaptado para a sintese de muitos
peptideos ¢, indubitavelmente, a razao para o largo uso do método Fmoc/s-butila
(Figura 1.27, p. 37). Outra vantagem ¢ que a estratégia Fmoc ndo exige uma
instrumentagdo especial para a etapa de clivagem e desprotecdo das cadeias laterais
como ocorre na estratégia Boc, na qual se utiliza o fluoreto de hidrogénio.

Sintetizadores automatizados estdo disponiveis para ambas as técnicas,
entretanto muitos grupos de pesquisa continuam executando SPFS manualmente. A
limitacdo da SPFS surge quando se propdem sinteses de peptideos e proteinas com
numeros de residuos de aminoacidos superiores a sessenta ou quando se depara com
uma sequéncia de sintese dificil, usualmente por apresentar tendéncias agregantes.

Nestes casos, sdo necessarias sinteses convergentes (Chan e White, 2000).
1.9.2 Peptideos diméricos - Formaciao de ligacio de dissulfeto

Muitas proteinas e peptideos, tais como enzimas, fatores de crescimento,
hormonios ou toxinas, exercem sua funcao fora das células das quais foram segregados.
Em ambientes extracelulares frequentemente agressivos, hd varios mecanismos que
impedem a desnaturagdo e a hidrolise de peptideos e proteinas por agdo de peptidases.
Dentre esses mecanismos sobressaem-se a formacdo de ligagdo de dissulfeto e a
glicosilagdo, que servem como protecoes da molécula frente a peptidases e agentes
desnaturantes. Ligag¢des dissulfeto introduzem restrigdes conformacionais na cadeia
polipeptidica, melhorando sua estabilidade termodinamica (Bulaj, 2005). Uma maior
estabilidade pode ser traduzida na pratica como uma maior resisténcia as condigdes
ambientais extremas como temperaturas altas, valores extremos de pH, concentragdes
altas de solventes organicos ou, ainda, pelo aumento do tempo de vida de proteinas
(Annis et al., 1997).

As ligacdes de dissulfeto estabilizam as dobras da conformagao e desestabilizam

a conformagdo desnaturada de proteinas, diminuindo a entropia conformacional da
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macromolécula. Apesar de existirem muitos estudos sobre formagdo de ligagdes de
dissulfeto em proteinas (e.g. lisozima de T4, RNases, redutase de di-hidrofolato), o
mecanismo pelo qual dissulfetos afetam estabilidade ainda ndo ¢ bem entendido
(Wedemeyer et al., 2000).

O mecanismo de formacdo de uma ligacdo de dissulfeto em proteinas envolve
uma série de trocas tiol/dissulfeto devido a reacdes entre tiolatos de cisteina ¢ um
dissulfeto oxidante. A quimica de formacdo da ligagao de dissulfeto ¢ idéntica tanto para
peptideos pequenos quanto para proteinas maiores. A oxidacdo do tiolato de cisteina da
proteina (tiol desprotonado) pode ser mediada por enzimas, como a proteina isomerase
dissulfeto (PDI), ou por reagentes oxidantes de massa molar baixa, como cistina,
cistamina, glutationa oxidada ou ditiotreitol, 4cido ditiobis(2-nitrobenzodico). Outros
reagentes receptores de elétrons como o oxigénio, iodo, dimetilsulféxido (DMSO),
diamidas e ferricianeto de potassio podem ser usados também (Tam et al., 1991).
Considerando-se a possibilidade de ocorréncia de reagdes secundarias para residuos
susceptiveis a oxida¢do como o triptofano e a metionina, em polipeptidios menores,
frequentemente sdo empregadas apenas solucdes tampao oxigenadas para promover a

oxidacao das cisteinas (Chan e White, 2000).
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Capitulo 2

Materiais e Métodos

2.1  Sintese dos peptideos DD K, LyeTx I e HMT-1

Os peptideos DD K, LyeTx-I e HMT-1 foram sintetizados manualmente, de
acordo com a metodologia padrdo de sintese de peptideo em fase solida, via estratégia
Fmoc (Chan e White, 2000). As resinas TentaGel-SRAM (Iris Biotech, Marktredwitz,
Alemanha) e Rink-Amide (Iris Biotech, Marktredwitz, Alemanha) (Figura 2.1) com
graus de substituicio 0,27 mmol g™’ e 0,63 mmol g’ respectivamente, e que fornecem o
peptideo amidado como produto final, foram empregadas como suporte sélido.

Os derivados de aminoacidos utilizados foram: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-
OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Asp(O#-Bu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-GIn(z-Bu)-OH, Fmoc-Glu(O#-Bu)-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Ile-OH, Fmoc-
Leu-OH, Fmoc-Lys(z-Bu)-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Ser(-Bu)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-
OH e Fmoc-Val-OH. Todos os derivados de aminoacidos foram obtidos da Iris Biotech

(Marktredwitz, Alemanha).

() Tenta Gl SRAM ' MOC ®  Riskamid
o \H OMe ink amida
OMe
ABr: RAM ABr: Rink Fmoc
Clivagem: 50 - 95% TFA Clivagem: 60 - 95% TFA
Produto: Peptideo amidado Produto: Peptideo amidado

Grau de subistitui¢do: 0,27 mmol de peptideo por 1 g de resina)  Grau de subistitui¢do: 0,63 mmol de peptideo por 1 g de resina)

Figura 2.1 - Suporte sélido utilizado para a sintese de peptideos.

As pesagens foram feitas em balanca analitica Metler AE 166, com precisao de

0,0001 g.

As lavagens da resina apoOs as etapas de acoplamento e desprotecdo foram
realizadas sequencialmente com N,N-dimetilformamida (DMF) e alcool isopropilico

(IPA), seguidas por uma lavagem final com diclorometano (DCM) .

DMF — N,N-dimetilformamida foi obtida pura por destilagdo a pressao reduzida

(100 °C), seguida por outra destilagao fracionada (110 °C).

DCM - O diclorometano foi previamente lavado com 4gua e solu¢dao aquosa de
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carbonato de sodio 1 mol.L'. Em seguida foi secado com CaCl, e submetido a

destilagao fracionada.

Durante as etapas de acoplamento foram empregados como agentes ativadores
do grupo carboxila a N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-hidroxibenzotriazola

(HOBY), sendo utilizados DMF e DCM como solventes.

Para as etapas de remocdao do grupo Fmoc foram empregadas solugdes de 4-

metilpiperidina em DMF (20% v/v).

Para acompanhamento da eficiéncia de cada etapa de acoplamento das sinteses
foi utilizado o teste de Kaiser (teste quimico qualitativo para confirmagdo de grupo
amino livre, também conhecido como testes de ninhidrina (Figura 2.2), o qual emprega
solugdes de piridina a 2 % (v/v) em solugio aquosa de KCN a 1 mmol L™, fenol a 80 %
(m/v) em etanol e ninhidrina a 5 % (m/v) em piridina, nas propor¢des 1:2:1 (v:viv) e

nesta ordem, respectivamente (Troll e Cannan, 1953).
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Figura 2.2 - Reacdo de ninhidrina para deteccio de amina primaria (Teste de
Kaiser) (Troll e Cannan, 1953).

Ninhidrina

2.1.1 Preparacao da resina para a SPFS

Antes da ligagdo do primeiro derivado de aminoacido na sintese de cada
peptideo, a resina foi previamente preparada segundo o protocolo apresentado no
Quadro 2.1 (p. 42). Foram pesadas quantidades suficientes para a obtengdo de 250 mg
de cada peptideo.
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1 — Colocar a resina seca em um frasco para sintese de peptideo.

2 — Adicionar uma quantidade suficiente de DCM (= 5 mL) para cobrir a
resina no frasco.

3 — Expor a resina ao DCM por pelo menos 10 min.

4 — Remover o DCM por filtragao.

5 — Repetir o processo por trés vezes.

Quadro 2.1 — Protocolo para preparagdo da resina suporte da SPFS.

As resinas tentagel SRAM e Rink-amide, assim como os derivados de
aminoacidos, foram todos protegidos com o grupo Fmoc, o qual foi removido por

tratamento com solucdo de PIPE em DMF 20% v/v, conforme apresentado no

Quadro 2.2.

1 — Adicionar ao frasco de reagdo aproximadamente 2,5 mL de solugao 25% (v/v)
de PIPE em DMF.

2 — Submeter em seguida o sistema a agitacao por 5 min.

3 — Remover a solucao de PIPE do frasco de reagdo, por filtragao.

4 — Repetir as etapas 1, 2 e 3 duas vezes, com tempo de agitagdo de 10 min.

5 — Fazer o acompanhamento da desprotecdo com o teste de Kaiser.

Quadro 2.2 — Protocolo para remog¢ao do grupo Fmoc.

A resina desprotegida foi entdo lavada para a remocdo de toda a 4-metil-

piperidina do frasco de reacdo conforme o protocolo apresentado no Quadro 2.3.

1 — Preencher o recipiente com DMF e, apds, 10 s remové-lo por filtragdo
2 — Repetir a etapa 1, porém com [PA.
3 — Repetir as etapas 1 e 2 mais duas vezes.

4 — Encerrar o processo com uma ultima lavagem com DCM.

Quadro 2.3 - Protocolo para lavagem da resina apds a etapa de desprotecao.

2.1.2 Etapa de Acoplamento

A etapa de acoplamento consiste na formacdo de uma ligagdo amidica e
consequente introdu¢do de um novo residuo de aminodcido ao peptideo. Para isto,

empregou-se a formacdo de ésteres ativos a partir dos derivados de aminoécidos. Os
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acoplamentos foram entdo conduzidos com DIC e HOBt com tempos de reagdo
variando entre 1,5 e 3 h, utilizando-se DMF ou uma mistura de DMF e DCM (1:1, v:v)

como solvente (Quadro 2.4).

3 eq Fmoc-Aminoacido
3 eq HOBt
3 eq DIC
Solvente — 5 mL DMF ou DMF/DCM (1:1)

Quadro 2.4 — Condigdes para acoplamento de aminoacido em SPFS.

Ao final desta etapa, a solucdo contendo os ativadores foi removida por filtragao.
Em seguida, repetiu-se o procedimento descrito no Quadro 2.3 (p. 42) para lavagem da

resina e realizou-se o teste de Kaiser para acompanhamento da reagao.

2.1.3 Etapa de Desprotecio

Apo6s a adicdo de um novo derivado de aminoécido na sequéncia peptidica, o
peptideo encontra-se novamente protegido no grupamento N-terminal. Para a remocao

do grupo Fmoc repetiu-se o procedimento descrito no Quadro 2.2 (p. 42).

2.1.4 Reacao de clivagem do peptideo da resina

As reagoes de clivagem seguiram o protocolo apresentado no Quadro 2.5 com o
emprego do 4cido trifluoracético (TFA) para a remog¢do simultanea da resina e dos

grupos protetores das cadeias laterais.

1 — Transferir a resina seca para um tubo de polipropileno de 50 mL onde ¢
adicionada a solugdo de TFA apropriada (10 — 25 mL/g de resina). Em seguida
submeter a mistura a agitagdo mecanica vigorosa.

2 — Remover a resina por filtragcdo e lavar com TFA.

3 — Remover o TFA do filtrado, por aplicacdo de nitrogénio gasoso e, entdo,
adicionar cerca de 3 mL de éter diisopropilico previamente resfriado em nitrogénio
liquido, para precipitar o peptideo.

4 — Remover o éter rapidamente apds centrifugagao.

5 — Repetir o processo mais quatro vezes.

6 — Liofilizar o peptideo ao final.

Quadro 2.5 - Protocolo para reacdo de clivagem do peptideo da resina.
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No entanto, a solu¢do de clivagem e o tempo de reacdo dependem, além da
resina, da sequéncia peptidica, uma vez que grupos protetores diferentes de cadeias
laterais requerem tempos distintos de reagdo para sua remogdo completa e a adi¢do de
nucleofilos para a neutralizacdo dos carbocations gerados. Assim sendo, as solugdes de
clivagem para cada peptideo foram estabelecidas previamente, segundo a sequéncia

primaria de cada peptideo (Chan e White, 2000), e estdo apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Condig¢des de clivagens para cada sintese

Peptideo 1{2:;%‘:)33 Mistura de Clivagem (em volume)
DD K 2 95% TFA, 2,5% agua, 2,5% TIS
HMT-1 3 95% TFA, 2% éagua, 2% EDT, 1% TIS
LyeTx-1 2,5 95% TFA, 2,5% agua,2,5% TIS

2.2 Sintese do peptideo HMT-2 — Reacido de dimerizacdo via formacio de
ligacao dissulfeto

A sintese do peptideo dimérico HMT-2 foi realizada através da formagdo de
ligacdo de dissulfeto entre duas cadeias lineares de HMT-1. Esta reagdo de dimerizagao
foi realizada em dois meios distintos. Primeiramente, em solugdo tampao de Tris-HCI a
300 mmol.L™" ajustando-se o pH para 8,5 com solugdo de hidroxido de sodio a 0,1
mol.L". Segundo, em solugdo de dodecilsulfato de sodio (SDS) a 400 mmol.L"' com pH
ajustado para 8,5. Em ambos os meios de sintese foram empregados uma concentragao
de 1 mmol.L" do peptideo HMT-1 purificado. Durante as reagdes foram realizados

acompanhamento da formag¢ao do dimero conforme descrito a seguir.

2.3 Acompanhamento da reacdo de obtencio de HMT-2

O acompanhamento da reacdo de dimerizacdo foi conduzido por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando gradientes de dois eluentes diferentes: agua
deionizada (tipo I) acidulada com acido trifluoracético (0,1% em volume TFA, fase A) e
acetonitrila grau UV/HPLC em TFA (ACN/0,08% TFA, fase B). A detec¢do foi
realizada na regido do ultravioleta (UV) no comprimento de onda referente a absor¢ao
do grupo amido (A 210-215 nm). Para o acompanhamento da reagdo foi empregada a
escala analitica (1 mg.mL™" de peptideo e fluxo de 1 mL.min™"). As aliquotas para
injecdo no cromatodgrafo (25 ulL) foram retiradas diretamente das reacdes, em diferentes
intervalos de tempos.
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2.4  Purificacdo dos peptideos por cromatografia liquida

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi empregada também para
purificagdo do peptideo. Foram utilizados gradientes de dois eluentes: um deles foi dgua
deionizada acidulada com 4&cido trifluoroacético (0,1% TFA, fase A) e o outro foi
acetonitrila grau UV/HPLC em TFA (ACN/0,08% TFA, fase B). Para a detec¢do
empregou-se detector de ultravioleta (UV), sendo utilizado A de 214 nm (210-215 nm
faixa de absorcdo do grupo amido). A purificagdo foi conduzida em escala semi-
preparativa (5 mg de amostra bruta e fluxo de 3 mL.min™"). A escala analitica (até 1 mg
de peptideo bruto e fluxo de 1 mL.min") foi usada para a defini¢do das condi¢des da
escala semipreparativa e andlise subsequente das fragdes obtidas durante a purificagao.
Todas as analises foram conduzidas a temperatura ambiente.

Na CLAE foi empregado cromatografo Varian modelo Pro Star 210 com detector
na regido do ultravioleta modelo Pro Star 330, valvula de injecdo marca Rheodyne, do
Departamento de Quimica do ICEx da UFMG. Foram utilizadas as seguintes colunas:
analitica Vydac C18 (250 x 4,6 mm), semi-preparativa Vydac C18 (250 x 10 mm, 5 pum)
e loops de 5 puL, 250 uL, respectivamente. A dgua deionizada foi obtida em aparelho da

marca Millipore modelo QPAK®, do Departamento de Quimica do ICEx da UFMG,
2.5 Secagem das amostras

As fragdes obtidas da purificacdo de cada peptideo foram coletadas em tubos de
polipropileno de 15 ou 50 mL e liofilizadas em aparelho LABCONCO, modelo 8910 e
bomba de marca WELCH modelo Directorr 8915, do Departamento de Bioquimica e
Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

2.6  Analise por espectrometria de massas

Os peptideos foram analisados por espectrometria de massas com ionizagao
electrospray (ESI) e ou matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) em
espectrometros de massas ESI-Q-ToF Micromass Micro™ (Micromass, Manchester,
UK) e MALDI-ToF/ToFMS (Applied Biosystems, USA) do Departamento de
Bioquimica e Imunologia do ICB da UFMG, operando em modo positivo. Nas analises
por ESI-Q-ToF as amostras foram diluidas em uma mistura de agua (Milli-Q® water) e
solucdo aquosa de acetonitrila (50% v/v), contendo 0,1% TFA e transferidas para uma

seringa para serem injetadas no equipamento a um fluxo de 2 pL.min"'. Os dados foram
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analisados pelo programa MassLynx® 4.0. Nas analises por MALDI-ToF/ToFMS as
amostras diluidas em uma solucdo de 4cido acético (0.1% v/v) foram aplicadas
juntamente com uma solugdo saturada de matriz do 4cido a-ciano-4-hidroxicinamico

(CHCA) em uma placa de MALDI onde foram secadas a temperatura ambiente.
2.7  Padronizacio das solucoes estoque de peptideo

Apos a constatagdo da pureza, cada solucdo contendo peptideo foi padronizada
por diferentes métodos, para a obtencdo de dados experimentais.

Para DD K e LyeTx-I, os quais possuem residuos de triptofano nas respectivas
sequéncias, foi empregado o método de Edelhoch (1967) para determinagdo tedrica da
absortividade molar (&) em A 280 nm (Equacdo 2.1). Para maior exatidao dos valores de
concentragdo, as absorvancias foram medidas também a A 205, 215 e 225 nm, segundo

método proposto por Murphy e Kies (1960). Assim, tem-se:

- Método de Edelhoch para determinagdo da £ de peptideos e proteinas, Equacao 2.1:
g(L.mol.cm™) = (n° de Trp).(5500) + (n° de Tyr).(1490) + (n° de Cys).(125)  (2.1)

O valor de ¢ ¢ aplicado na lei de Lambert-Beer para determinagdo da

concentracdo da amostra (Equacao 2.2).
Lei de Lambert-Beer A=¢eb.c 2.2)

onde A ¢ a absorvancia da solucao de peptideo em A 280 nm, £ ¢ a absortividade molar
calculada pelo método de Edelhoch (L.mol".cm™), b é o caminho 6tico (1 cm) e ¢ a

concentragdo (mol.L™).

- Método de Murphy e Kie, envolvendo as Equagdes 2.3 a 2.5:

(A215 — Axs). 144 =k (2.3)
(A205).31=T (2.4
(k+D2=C (2.5)

onde A ¢ absorvancia da solugdo da amostra em A 205, 215 ¢ 225 nm ¢ C a

concentragdo da amostra (mg.L™).
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Os peptideos HMT-1 ¢ HMT2 foram submetidos a hidrdlise dcida com solugao
aquosa de HCI 6 mol.L™', em presenca de fenol cristalizado e sob atmosfera de Ny, a 110
°C por 24 h em uma estagdo de trabalho Pico Tag da Waters. A composi¢do molar dos
aminodcidos presentes no peptideo foi determinada com base nas concentragdes dos
aminodcidos determinadas em um analisador automatico Dionex composto por um
amostrador automatico (AS40), uma bomba quaternaria (GS50), um forno de coluna
(LC25), uma coluna de troca ionica (AminoPac PA10), um detector eletroquimico
(ED50) e uma plataforma “Chromeleon” para controle e aquisicdo de dados. Neste
analisador, os aminoacidos s3o separados em uma coluna de troca ionica e detectados
diretamente (auséncia de derivatizagdo) por amperometria. A quantidade de cada
aminodcido foi calculada baseando-se em trés analises de uma solug¢do padrao contendo

11,75 pmol.L™" de cada aminoécido.

2.8  Obtenciao de lipossomas

Os lipossomas “fluidos” foram preparados a partir de I1-palmitoil-2-oleil-
fosfatidilcolina (POPC) e 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilglicerol (POPG) em solugao
tampdo de Tris-HCl a 300 mmolL" (pH 8) ou solugio tampio de fosfato a
100 mmol.L"" (pH 7,5) para uma concentragdo final de lipideos de 50 mmol.L".
Lipossomas do tipo DRV “Dehydratation Rehydratation Vesicles”, de tamanho grande
(didmetro médio de 2,0 um) foram preparados de acordo com metodologia proposta por
Kirby e Gregoriads (1984). A apresentacdo esquemadtica de todo o processo de
preparacgdo dos lipossomas estd na Figura 2.3 (p. 48). Em uma primeira etapa, um filme
lipidico foi preparado por meio da solubilizacdo dos lipideos em cloroférmio e
evaporacao do solvente organico a 60 °C, com auxilio de um evaporador rotatorio
(Labconco, USA).

Os lipossomas contendo concentragdes diferentes de colesterol foram preparados
adicionando-se diferentes quantidades de colesterol durante a solubilizacdo do
fosfolipideo em cloroférmio. O filme lipidico (bicamada lipidica) foi entdo hidratado
com solugdo tampao de Tris-HCI (pH 8) ou solugdo tampdo de fosfato (pH 7,5) em
banho-maria a 40 °C, para a formag¢do de vesiculas multilamelares (MLVs) a partir das
quais foram obtidas pequenas vesiculas unilamelares grandes (LUVs), por ultra-
sonicacao de MLVs com auxilio de um sonicador do tipo sonda (Misonix, USA). O
sistema ainda foi submetido a choque térmico (congelamento em nitrdgenio liquido e

descongelamento em banho-maria a 50 °C) por oito vezes para aumentar sua
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homogeneizagao.

Vesiculas unilamelares pequenas (SUV) e de diametro definido foram obtidos
por extrusdo da suspensdo de lipossoma do tipo DRV usando um extrusor (Lipex
Biomembranes, Canadd). A extrusdo foi realizada a temperatura ambiente em duas
etapas (com dez filtragdes em cada etapa) com o auxilio de membranas de
policarbonato. Na primeira etapa foram empregadas membranas de poros com
didmetros de 100 nm e pressdo 350 psi e, na segunda etapa, membranas de poros com

diametros de 200 nm e pressao de 500 psi.

Lipideo 1- CHCLy o Filme Lipidico |———~

colesterol Hidratacdo
) pH=38
Vesiculas com colesterol 40°C

50 mM lipideo

em solucdo —
tamp doTris-HCI

Vesiculas sem colesterol

| @ MLV
(Vesiculas
O . multilamelares)

1) Sonicacdo

2) Congelamento/descongelamento

SUvV
LUV (Pequenas vesiculas
(Vesiculas unilamelares) unilamelares)

Extrusdo
| (100 nm)

v

(@)
@
Figura 2.3- Representacio esquematica das etapas da preparacio dos lipossomas.
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A distribuicdo do tamanho das particulas foi analisada por espalhamento
dinamico da luz, usando-se um analisador de tamanho de particulas Zetasizer nano ZS
da Malvern modelo BI-900, Brookheaven do Departamento de Quimica da UFMG.

O teor de fosfolipideos nas preparagdes de lipossomas foi determinado por
método colorimétrico proposto por Stewart (1980). Este método baseia-se na habilidade
dos fosfolipideos formarem um complexo com ferrotiocianato de amonio em solugao
organica, o qual absorve luz visivel em A de 488 nm.

Uma curva padrio (488 nm) em funcao de diferentes concentragdes de
fosfatidilcolina (lipideo base) foi preparada utilizando-se solu¢do padrdo deste
fosfolipideo em cloroférmio na concentragio de 0,1 mg.mL’ (espectrofotdmetro
UV/VIS SHIMADZU 160A). A concentragao de fosfolipideos presentes na amostra foi

determinada em triplicata, utilizando-se a curva padrao preparada.
2.9  Encapsulamento de carboxifluoresceina em vesiculas unilamelares

Primeiramente foram preparadas bicamadas lipidicas de POPC na presenga e na
auséncia de colesterol, solubilizando-se os fosfolipideos e o colesterol, quando
necessario, em DCM. Esta solu¢do foi transferida para um tubo de ensaio e o solvente
evaporado com fluxo de nitrogénio gasoso, o que forneceu um filme lipidico. Este foi
submetido ao vacuo por 1 h para a remocao completa do solvente e, em seguida, foi
hidratado com solucdo tampdo de Tris—HCI a 10 mmol.L™, pH 8.0 ¢ 50 mmol.L" de
carboxifluoresceina (CF). As vesiculas multilamelares foram submetidas a processos de
congelamento e descongelamento, em nitrogénio liquido e banho aquecido
respectivamente, por oito vezes para a obtencdo de LUVs. As LUVs de tamanho
definido de 100 nm foram obtidas através de extrusao (repetida 11 vezes) da suspensao
de LUVs em membranas de policarbonato de 100 nm em um sistema de extrusdo
LiposoFast (Avestin Inc., Ottawa, Canada) (Figura 2.3, p. 48). A remogao da CF livre
presente na suspensdo de LUVs foi realizada passando-se 1 mL da suspensdao em uma
coluna Sephadex-G25 (1,2 cm x 20 cm) com solucdo tampdo de 10 mmol” de Tris-HCl
contendo 300 mmol™' de NaCl em pH 8,0.

2.10 Medidas de extravasamento das LUVs-CF

Aliquotas de LUVs (5 mL) foram adicionadas a cubeta de fluorescéncia
contendo 3 mL do mesmo tampao empregado na coluna Sephadex-G25. O aumento da

fluorescéncia de CF em fung¢do do tempo a 25 °C foi medido continuamente em
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espectrofotometro de fluorescéncia Hitachi F-2000. Ao final de cada experimento, a
fluorescéncia total de CF foi determinada pela adicdo de 10% (m/v) de Triton X-100. A
porcentagem de vazamento de CF foi determinada utilizando-se a Equagdo 2.6, como

descrita na literatura (Alvarez et al., 2003).

I, -1,

Vazamento (%) = .100 (2.6)
I T -1 0

onde /; ¢ a intensidade de fluorescéncia no tempo (¢), Iy ¢ a intensidade de

fluorescéncia antes da adicdo de peptideo e It ¢ a intensidade de fluorescéncia apos a

adicdo de Triton X-100. A velocidade de liberagdo de CF, ko, foi calculada

empregando-se ajuste exponencial dos dados de intensidade de fluorescéncia em fungdo

do tempo.

2.11 Microcalorimetria

As titulacdes calorimétricas foram realizadas em duplicata utilizando um
microcalorimetro VP-ITC da Microcal, a 298,15 K do Departamento de Bioquimica e
Imunologia da UFMG. O instrumento de ITC foi previamente calibrado eletricamente
(software do equipamento). Antes de uso, as solugdes foram desgaseificadas aplicando-
se simultaneamente ultrasom e vacuo (140 mbar, 8 min) para eliminar bolhas de ar
(Rekharsky et al., 2002).

Os experimentos foram registrados pela titulagdo de peptideo em LUVs de
100 nm de POPC, POPC/POPG (3:1 mol:mol), POPC-Colesterol. Cada experimento de
titulagdo consistiu em 51 injecdes sucessivas de titulante (LUVs) na cela de reacgao
carregada com 1,488 mL de solugdo do peptideo, em intervalos de tempo de 240 s. A
primeira injecdo de 1 pL foi descartada para eliminar efeitos de difusdo de material da
seringa para a cela calorimétrica. Em seguida, foi injetado um volume constante de 5 pL.
e o tempo de inje¢do foi de 2 s. Experimentos de dilui¢ao de LUV foram realizados por
injecdes de LUVs em solucdo tampao de Tris-HCl ou em solugdo tampdo fosfato.
Os dados de cada experimento foram analisados através do software do proprio
calorimetro (Microcal Origin 5.0 para ITC), apds a subtragao do respectivo experimento

de diluigao.
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2.12 Espalhamento de luz dinimico

O efeito do peptideo nos valores de didmetro hidrodinamico de LUVs de POPC
e POPC/POPG (3:1 mol:mol) e POPC-Colesterol foi avaliado por espalhamento de luz
dindmico, com um analisador de particulas Zetasizer nano ZS da Malvern no
Departamento de Quimica da UFMG, usando células descartaveis de polietileno. Os
experimentos foram realizados pela titulagio dos peptideos 1 mmol.L™ com as LUVs
citadas acima também na concentra¢io de 1 mmol.L" e a temperatura ambiente. Para
cada experimento foram realizadas sucessivas inje¢oes de 5 pL de solug¢do de peptideo
em uma cubeta de 1 mL contendo LUVs. As solu¢des foram submetidas ao
espalhamento de luz monocromatica (10 mW Ele-Ne laser, 4 632,4 nm) e a intensidade
de luz espalhada foi medida em um angulo de espalhamento de 90°. As solugdes de
peptideo e lipossomas foram devidamente filtradas (filtros Millipore 0,45 pm) para

eliminar qualquer material particulado.

2.13 Ensaios da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos peptideos sintéticos foi investigada contra
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (American Type Culture Collection). Os
microrganismos foram cultivados em cultura estacionaria a 37 °C e, entdo, transferidos
para o meio liquido de cultura Mueller-Hinton (National Comitee for Clinical
Laboratory Standards). Os testes de inibi¢do do crescimento bacteriano foram
conduzidos conforme descrito na literatura (Bulet et al., 1991). Os peptideos foram
dissolvidos e diluidos (diluicdo seriada) oito vezes em meio Mueller-Hinton, sendo a
concentragio méaxima de 128 pg.mL™ (0,046 mmol™ para HMT-1, 0,023 mmol™ para
HMT-2 e 0,040 mmol' para LyeTx I). O indculo inicial de bactérias foi de
2,5 x 10° cfumL™ (seguindo-se a escala McFarland). O volume final foi de 100 pL,
sendo 50 pL do peptideo testado e os outros 50 pL do indculo. O experimento foi
realizado em cultura estacionaria a 37 °C e as medidas espectrofotométricas foram
efetuadas 12 h apos a incubacdo. A concentracgao inibitoéria minima (MIC) foi calculada
a partir da densidade Optica (4s9s nm) e foi o resultado de trés medidas independentes.
Antibidticos convencionais (ampicilina e cloranfenicol) tiveram seus MICs

determinados e foram utilizados como padrdes.
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2.14 Experimentos de espectroscopia de Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular foram registrados utilizando-se um
espectropolarimetro JASCO J-810, acoplado a um sistema de controle de temperatura
Peltier Jasco modelo PFD-425S, do Centro de Ciéncias da Satde (CCS) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Os espectros foram obtidos a 25 °C, na
faixa 4 de 190 a 250 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo com 1 mm de caminho
optico, em quatro varreduras consecutivas por amostra. Foi empregada a velocidade de
varredura de 50 nm.min”' e tempo de resposta de 4 s. A largura de banda foi de 1 nme a
leitura de elipticidade realizada a cada 0,5 nm.

As preferéncias conformacionais de todos os peptideos foram investigadas em
proporgdes variadas de agua, 2,2,2 trifluoroetanol (TFE), dodecilsulfato de sédio (SDS)
e dodecilfosfocolina (DPC) para a obtencao das condigdes ideais de experimentos de
RMN. Para isto, os peptideos liofilizados foram dissolvidos em agua, obtendo-se uma
solucdo estoque de 1 mL, com concentracdes de peptideo entre 200 a 300 pmol.L™.
Aliquotas de 10 puL desse estoque foram adicionadas a 110 uL de solvente, para o
preparo de amostras utilizadas na obtencdo dos espectros. As figuras finais foram
editadas no programa Microcal Origin 7.0. As desconvolugdes tanto dos experimentos
em TFE quanto dos experimentos em micelas e vesiculas, foram feitas pelo programa
CDPro (Sreerama e Woody, 2000; 2004), a fim de estimar o percentual de estruturas

secundarias em cada meio.

2.15 Experimento de RMN

Os espectros de RMN de 'H, de °C e de "°N foram obtidos no Centro Nacional
de Ressonancia Magnética Nuclear Jiri Jonas (CNRMN), da UFRJ em um
espectrometro Bruker DRX600 — série AVANCE, que opera a 600,130 (para 'H) ,
150,903 (para °C), e 60,834 MHz (para '°N) e também em outro espectrdmetro Bruker
AVANCE 111 operando na frequéncia de 800,118 MHz (para 'H), 201,193 (°C), e
81.107 MHz ('°N), ambos com sondas (5 mm de didmetro) de tripla-ressonancia com
gradiente de campo. O composto 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonato de sédio (DSS)
foi empregado como padriio de referéncia interna para as ressonancias de 'H e de "°C. .
Para os experimentos homonucleares foi utilizado o modo de aquisi¢cdo States-TPPI e

para os experimentos heteronucleares o modo de aquisi¢do Echo-antiecho.
A determinacao estrutural por RMN do peptideo DD K foi realizada na presenca
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de DPC em equipamento de 800 MHz a 25 °C. Para isto, foi preparada uma amostra
contendo 1 mmol.L" de peptideo, 400 mmol.L" de DPC-ds3; (Cambridge Isotope
Laboratories, Andover, MA), 5% (v/v) DO (99.9%, Isotec, Inc.) em H,O, e
10 pmol.L™" de DSS. Experimento de TOCSY foi realizado usando-se a sequéncia de
pulso MLEV-17 (Claridge, 1999). Os parametros empregados foram: largura espectral
de 14,25 ppm, incrementos de 512 ¢;,, e 32 transientes de 4096 pontos. Varios
experimentos NOESY (Braun et al., 1998) foram realizados utilizando-se tempos de
misturas de 80, 100, 120, 140, 160 ms. Os parametros para os experimentos NOESY
foram: largura espectral de 14,25 ppm, incrementos de 512 ¢,, e 32 transientes de 4096
pontos para cada FID. O experimento 'H-">C HSQC foi programado com larguras
espectrais em F1 e F2 de 72,34 ppm e 14,25 ppm, respectivamente, ¢ foram usados 400
incrementos em ¢;, coletados com 16 transientes de 1024 pontos. O experimento foi
realizado em modo editado de tal forma que as correlacdes de CH e CHj resultaram em
sinais de fase positiva enquanto que as correlacdes de CH, resultaram em sinais de fase
negativa (Willker et al., 1993). O experimento de 'H-""N-HSQC foi realizado com
larguras espectrais em F1 e F2 de 34,01 ppm e 14,25 ppm respectivamente e¢ 80

incrementos em #; foram coletados com 400 transientes de 1024 pontos para cada FID.

A amostra de LyeTx I para estudo estrutural por RMN foi preparada
dissolvendo-se o peptideo (2 mmol.L™") em uma solugdo de 400 mmol.L" de DPC-dss,
5% (V/V) de D,0 em H,0 contendo tampao fosfato 30 mmol.L™" pH 6,5 ¢ 5 pmol.L" de
DSS. Os experimentos foram realizados a 20 °C em equipamento de 600 MHz para a
freqiiéncia de 'H. Experimento de TOCSY foi realizado usando-se a sequéncia de pulso
MLEV-17 (Claridge, 1999). A largura espectral foi de 11,96 ppm, sendo usados
incrementos de 512 ¢;, e 32 transientes de 4096 pontos em F1. Foram realizados
experimentos NOESY (Braun ef al., 1998) com diferentes tempo de misturas: 80, 100,
120, 140 e 160 ms. Para este experimento a largura espectral foi de 11,96 ppm, e foram
usados incrementos de 512 ¢;, e 16 transientes de 4096 pontos para cada FID. O
experimento 'H-">C HSQC foi realizado em modo editado (Willker ef al., 1993) com
larguras espectrais em F1 e F2 de 80,10 ppm e 11,96 ppm respectivamente, sendo
realizados com 400 incrementos em ¢; com 16 transientes de 1024 pontos para cada
FID. O experimento 'H-""N-HSQC foi realizado com larguras espectrais em F1 e F2 de
58,70 ppm e 11,96 ppm, respectivamente, sendo os espectros obtidos com 400

incrementos em ¢; com 8 transientes de 1024 pontos para cada FID.

O peptideo HMT-1 foi estudado por RMN em solu¢ao de TFE. A amostra foi
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preparada adicionando-se 2,2,2-trifluoroetanol-d, (Cambridge Isotope Laboratories,
Andover, MA), 40 mmol.L" de tampdo fosfato pH 7,0 na proporcio 40/60 (v/v) e,
ainda, 5 pmol.L"' DSS. A concentracdo do peptideo HMT-1 foi de 4 mmol.L", em um
volume total de 0,5 mL, sendo transferido para um tubo de RMN de 5 mm. Foram
empregadas sequéncias de pulsos padroes fornecidas pelo fabricante, para os
experimentos de correlagio 2D homonuclear (TOCSY ¢ NOESY) e heteronuclear (‘H-
BC-HSQC e 'H-""N-HSQC), empregando uma sonda de deteccio inversa multinuclear
de 5 mm, com pulso 'H de 90° ¢ largura de 11.3 ps. Para o experimento de TOCSY foi
utilizado um tempo de mistura de 80 ms baseado em experimentos peliminares. A
largura espectral foi de 12,01 ppm, sendo usados incrementos de 512 ¢, e 32 transientes
de 4096 pontos em F1. O tempo de mistura para o experimento NOESY foi determinado
realizando-se diversos experimentos preliminares, variando-se o tempo de mistura de 60
a 200 ms, em intervalos de 20 ms, onde foi determinado um tempo ideal de 100 ms. No
experimento NOESY a largura espectral foi de 12,01 ppm, sendo empregados
incrementos de 512 t;, e 16 transientes de 4096 pontos para cada FID. Os mapas de
contornos HSQC foram obtidos com seqiiéncias de pulso empregando-se incrementos
de tempo de 512, coletados para cada conjunto de dados de 1024 para cada FID. As
larguras espectrais em F1 e F2 para 'H-">C HSQC foram de 74,02 ppm e 11,96 ppm e
para "H-""N-HSQC foram de 50,10 ppm e 11,96 ppm, repectivamente.

Duas amostras diferentes de HMT-2 foram preparadas para determinacao
estrutural por RMN. Primeiro, uma solu¢io do peptideo HMT-2 a 2 mmol.L"' foi
preparada em 500 puL de uma mistura de D,O/H,0O (1:10, v/v) e 5 umol.L" DSS,
ajustando em pH 7,0 com uma solucio tampio fosfato 40 mmol.L". A segunda amostra
contendo 1 mmol.L"!' de HMT-2 foi dissolvida em 400 mmol.L" de DPC-dss, 5% (v/v)
D,O em H,O e 10 mmolL' DSS, em 35 mmol.L" de tampdo Tris-HCI, pH 7,0

contendo 50 mmol.L! de cloreto de sodio.

O experimento em D,O/H,O (1:10, v/v) foi realizado em um espectrometro
operando a 800 MHz. O tempo de mistura empregado no experimento TOCSY foi de
70 ms, utilizando-se a sequéncia de pulso MLEV-17. Os parametros empregados foram:
largura espectral de 11,96 ppm, incrementos de 512 ¢;, e 12 transientes de 4096 pontos.
O experimento NOESY foi obtido usando-se um tempo de mistura de 120 ms, largura
espectral de 11,96 ppm, incrementos de 512 #;,, e 16 transientes de 4096 pontos. A
supressdo do sinal da 4gua foi alcancada empregando-se a técnica de WATERGATE

(Piotto et al., 1992).
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Os dados de RMN de HMT-2 em micelas de DPC-dsg foram adquiridos no
espectrometro DRX 600. O tempo de mistura para o experimento TOCSY foi de 60 ms
com largura espectral de 11,96 ppm, sendo empregados incrementos de 512 ¢; e 32
transientes de 4096 pontos em F1. Para o experimento NOESY, o tempo de mistura
ideal foi de 100 ms e os parametros utilizados foram: largura espectral de 11,96 ppm,

incrementos de 512 ¢; e 32 transientes de 4096 pontos para cada FID.

2.16 Processamento, analise e tratamento dos dados de RMN

A conversdo e o processamento dos dados de RMN foram feitos pelo programa
NMRPipe (Delaglio et al., 1995). A interpretacdo dos mapas de contornos foi efetuada
no programa NMRView 5.0 (Johnson e Blevins, 1994). Todos os programas e
algoritmos utilizados nesta etapa foram criados para serem executados em plataforma

Linux, ¢ foram executados na distribui¢cao Fedora, versoes 10 e 11.

As restrigdes de distancia foram obtidas por conversao dos volumes de sinais de
nOes em distancias semi-quantitativas por meio da metodologia de calibrag¢dao proposta

por Guentert (1998).

Os limites de restri¢des de distincias usados foram de 2,8, 3,5 ¢ 5,0 A (nOes
fortes, médios e fracos, respectivamente). Essa etapa foi efetuada pelo programa
NMRView 5.0, sendo que os sinais relativos a grupos metila tiveram sua intensidade

dividida por trés.

As restrigdes angulares foram obtidas pelo programa Talos+ (Delaglio et al.,
1995), por meio de analise dos valores de deslocamento quimico dos dtomos da cadeia
principal Cq, Hg, Cg, N, HN e C', em relagdo a um banco de dados de deslocamentos

quimicos desses atomos em estruturas de proteinas determinadas em alta resolugao.

Os conjuntos de restrigdes de distancias e de angulos diedros para cada peptideo
foram analisados previamente ao céalculo de dindmica molecular utilizando o programa
QUEEN (Quantitative Evaluation of Experimental NMR Restraints) (Nabuurs et al.,
2004a). Neste programa foram empregados dois parametros para analisar a contribui¢do
e a consisténcia de cada restricdo que constitui um conjunto de restricdes geométricas.
Esses parametros foram a unicidade de informagao (/,,;) € a informagdao média (/eq). A
1,ni de uma restri¢do ¢ definida como a informac¢ado adicionada por essa restri¢ao, tendo-
se conhecimento das demais restri¢gdes no conjunto de dados e informa se um tipo de
restricdo ¢ Unico nesse conjunto. A I, indica a importancia de uma restrigdo,
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considerando-se a totalidade do conjunto de restri¢des, sendo calculada pela média do

conteudo de informacao em cada permutacao possivel da lista de restrigoes.

O calculo do conjunto de estruturas obtidas por andlise de RMN foi realizado
utilizando-se o programa Xplor-NIH versdo 2.17 (Schwieters ef al., 2006) e o algoritmo
de arrefecimento simulado (SA) sa_new.inp (Schwieters et al., 2003). Utilizou-se uma
estrutura de partida randomica gerada pelo algoritmo generate input e com uma
topologia protein.top e parametrizagdes protein.par, levando-se em conta a amidagao da
extremidade C-terminal dos peptideos. Os célculos estruturais foram realizados
partindo-se da estrutura estendida, 200 estruturas foram geradas usando o protocolo de
SA. Foram realizadas 10.000 etapas de SA a 1000 K e o subsequente decréscimo da

temperatura em 20.000 etapas.

Todos os calculos estruturais foram realizados para serem geradas 200
estruturas. Desse conjunto, foram selecionadas as 20 estruturas de menores energias
totais, as quais foram analisadas por meio dos programas MOLMOL (Koradi et al.,
1996) e YASARA Biosciences (Krieger et al., 2008). Para cada conjunto de estruturas
foi calculada a raiz quadrada dos desvios médios quadrados (Root of Mean Square

Deviations - RMSD) dada pela equagao 2.1:

N 2 |2
RMSD(N:x.y) = 2o 50 2.5)

.\‘Z‘Lu'r

A validagdo e andlises estruturais foram feitas através do servidor iCing
(http://nmr.cmbi.ru.nl/icing/iCing.html#file), utilizando-se as metodologias dos

programas Procheck (Laskowski et al., 1996) e Whatlf (Vriend, 1990; Rodriguez et al.,

1998), bem como os critérios de classificagdo do programa CING (Common Interface
for NMR Structure Generation). A analise da qualidade dos modelos foi realizada com
base nas classificagdes de combinagdes dos angulos ¢ e w em quatro regides do grafico
de Ramachandran: as regides mais favoradveis, as adicionalmente permitidas, as

generosamente permitidas e a proibida.
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Capitulo 3

Resultados de Discussao

3.1 Peptideo antimicrobiano DD K

O isolamento de varios peptideos com atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas de anuros da espécie Phyllomedusa distincta,
encontrada na mata Atlantica foi descrito por Batista e colaboradores (Batista et al.,
1999). Dentre estes, pode-se destacar o peptideo dermadistinctina K (DD K),
pertencente a classe das dermaseptinas, que consistem em moléculas cationicas de 28 a
34 residuos, capazes de permeabilizar membranas bacterianas e apresentam pequena ou
nenhuma atividade hemolitica (Batista et al., 2001). Neste item serdo apresentados os
resultados do estudo do efeito do colesterol na interagdo do peptideo DD K com
membranas fosfolipidica, além do estudo do comportamento estrutural do peptideo em
ambientes que mimetizam membranas bacterianas. A Tabela 3.1 mostra a estrutura
primaria de DD K, composta por 33 residuos de aminoacidos ¢ que possui uma regiao

C-terminal amidada.
Tabela 3.1 - Sequéncia primaria do peptideo antimicrobiano DD K
Peptideo Sequéncia

DD K GLWSK IKAAG KEAAK AAAKA AGKAA LNAVS EAV -NH,

NH; representa a amidagao do grupamento C-terminal
3.1.1 Sintese, Purificacio e Caracterizacao

A sintese do peptideo DD K foi realizada manualmente em fase so6lida (SPFS)
pela estratégia Fmoc, empregando-se DIC e HOBt como agentes de acoplamento e nao
apresentou nenhuma dificuldade especial. O acompanhamento da sintese a cada adi¢ao
de um novo residuo de aminoacido fez-se necessario para identificar reagdes
incompletas que sdo detectadas pelo teste de Kaiser (Chan e White, 2000). Neste teste a
presenca de grupo amino livre € caracterizada pela coloracdo azulada da resina. Dessa
forma, ao final de cada etapa de acoplamento e de desprote¢ao do grupo amino, foram
realizados estes testes qualitativos. Em caso de reagdes incompletas reveladas por este
teste, foi necessaria a repeti¢ao da etapa (reacoplamento). A Tabela 3.2 (p.58) apresenta
os dados do acompanhamento da sintese de DD K pela SPFS.
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Tabela 3.2- Dados do acompanhamento da sintese de DD K
Ordem de

acoplamento

10
20
30

4°
50
6°
70
g0
90
10°
11°
12°
13°
14°
15°
16°
17°
18°
19°
20°
21°
22°

23°
24°
25°
26°
27°
28°

29°

30°

31°

32°

33°

# Etapas

de

Derivado Aminoacido

Fmoc-Val-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Glu(Oz-Bu)-
OH
Fmoc-Ser(-Bu)-OH
Fmoc-Val-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Asn(Trt)-OH
Fmoc-Leu-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Gly-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Glu(Oz-Bu)-
OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Gly-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Ile-OH
# Fmoc-Ile-OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH
# Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Ser(z-Bu)-OH

# Fmoc-Ser(+-Bu)-OH

Fmoc-Trp(Oz-Bu)-
OH
# Fmoc-Trp(Ot-Bu)-
OH
Fmoc-Leu-OH
# Fmoc-Leu-OH
Fmoc-Gly-OH
# Fmoc-Gly-OH

Excesso

4

W W

e G e T T N N N S U R VS B VS VS R VS R O I VS )

I N N L T TR 4 T~ SN A S S N

(V)]

Whn D

5

Tempo de
reagio (h)  Acoplamento

4,0
2,0
2,0

2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

3,0

2,5
3,0
2,5
3,0

reacoplamento * Repeticdo do testes

* %k *  *

J’_

Teste de Kaiser

Desprotecio
+

+
+

++ 4+ ++ A+

++ + + +

l

_|_

+

de Kaiser para confirmagao.
+ Resultado positivo, indicativo da presenca de grupo amina livre. - Resultado negativo,
indicativo da auséncia de grupo amina livre. ~ Teste ndo realizado.
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Intensidade (mAU)

E possivel observar pelos dados da Tabela 3.2 (p. 58) que a sintese foi realizada
eficientemente até¢ o 27° acoplamento, a partir do qual foram necessarios
reacoplamentos para os residuos de Ile (28° acoplamento), Lys (29° acoplamento), Trp
(31° acoplamento), Leu (32° acoplamento) e Gly (33° acoplamento). Além disso, em
algumas etapas como 4°, 5°, 6°, 7°, 25° e 30° acoplamentos, foi necessaria a repeti¢ao
do teste de Kaiser para confirmag¢ao do resultado, devido a dificuldades de visualizagao
da coloracdo dos graos (fase solida). Apos a adi¢ao do ultimo residuo de aminoacido da
sintese, o peptideo foi separado do suporte sélido (etapa de clivagem) e, entdo,
analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por espectrometria de
massas (EM). Na Figura 3.1 ¢ apresentado o cromatograma do peptideo bruto, obtido
apos reacao de clivagem, onde € possivel observar um pico proeminente com tempo de

retencao (t;) de 26,3 min.

Acetonitrila (%)

0,20 100
0.16 (A) tr=26,3 min | 50
0,12 1 —60
0,08 S 40
0,04 S 20
0,00 — \«\/V\WA\_’_/_/\‘M L0

Tempo de Retengdo (min)

Figura 3.1- Perfil de CLAE de amostra da sintese do peptideo DD K bruto.
Amostra injetada (25uL) em coluna Ci8 Vydac 218TP510 (250 x 4,6 mm) equilibrada
com solucdo aquosa de TFA a 0,1%. Eluicao: solugdo de acetonitrila/TFA 0,1% em um
fluxo de 1 mL.min™". A linha reta retrata a variacdo da concentracdo de acetonitrila. A
absorvancia foi monitorada em Az de 214 nm.
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Intensidade x 10° (a.u)

O espectro obtido por EM-MALDI-ToF da mesma amostra bruta da sintese esta
apresentado na Figura 3.2, onde € possivel observar a presencga de picos devidos a ions
[M+H]" de m/z 3150,8 e 3079,7, correspondendo ao peptideo DD K e a um analogo de
DD K com um residuo de Ala (CsHsNO) a menos. Apds a confirmacdo do sucesso da
sintese, o peptideo DD K foi purificado e, novamente, analisado por cromatografia
liquida e por espectrometria de massas. A analise por EM-MALDI-ToF da amostra de
DD K purificada (Figura 3.3A, p. 61) mostra a presenga de um Unico pico
correspondente ao ion [M+H] de m/z 3150,9, o qual é devido ao peptideo DD K
protonado. O perfil de cromatografia de fase reversa da amostra de DD K purificada
(Figura 3.3B, p. 61) comprovou a pureza da amostra. A integragdo do pico com t. 12
min mostrou um grau de pureza de aproximadamente 98%. A sintese foi planejada para
a obtencdo de 0,047 mmol de DD K, porém apds a purificacdo foram obtidos 0,021

mmol do peptideo, representando um rendimento de 45% apo6s a purificacdo final.

18 — DD K - DD K
[M+H]*=3150.8) [M+H]=3150.8

15 4

-
ra
1

[M]rH]=3079,7 DD K+ Na*

!

ey [M+H]*=3079,7
T G JMLLLL

0 4
T I 1 I ] I 1 I T I 1 I ]
1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
mjz

Figura 3.2 - Espectro de Massas (EM-MALDI-ToF) do peptideo DD K.
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[ntensidade x 107 (a.u)
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1 | DDK
| | [M+H]*=3150.9
| DD K
' [M+H]"=3150.9
20
1 _‘DDK+NT
" | DD K+ K*
s T T
10 3;
s (A)
] T
i . . . . Tempo de Retengio (min)
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1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

mjz

Figura 3.3- (A) Espectro de Massas (EM-MALDI-ToF) da amostra purificada da
sintese de DD K. (B) Perfil de CLAE da amostra purificada de DD K. Amostra
injetada (150 puL de uma solugdo a 1 mg mL™") em coluna Cis Fydac 218TP510 (250mm
x 10 mm) equilibrada com TFA a 0,1%. Elui¢do: solucdo de acetonitrila/TFA 0,1% em
um fluxo de 3 mL.min™". A linha reta retrata a variacdo da concentracdo de acetonitrila.
A absorvancia foi monitorada em Apsx 214 nm.

3.1.2 Estudos termodinimicos

ApoOs a purificacdio da amostra de DD K, foram realizados estudos
termodinamicos da interacdo do peptideo com membranas fosfolipidicas. Estudos
recentes por varios métodos fisico-quimicos mostraram o efeito que a variagdo da
composicao fosfolipidica causa na interacdo de DD K com membranas biomiméticas
(Silva et al., 2008). Entretanto, o efeito do colesterol na interagdo de DD K com
membranas nao fora estudado ainda. Deste modo, este trabalho apresenta o efeito do
teor de colesterol na ligagdo de DD K com vesiculas unilametares grandes (LUVs de
100 nm), o qual foi investigado por medidas da cinética de extravasamento de
carboxifluoresceina (CF), espalhamento de luz dinamico (DLS) e calorimetria de

titulagao isotérmica (ITC). Para isto foram preparadas LUVs sem colesterol (PC-LUVs)
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e com teores diferentes de colesterol (LUVs-Col), sendo 43% em mol de colesterol a
maior concentragao empregada na composi¢ao das LUVs, de forma a aproximar-se da
razao molar colesterol/fosfolipideos tipica de células de eritrocitos (0,84) (Herrero ef al.,

1985). A seguir serdo apresentados separadamente os resultados obtidos de cada técnica.

3.1.2.1 Extravasamento de Carboxifluoresceina (CF)

A taxa de extravasamento de CF das vesiculas foi calculada pelo aumento da
emissdo de fluorescéncia em fun¢do do tempo, como mostrado na Figura 3.4. A
liberagdo de CF das LUVs sem adicao de peptideo pode ser considerada desprezivel

durante o tempo de experimento.

B 8 &8 &
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\
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Intensidade de fluorescéncia
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I
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1
0 500 1000 1500 2000 2500
Tempo (s)

Figura 3.4 — Curva da cinética da liberacido de CF de LUVs com adiciao de DD K. A
- PC-LUVs, B - LUVs-Col 12% em mol, C - LUVs-Col 29% em mol e D - LUVs-Col
43% mol.

Os resultados mostram que a adi¢gao de DD K a PC-LUVs e LUVs-Col leva a
liberagdao de CF do interior das LUVs. A maior liberagdo de CF ocorre quando DD K ¢é
adicionado a PC-LUVs (curva A, Figura 3.4), sem colesterol, enquanto uma diminui¢do

da liberacao de CF ocorre com o aumento da propor¢do de colesterol as LUVs (curva B
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e C, Figura 3.4, p. 62). Para a curva D, que descreve a liberagdo de CF com a adi¢ao de
DD K a LUVs-Col 43%mol, ndo foi observada uma variacdo significativa da
intensidade de emissdo de fluorescéncia, indicando praticamente que ndo hd vazamento
de CF das LUVs-Col 43%mol. Os dados foram analisados como processos de primeira
ordem e a uma taxa de liberagdo constante, ks, para cada curva do estudo do efeito do
peptideo DD K em PC-LUVs e LUVs-Col. Os resultados da cinética de liberagao de CF
para cada experimento permitiram a obtencdo das constantes de velocidade que estdo
apresentadas na Tabela 3.3, com exce¢do das LUVs-colesterol 43%mol, onde nao pode

ser calculado, pois a cinética de liberagdo da CF apresentou-se muito lenta.

Tabela 3.3 - Efeito de DD K em K, para a liberacdo de CF em PC-LUVs e LUVs-Col

[DD K] LUVs-Col LUVs-Col LUVs-Col
pmol.L"! PC-LUVs 12%mol 29%mol 43%mol

[DD K] I<0bs [DD K] Kobs [DD K] Kobs [DD K] Kobs
/[PC]  (10°s?)  /[PC] (10°s?) /[PC] (10°s?) /[PC] (107s?)

0,30 0,031 1,22 0,042 0,85 0,046 0,65 0,050 0
0,45 0,046 1,62 0,064 1,31 0,069 0,35 0,075 0
0,60 0,062 1,60 0,085 1,48 0,091 1,28 0,100 0
0,90 0,093 2,61 0,127 1,37 0,137 1,52 0,150 0
1,19 0,123 3,00 0,169 2,04 0,182 1,27 0,198 0
2,38 0,248 5,78 0,340 3,07 0,367 1,36 0,396 0

Os dados da Tabela 3.3 mostram que o aumento da razdo DD K/PC resulta
também em um aumento na taxa de liberagdo de CF (k,») das LUVs sem colesterol e
com 12% em mol de colesterol. E importante notar que, na razdo DD K/PC de 0,031
para PC-LUVs, 0 ko ¢ 1,22 x 107 s, enquanto que para LUVs-Col 12%mol de
colesterol a mesma ordem de grandeza de k,, foi alcangada somente na razao DD K/PC
de 0,064 e para LUVs-Col 29%mol, tal valor de 4, foi alcancado somente na razdo DD
K/PC de 0,091.

Pela Figura 3.5 (p. 64) o valor de ks varia em fungao da concentragdo molar de
DD K/PC. Verifica-se que o aumento da razdao DD K/PC leva também a aumentos
lineares nas taxas de liberagdo de CF (k,5) em PC-LUVs (ajuste linear com maior
inclinagdo). Nas LUVs-Col 12%mol ¢ observada também uma variacdo linear de k,ps
com o aumento da razdo molar DD K/PC, porém a inclinagao do grafico k,»; em fungdo
da razao molar DD K/PC torna-se menor, praticamente trés vezes menor, do que valor

obtido em LUVs sem colesterol. A 29%mol de colesterol nenhuma dependéncia foi
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observada entre k,p; € a razao molar DD K/PC. O ks para LUVs-Col 43%mol nao pode
ser calculado também, devido a cinética de liberacdo de CF ser muito lenta nestas

condicoes.

Kons (5°1)

0 Q A A A A

| L 1 5 1 i | i | i 1 i 1 " 1

000 005 010 015 020 025 030 035 040
DDK/PC

Figura 3.5 - Razao de liberacao de CF, K, em funcdo da razio molar da DD
K/PC. (o) PC-LUVs; (o) LUVs-Col 12% em mol; (A) LUVs-Col 29% em mol e (A)
LUVs-Col 43% em mol. Os ajustes lineares foram realizados para os dados de (e) PC-
LUVs; (o) LUVs-Col 12% em mol.

A partir destes resultados, foi construido um grafico da porcentagem de
liberacao de CF apds 2000 s, determinada usando-se a Equagao 2.6 (Capitulo 2, p. 50)
em fungdo da razao molar DD K/PC como que esta apresentado na Figura 3.6 (p. 65).
Novamente, para PC-LUVs e LUVs-Col 12%mol o aumento da razdo molar
DD K/PC leva a um aumento da %CF liberada, alcangando um patamar em razodes
molares DD K/PC elevadas. Para LUVs-Col 29%mol o aumento da razdo molar
DD K/PC leva a um aumento da %CF liberada, porém mesmo em elevadas razdes
molares DD K/PC o maximo da %CF liberada ¢ pequena (menor que 40%). Para LUVs
contendo 43%mol de colesterol a porcentagem de liberacao de CF em todas as razdes
molares DD K/PC foi muito pequena, impossibilitando a quantificagdo. Como pode ser
observado na Figura 3.6, comparando-se em uma mesma concentragdo, a porcentagem
de CF liberada em LUVs-colesterol ¢ sempre menor do que em PC-LUVs sem
colesterol.

Os resultados de extravasamento da CF indicam ent3o uma fraca intera¢ao entre
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o peptideo antimicrobiano com LUVs-Col. Dessa forma, DD K ¢ capaz de interagir
fortemente com PC-LUVs, porém a inser¢ao de colesterol reduz a perturbagdo causada
pelo DD K na membrana. Deve-se salientar que, com 43%mol de colesterol, ha pouco
vazamento de CF promovida pelo DD K, deste modo, a atividade hemolitica baixa da
DD K pode ser devida parcialmente a presenca de colesterol em membranas de células

eucariotas.

0
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Figura 3.6 - Porcentagem de liberacio de CF em funcio da razio molar DD K/PC.
(o) PC-LUVs; (o) LUVs-Col 12% em mol; (A) LUVs-Col 29% em mol ¢ (m) LUVs-
Col 43% em mol.

3.1.2.2 Calorimetria de Titula¢io Isotérmica (ITC)

O efeito do colesterol nas interagdes entre DD K e PC-LUVs foi analisado por
calorimetria de titula¢do isotérmica (ITC). Esta técnica tem sido muito empregada na
caracterizacdo do modo de interacdo entre peptideos e vesiculas biomiméticas
(Wieprecht e Seelig, 2002; Brockhaus et al, 2007), fornecendo em um unico
experimento a descrigdo termodinamica da interacdo (AG AH, AS constante de interagao
K e o coeficiente estequiométrico, #n). Com o intuito de evitar a prepara¢do de solucdes
de peptideos em concentragdes nominais elevadas, a titulacdo foi realizada sempre com
a solucdo do peptideo na célula calorimétrica e solugdo de LUVs na seringa de injegao.
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A Figura 3.7 apresenta os dados da titulagio da solugdo de DD K (93 pmol.L™) por
PC-LUVs (20 mmol.L™). Cada pico na Figura 3.7A corresponde a uma adi¢io de 5 pL
de PC-LUVs a célula de reacdo contendo DD K. As variagdes negativas do fluxo de
calor envolvido em cada inje¢ao de PC-LUVs indicam um tipo de reagdo exotérmica. A
entalpia calculada para cada injecdo de LUVs em fung¢do da razdo PC/DD K, bem como
o calor de dilui¢do de PC-LUVs quando adicionadas a solu¢do tampao sem DD K, sdo

mostradas na Figura 3.7B.
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Figura 3.7 - Valores de titulacao isotérmica de DD K com PC-LUVs. (A) Fluxo de
calor para cada inje¢cdo de PC-LUVs em funcdo do tempo. (B) Gréfico de entalpia em
funcdo da razao molar de PC/DD K. Calor de dilui¢ao (A) e calor de interagao (m). (C)
Grafico de entalpia em fun¢do da razdo molar de PC/DD K com subtragcdo dos calores
de diluigao.

E possivel verificar uma diminui¢io da liberagio de calor apos cada inje¢do da
titulagdo, até que estes valores se tornam pequenos e proximos aos valores de entalpia
de diluicdo de PC-LUVs. Os calores de ligacdo da DD K com LUVs foram subtraidos
dos dados de diluicao e estdo apresentados também em funcdo da razdo molar PC/DD K

na Figura 3.7C. A isoterma de intera¢do apresentada na Figura 3.7C foi calculada por
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um ajuste ndo linear da curva, usando o modelo de apenas um sitio de interagdo, em que
a razao molar DD K/PC no ponto de inflexdo da curva corresponde a estequiometria do
sistema peptideo-PC. Para a titulagdo de PC-LUVs em solugdo de DD K, os dados
mostram que n ¢ aproximadamente 10. Assim sendo, a estrutura supramolecular
formada pelo peptideo ligado a LUVs tem 10 lipideos para cada molécula de peptideo.
Esta interagdao provavelmente ocorre pela incorporagao parcial do peptideo na bicamada
das LUVs, como pdde ser comprovado pelo aumento do tamanho das vesiculas
observado pelos experimentos de DLS que serdo apresentados no proximo item
(Figura 3.9, p. 70).

Os parametros termodinamicos calculados AG°, AH’ constante de interacao
aparente K,,, € o coeficiente estequiométrico, n, para a interagdo DD K com PC LUVs

sem e com colesterol estdo mostrados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Parametros termodindmicos obtidos pelo experimento de ITC para a
interacdo do peptideo DD K com PC-LUVs e LUVs-Col a 25 °C

LUVs/ [DD K] Kapp AG° AH’ TAS°®

" (L.mol™) (calmol™)  (calmol)  (cal.mol™)
PC-LUVs/ 9.7+03 10000  -5470  -1628+7.7 5307
[93 mmol ']
LUVs-Col 43%mol 1,36 + 0,01 2160 -4546 -1478,0 £ 28 3068
/ [2 mmol™]

Os dados de ITC mostram que ambos componentes entalpico (-162.8 cal.mol™) e
entropico (5307 cal.mol™) favorecem a ligagio peptideo-PC-LUVs, apesar de o termo
entropico ser da ordem de 30 vezes maior que a contribui¢do entalpica (Tabela 3.4). A
dessolvatag@o do peptideo e sua inser¢do na bicamada podem constituir uma importante
contribuicdo para o componente entropico, através do ganho de entropia rotacional e
translacional de moléculas de 4gua liberadas. A constante de interagdo (K,,,) peptideo-
LUVs ¢ da ordem de 10.000 L.mol” indicando uma intera¢io significativa entre as
espécies no sistema. Finalmente, a valor negativo da varia¢do de energia-livre de Gibbs
mostra um processo espontaneo na ligagdo de DD K com PC-LUVs.

Em seguida foi realizada a titulagdo de DD K (93 umol.L™") com 20 mmol.L" de
LUVs-Col 43%mol. O resultado da titulagdo ndo mostrou interagdo significativa do
sistema e nenhum parametro termodinamico pode ser obtido, pois hd uma similaridade
entre o calor de interacdo de DD K com LUVs-Col e o calor de diluigdo de LUVs-Col
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(Figura 3.8B, p. 68). Isto sugere que a ligagdo do peptideo ¢ mais fraca com LUVs-Col
do que com PC-LUVs. A fim de se obter os parametros termodinamicos para a interacao
entre o DD K e a bicamada fosfolipidica contendo colesterol, foi necessario aumentar
consideravelmente a razdo molar peptideo/PC, titulando-se entdo 2 mmol.L™' de DD K
com 20 mmol.L' de LUVs-Col. A titulacio nestas condi¢des estd mostrada na
Figura 3.8A. Comparando-se a Figura 3.7A (p. 66) e 3.8A, ap6s cada inje¢ao de LUVs
na solucdo de DD K pode-se observar uma maior quantidade de calor liberado
(-4 pcal/s), devido a maior concentracao de peptideo na célula de reagdo. A Figura 3.8B
mostra uma comparagdo do calor de interacdo de 2 mmol.L" de DD K com
LUVs-Col (m), 0,93 mmol.L" de DD K com LUVs-Col (©) e o calor de diluigdo de
LUVs-Col (A). Verifica-se uma inclinagdo significativa da curva de titulacdo de 2
mmol.L"' de DD K com LUVs-Col, permitindo o ajuste da isoterma de intera¢io para

este sistema.
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Figura 3.8 - Valores de titulacio isotérmica de DD K com LUVs-Col. (A) Fluxo de
calor para cada injecdo de PC-LUVs/Col sobre uma solu¢io de 2 mmol.L™" de DD K em
funcdo do tempo. (B) Grafico de entalpia em fun¢do da razdo molar de PC/DD K. (0)
Calor de interago da titulagdo de DD K (0,093 mmol.L™); calor de diluicdo (A) e calor
de interacdo (m). (C) Grafico de entalpia em fun¢do da razdo molar de PC/DD K com
subtracao dos calores de diluigao.
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Na Figura 3.8C (p. 68) € possivel observar o calor envolvido na ligagdio DD
K/LUVs depois de subtraido do calor de diluicdo, na qual a isoterma de ligagao foi
determinada pelo ajuste ndo linear da curva empregando-se um modelo de apenas um
sitio de interagdo. O ponto de inflexdo desta curva mostra um coeficiente
estequiométrico (n) da interacdo de DD K com LUVs-Col de n = 1, sendo este
significativamente menor quando comparado com o valor obtido para PC-LUVs
(n = 10). A alta concentracdo de LUVs-Col necessaria para atingir a satura¢do da
interagdo peptideo-LUVs/Col sugere que a acdo do peptideo sobre membranas
bioldgicas contendo colesterol pode ser dificultada em condigdes fisiologicas.

Os parametros termodinamicos calculados a partir destes dados sdo mostrados
na Tabela 3.4 (p. 67). A constante de interagdo aparente (K,,,) obtida para a associagdo
de DD K com LUVs-colesterol 43% em mol foi cerca de cinco vezes menor
(Kapp = 2160 L.mol™") do que aquela obtida para PC-LUVs (Kapp = 10.000 L.mol™),
confirmando uma menor interacdo de DD K com LUVs contendo colesterol. Contudo,
deve-se ressaltar que a interagdo de DD K com LUVs-Col ¢ mais favoravel segundo o
componente entélpico (AH = -1478 cal.mol') do que a ligagdio com PC-LUVs
(AH = -162,8 cal.mol™). O componente entalpico para a ligagdo DD K com lipossomas
contendo colesterol apresenta uma ordem de magnitude maior que a entalpia da ligagao
DD K com PC-LUVs devido a alta contribuicdo das interagdes eletrostaticas entre a
carga positiva da DD K e a carga negativa do grupo fosfato do PC. A interface mais
hidratada e polar dos lipossomas contendo colesterol facilita a interagdo eletrostatica
superficial de DD K LUVs (Yau et al., 1998). Assim mesmo, o componente entrdpico é
predominante na interagdo, podendo ser explicado pela dessolvatacdo decorrente da
interacdo superficial peptideo-LUVs. Este componente entropico (7AS) da interagdo
peptideo-LUVs/Col (3068 cal.mol) apresenta a mesma ordem de magnitude para a
interacio peptideo-PC-LUV (5307 cal.mol™), sendo porém um pouco menor. Este
menor valor da variagdo da entropia pode estar relacionado com a menor inser¢ao do
peptideo na superficie hidrofobica da bicamada, a qual ¢ mais dificil na presenga do
colesterol do que em LUVs sem colesterol. Apesar de ser menos favoravel, o processo
de ligagdo DD K com LUVs-Col mostra-se também espontaneo com um valor de AG

negativo e da ordem de 4546 cal.mol”.
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3.1.2.3 Espalhamento de Luz dinidmico (DLS)

O efeito de DD K sobre o diametro hidrodinamico (Dy) de LUV na auséncia ou
na presenca de colesterol foi verificado por DLS. Na Figura 3.9 pode ser observada a
variagio do Dj, das LUVs com a adigdo de DD K. E possivel notar que a adigdo de
aliquotas de DD K a solu¢do de LUVs resulta em um aumento significativo de Dy, até
que um patamar seja alcancado. Entretanto, vale ressaltar que, para um mesmo valor da
razao DD K/PC, ¢ observado um maior aumento do D, de LUVs sem colesterol,
enquanto que o aumento da concentracao de colesterol nas LUVs diminui o efeito no Dy,

das vesiculas.
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Figura 3.9 - Didmetros hidrodiniamicos (D,) de LUVs em funcido da razao molar
DD K/PC. (o) PC-LUVs; (o) LUVs-Col 12% em mol; (A) LUVs-Col 29% em mol e
(A) LUVs-Col 43% em mol.

A maior interagdo de DD K com PC-LUVs e a incorporagdo de peptideo na
bicamada sdo demonstradas pelo aumento do D, das LUVs de 115 para 141 nm
(Figura 3.9). O valor maximo de Dy € obtido em uma razao molar DD K/LUVs de 0,2.
Assim, o maximo de peptideos ligados @ membrana corresponde a uma molécula de
DD K para cinco moléculas de fosfolipideos. Para as LUVs-Col contendo 12 ou 29 %
em mol de colesterol, o Dy, das vesiculas aumentaram de 115 nm a 128 nm e de 115 nm

a 122 nm, respectivamente e, nestes casos, ¢ necessario uma quantidade maior de DD K
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para se alcancar o patamar. Em LUVs-Col contendo 43 % em mol de colesterol, a
variacdo do didmetro hidrodinamico de LUVs ¢ pouco expressiva (Figura 3.9, p. 70),
indicando que, nestas condi¢des, DD K ndo se incorpora de forma significativa na
bicamada lipidica. Estes dados estdo de acordo com resultados de fluorescéncia, que
mostraram que o anel inddlico do residuo de Trp-3 em LUVs-Col com concentracdo
elevada de colesterol apresenta-se em ambiente polar, possivelmente no meio aquoso.
Enquanto que em LUVs sem colesterol o anel indolico encontra-se inserido na

bicamada lipidica (Verly et al., 2007).

3.1.3 Estudos estruturais de DD K em meios biomiméticos

Para auxiliar na compreensdo da atividade biologica ¢ modo de interagao com
membranas, foi estudado o comportamento estrutural do peptideo DD K na presenga de
membranas biomiméticas, micelas e meios orginicos que mimetizam membrana
bioldgica, empregando-se as espectroscopias de dicroismo circular (CD) e Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN).

3.1.3.1 Estudo das preferéncias conformacionais por Dicroismo Circular

Os espectros obtidos por dicroismo circular (CD) que mostram as preferéncias
conformacionais de DD K em diferentes meios biomiméticos estdo apresentados na
Figura 3.10 (p. 72), onde os respectivos conteudos de hélice foram calculados por
desconvolugdo conforme descrito no item 1.5 (p. 16). Na Figura 3.10A ¢ possivel
verificar que, enquanto o espectro de CD de DD K em solugdo aquosa indica a
predominancia de conformagao randomica (espectro em vermelho), a adigdo de micelas
de dodecilsufato de sodio (SDS) a 42 umol.L™' de DD K resulta no surgimento de
minimos intensos em Anax 208 € 222 nm, indicando que o peptideo adota estrutura -
hélice (espectros em azul e verde, Figura 3.10A). Em altas concentragdes de detergente
SDS, o contetdo de hélice calculado ¢ de aproximadamente 70%. O mesmo
comportamento de DD K ¢ observado quando a concentragdo de dodecilfosfocolina
(DPC) ¢ aumentada. A Figura 3.10B mostra um maximo de hélice em solugdo micelar
1 mmolL' de DPC (espectro em preto), sendo o conteado de hélice de
aproximadamente 80%. Quando investigado em meio isotropico constituido por
trifluoroetanol em 4gua (TFE/H,0), que mimetiza o meio hidrofobico da membrana, o

conteudo de hélice aumenta com a concentracdo de TFE (Figura 3.10C), caracterizado
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pelo aumento das intensidades dos minimos em Aysx 208 € 222 nm. A desconvolucao
das curvas de DD K em solugdo de TFE revela um conteudo de estruturagdo o-
helicoidal proximo a 80% em concentragdes superiores a 30% de TFE/H,O v/v. Estes
valores sdo maiores do que aqueles calculados para DD K em outras solugdes alcoolicas

como por exemplo 1-propanol, em que o peptideo apresentou um contetido maximo de

hélice de apenas 50% (Silva et al., 2008).
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Figura 3.10 — Estudo das preferéncias conformacionais de DD K por CD. (A)
Espectros de CD de 42 umol.L” DD K em 100 mmol.L"' de NaCl, 20 mmol.L™ tampéo
fosfato pH 7,0 (preto), apos a adi¢do de 100 pmol.L™" de SDS (vermelho), 200 umol.L™
de SDS (azul) e 1 mmol.L™" de SDS (verde). (B) 42 ;,tmol.L'1 DD K em 100 mmol.L"
de NaCl, 20 mmol.L" tampdo fosfato pH 7,0 (rosa), apods adi¢io de 200 umol.L" de
DPC (vermelho), 400 pmol. L™ de DPC (verde), 1 mmol.L™' de DPC (azul) e 3 mmol.L"'
de DPC (preto). (C) Espetros de CD de 55 umol.L"' de DD K em 10% TFE/H,0
(vermelho), 20% TFE/H,O (verde), 30% TFE/H,O (azul) e 40% TFE/H,O (rosa) e
60% TFE/H,0 (preto). (D) 40 umol.L™' DD K em 100 mmol.L™' de NaCl, 20 mmol.L"
tampdo fosfato pH 7,0 (azul claro), apés adi¢do de 10 umolL"' de LUVs-POPG
(vermelho), 20 n mol.L" de LUVs-POPG (verde), 50 ;,tmol.L'1 de LUVs-POPG (azul),
100 pmol.L™ de LUVs-POPG (preto) ¢ 1 mmol.L"' de LUVs-POPC (rosa).

72



Na presenca de 50 pmol.L" de 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilglicerol (POPG) em
forma de vesiculas unilamelares pequenas SUVs (~50 nm) a DD K apresenta também
um grau elevado de estruturacdo a-helicoidal (espectro azul, Figura 3.10D) com um
conteudo de hélice proximo a 75%. Em razdes molares de peptideo-cationico e LUVs
de POPG ou micelas de SDS, préoximas a neutralizagdo da carga do sistema, os
espectros de CD exibem formatos das curvas distorcidas (espectro em verde na Figura
3.10A (p. 72) e espectro em preto na Figura 3.10D). A partir do experimento de titulagdo
de DD K com SUVs de POPG (Figura 3.10D) foi possivel estimar uma constante de
particio de 10° L.mol”, indicando que a maior parte das moléculas de DD K encontra-
se ligada as SUVs de POPG. Finalmente, na presenca de 1 mmol.L™" de palmitoil-oleoil-
fosfatidilcolina (POPC) em forma de LUVs (espectro em rosa Figura 3.10D) foi
calculado um conteudo de hélice de 52%. Entretanto, deve ser notado que as constantes
de particdo de peptideos catidnicos lineares em vesiculas zwitteridnicas sao
normalmente duas a trés vezes menores (Vogt e Bechinger, 1999; Wieprecht et al.,
1999) e, assim, este valor baixo de conteudo de hélice ocorre devido ao equilibrio entre

peptideo associado a membrana e peptideo livre em solugao.

3.1.3.2 Determinacio de estrutura 3D em micelas de DPC-d3g por RMN

Claramente, os resultados de CD mostram que o peptideo DD K associado a
LUVs adota um grau elevado de estruturagdo a-helicoidal na presenca de ambas as
vesiculas preparadas. Como o meio micelar apresenta similaridade alta com o ambiente
apolar de membranas (i.e. bicamadas de fosfolipideos) e suas propriedades de interface
e que estas micelas sdo disponiveis para determinagdo estrutural de peptideos pequenos
por RMN de alta resolugdo, foram realizados varios experimentos uni-dimensionais de
'H para o peptideo DD K em diferentes meios de micelas. A Figura 3.11 (p. 74)
apresenta a regido de deslocamento quimico de hidrogénio de grupos amidicos e dos
hidrogénios aromaticos nos espectros de RMN de 'H em solugdo do peptideo DD K na
presenga de 20 mmol.L™' de solugio tampdo fosfato (A), 50% (em volume) de TFE-d>
em H,0 (B), 400 mmol.L™" de DPC-d3z (C) e 400 mmol.L™' de SDS-d,s (D).

Quando comparadas ao espectro em solugdo aquosa ou na presenca de 50 % de
TFE/H,0 v/v, os sinais de ressonancia de DD K em micelas de DPC-dsg € SDS-d»s
apresentam-se consideravelmente alargados (Figura 3.11C e D), devido ao aumento em

seu tempo de correlagdo rotacional, indicando que o peptideo estd associado a micelas.
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Figura 3.11 - Regido de deslocamento quimico de niicleos de 'H amidicos e
aromaticos de espectro unidimensional de RMN (800 MHz) de 800 pmol.L" DD K
a 25 °C. (A) 20 mmol.L™" tampéo fosfato pH 7,0; (B) 50% (em volume) de TFE-d, em
H,0; (C) 400 mmol.L"' DPC-dsg; (D) 400 mmol.L™ SDS-dss.

O comportamento de DD K em micelas de SDS-d,s verificado por RMN de 'H
pode ser observado na Figura 3.12 (p. 75). Com o aumento da concentragdo de SDS de
30 mmol.L" (Figura 3.12C) para 400 mmol.L™' (Figura 3.12F), os sinais de ressonancia
tornam-se mais finos, porém ndo o suficiente para a realizagdo de experimentos
bidimensionais (2D) com resolu¢do adequada para determinacao estrutural. Além disso,
em concentracdes baixas de SDS-d,s (menores que 20 mmol.L'l) sdo observados
precipitados, provavelmente devidos a associagdo entre as espécides de cargas opostas,
ou seja, a interacdo das cargas negativas do detergente com as cargas positivas do
peptideo catiénico DD K. Por outro lado, em 400 mmol.L™"' DPC-dss (Figura 3.11C), os
sinais de ressonancia de 'H de DD K, apesar de apresentarem-se mais alargados em
relagdo aos de DD K em 20 mmol.L" de tampao fosfato pH 7,0 (A) e 50% (em volume)
de TFE-d, em H,O (B), permitiram a obtengdo de espectros 2D com resolugdo

suficiente para estudos estruturais do peptideo.
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Figura 3.12 - Regido de deslocamentos quimicos de niicleos de 'H amidicos e
aromaticos de espectro de RMN 'H (800 MHz) de 2 mmol.L" de DD K a 25 °C. (A)
20 mmol.L" tampéo fosfato pH 7,0; (B) 50% (em volume) de TFE-d2 em H20; (C) 30
mmol.L" SDS-d2s, (D) 60 mmolL"' SDS-d2s, (E) 100 mmolL"' SDS-d2s e
(F) 400 mmol.L™' SDS-dbs.

A estrutura de DD K foi estudada na presenca de 400 mM de DPC, um
detergente que forma micelas com interface muito similar aquela encontrada em
bicamadas de fosfatidilcolina. A determinacdo de estrutura tri-dimensional por
espectroscopia bidimensional de RMN em solu¢do foi realizada empregando-se a
metodologia de Wiithrich (Wiithrich, 1986), que tem sido comum para peptideos
pequenos, mostrando-se eficaz para uma atribui¢do completa das ressonancias de 'H,
BC e ""N. A Figura 3.13 (p. 76) mostra o mapa de contornos TOCSY parcial do
peptideo DD K em soluc¢dao micelar de DPC-d;s.
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Deslocamento quimico 'H (ppm)
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Figura 3.13 - Mapa de contornos TOCSY parcial de DD K em solu¢io micelar de

400 mmol.L" de DPC-dss. Regido de interagdo d n(i,i+n)

A alta abundancia de alguns residuos na sequéncia peptidica de DD K, como a

presenca de treze residuos de alanina e seis de lisina, tornou a atribui¢ao mais dificil do

que ¢ normalmente esperado para peptideos deste tamanho (Figura 3.13). Algumas

sobreposigoes de correlagdes intra-residuais de H, e hidrogénios amidicos (Hy), como

Ala-20/Leu-26 e Ala-14/Ala-16 dificultaram também a atribuicdo completa do peptideo.

. o~ A . 1 A . , e
As atribuigdes das ressonancias de H de acordo com a sequéncia peptidica de

DD K na presenga de micelas de DPC foram realizadas utilizando-se atribuigdes

sequénciais entre Hy de residuos de aminoéacidos vizinhos na sequéncia peptidica
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devido a interagdes dnn(i,i+1). A Figura 3.14 mostra uma regido do mapa de contornos

NOESY em que ¢ possivel encontrar este tipo de interagao.
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Figura 3.14 - Mapa de contornos NOESY parcial de DD K em solu¢io micelar
400 mmol.L' de DPC-dss. Regido de interagao dnn(i,i+n).

Praticamente todos os residuos de aminoécidos apresentam interacdes do tipo
dnn(i,i+1) com excecdo daqueles em que os Hy apresentaram deslocamentos quimicos
muito proéximos, impossibilitando a visualiza¢do das correlagdes fora da diagonal, o que
ocorre entre os residuos de Ala-21/Ala-22 e entre Lys-23/Ala-24.

Entre outros residuos como Trp-3/Ser-4, Ala-14/Lys-15 e Ala-17/Ala-18,

simplesmente ndo se observam correlagdes devido a maior distdncia espacial entre os
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Hy destes residuos ou, mesmo, devido a auséncia de orientagdo preferencial da cadeia
peptidica nestas regidoes. Deve-se notar também na Figura 3.14 (p. 77) a presenga de
interagdes do tipo dnn(i,i+2) entre residuos de Lys-7/Ala-9 e Lys-15/Ala-17, indicando
tor¢des nestas regides da cadeia principal do peptideo.

Na presen¢a de micelas de DPC-dss, muitas correlagdes de média distancia de
nOe foram observadas, sugerindo um arranjo estrutural efetivo de DD K. A Figura 3.15
apresenta um grafico com o resumo dos nOes inter-residuais sequénciais e de médias
distancias observadas para a DD K na presenca de micelas de DPC-d35. Correlagdes de
média distancia do tipo dn(i,11+3) e d,x(1,1+3) sdo observadas a partir do sétimo residuo
(Lys-7) até a por¢do C-terminal, indicando que o peptideo apresenta um arranjo

helicoidal bem definido nesta regido (Figura 3.15).
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Figura 3.15 - Diagrama de conectividade de nOes para o peptideo DD K (1 mmol™)
em solucio micelar de DPC (400 mmol™). As intensidades das interacdes dn , dan ©
dpy no diagrama estdo diferenciadas como fortes, médias e fracas de acordo com a
espessura das linhas. Virias interagcdes de média distancia dn(i,1+3), dgA(1,113) €
dyn(1,1+4) foram observadas e estdo representadas por linha finas que unem os residuos
que interagem entre si. A extensdo da hélice no peptideo estd indicada pelo retangulo
situado na parte inferior dos quadros.

O mapa de contornos NOESY exibiu um niimero elevado de correlagdes de 'H
envolvendo residuos proximos a regido C-terminal amidada. Esta ¢ uma observagado
importante, uma vez que peptideos catidnicos amidados exibem frequentemente um alto
grau de estruturagdo (Resende et al., 2008) e sdo mais ativos em ensaios biologicos

quando comparados aos analogos nao amidados (Ali et al., 2001; Katayama et al.,
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2002). Esta maior estruturacdo na regido C-terminal de peptideos amidados pode estar
relacionada com a auséncia da carga negativa do carboxilato devida a amidagdo e que,
consequentemente, estabiliza o dipolo da hélice nesta regido. Algumas correlagdes inter-
residuais envolvendo os residuos Trp-3 e Ser-4 indicam que esta por¢do do peptideo
apresenta alguma estrutura¢ao ordenada, embora em menor extensdo do que a regido C-

terminal.

A Tabela 3.5 (p. 80) mostra os deslocamentos quimicos dos niicleos de 'H e "*C
obtidos para DD K em micelas de DPC. Com excecdo do residuo de Gly-1, foi possivel
identificar o deslocamento quimico de grande parte dos nucleos de 'H e '°C de DD K
em micelas de DPC. Estes valores apresentaram-se compativeis com aqueles esperados

para nicleos de aminoacidos em estruturas helicoidais.

Ap0s a atribuicdo completa dos sinais de RMN de DD K, as correlagdes de nOes
foram convertidas em distdncias semi-quantitativas e, a partir dos dados de
deslocamentos quimicos de C,, Csz e H, e Hp, foram calculados valores de angulos
diedros da cadeia principal do peptideo. Estes dados, chamados de restrigdes estruturais,
somaram um total de 345 incluindo restricoes de distancias e de angulos diedros.
Devido ao fato da determinagdo estrutural de peptideos e proteinas por RMN depender
desta rede de restricdes geométricas, existe uma tendéncia em considerar que quanto
maior for o numero de restricdes utilizadas, melhor seria a qualidade do modelo
construido. Entretanto, em um estudo feito com cinco estruturas de proteinas
depositadas no PDB (Nabuurs et al., 2003), observou-se que cerca de 30% das
restricdes de distancia desses peptideos sdo do tipo intra-residual, um valor proximo a
das restri¢des de longa distancia (restri¢ao entre atomos de hidrogénio separados entre si
por mais de quatro residuos na sequéncia polipeptidica). Por outro lado, enquanto o
conjunto de restricoes de longa distdncia € responsavel por cerca de 30% das
informagdes estruturais, o conjunto das distancias intra-residuais contém no maximo
0,4% dessa informacdo. O conjunto de restricdes de ligagdo de hidrogénio, que
constituia, no maximo, 7,5% de todas as restricdes, foi responsavel por cerca de 30% da

informacao estrutural do modelo.
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Tabela 3.5- Deslocamentos quimicos (em ppm) de RMN de 'H e de "°C para o peptideo
DD K em solug¢ao micelar 400 mM DPC-dsz, 25 °C (800 MHz)
Deslocamentos quimicos (ppm)

Residuo
Gly 1
Leu 2

Trp 3
Ser 4
Lys 5

Ile 6
Lys 7

Ala 8
Ala 9
Gly 10
Lys 11

Glu 12
Ala 13
Ala 14
Lys 15

Ala 16
Ala 17
Ala 18
Lys 19
Ala 20
Ala 21
Gly 22
Lys 23
Ala 24
Ala 25
Leu 26

Asn 27
Ala 28
Val 29
Ser 30
Glu 31

Ala 32
Val 33

Onu

8,21

7,98
8,12
7,82

8,07
8,07

7,89
8,17
8,45
8,06

7,96
8,31
8,11
8,10

8,17

8,25
8,11
8,12
8,24
7,98
8,12
8,10
8,05
8,36
8,02
8,26
8,17
7,99
7,89
8,00

SHa
3,97-
3,75

4,54
4,12
4,14

3,77
3,77

4,15
4,17
3,92
4.42

3,72
4,19
4,15
4,02

4,12

4,07
4,47
4,12
3,90
4,10
4,18
4,10
4,16
4,44
421
3,79
4,18
4,15
4,26
4,08

Onp

1,75

3,37
3,94
1,49

1,98
1,96

1,56
1,55

1,97

2,38
1,52
1,49
1,95

1,52

1,92
1,57
1,61

1,96
1,54
1,61
1,69
2,89
1,59
2,22
3,98
2,12
1,56
2,23

§Outr0s

»CH3=1,42 5CH,=0,94

&CH,=9,91; ¢-CH,=7,26;7,49

7~CH,=1,44;1,49 6~-CH,=1,70 &-
CH2:2,97

»-CH,=1,17; 6,-CH5=0,82; 5,-CH;=0,94
7~CHy=1,44; 1,49; 6-CH,=1,71;
&CH,=2,97

7~CH,=1,58;1,69; &-CH,=1,83
&CH,=2,96
7~CH3=0,96; 1,10

#CHy=1,45; 5CH,=2,01;1,95
&CH,=2,94

7~CHy=1,49; &CH,=1,92; &CH,=2,96

7~CHy=1,48; 6-CH,=2,02; &-CH,=2,96

7-CH;=1,81; 6~CH,=0,92
6-CONH,=6,77; 7,51

#CH3=1,09; 0,97

#CH,=0,96; 1,10

7~CH;=1,09; 1,09

dca
45,3
56,0

60,2
57,5
54,2

65,9
59,9

59,9
59,7
47,2
57,4

65,8
56,4
56,3
60,9

56,2

59,5
61,4
47,0
58,6
62,0
60,5
56,8
573
56,7
66,4
56,5
56,9
54,9
56,9
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Essa variacdo entre a contribuicdo de diferentes tipos de restrigdo no conjunto
final de estruturas deve-se principalmente ao fato de as estruturas que servem de entrada
para o célculo j& serem previamente parametrizadas, com valores fixos de comprimento
de ligacao, hibridizacdo e relagdes angulares 6timas ja definidas. Ou seja, grande parte
das informagdes estruturais de curta distancia j& esta definida antes mesmo de o calculo
ter inicio. Essas restri¢des, que contém pouca informagdo estrutural, sdo denominadas
restri¢des redundantes.

Assim como existem restrigdes que cont€ém pouca ou nenhuma informagdo a
respeito da estrutura, existem aquelas que sao responsaveis pela maior parte da estrutura
terciaria da macromolécula. Essas restricoes siao denominadas de restricdes
inconsistentes e devem ser examinadas cuidadosamente, uma vez que elas podem ser
resultado de atribui¢do incorreta ou podem simplesmente ser a TUnica restrigao
encontrada para certo elemento estrutural, o que pode ser comum para peptideos
pequenos.

Dessa forma, ao final das atribui¢des das estruturas analisadas por RMN, foram
construidas listas contendo as restrigdes dos tipos intra-residuais R(IR), sequénciais
R(SQ), de média distancia R(MR), de longa distancia R(LR) e de angulos diedros
R(AD), as quais foram analisadas previamente pelo programa QUEEN, para a
determinagdo do contetido de unicidade de informacgao (/,,;) € a informacao média (Z,cq)
do conjunto de restricdes de RMN de DD K em DPC-dsg (item 2.16, p. 55). A Tabela 3.6
mostra o numero de restricdes para este conjunto de dados de DD K em micelas de

DPC-d;s, classificadas em restrigdes dos tipos acima relacionados.

Tabela 3.6 - Numero de restricdes totais R(T), restrigdes intrarresiduais R(IR),
sequénciais R(SQ), de média distancia R(MR), de longa distancia R(LR) e de angulos
diedros R(AD) obtidos por RMN

Pentideo/Meio N° de N° de N° de N° de N° de N° de
p R(T) R(IR) R(SQ) R(MR) R(LR) R(AD)
DD K/DPC 392 177 96 82 0 37

Os resultados desta andlise podem ser observados na Figura 3.16 (p. 82) e
mostram que, dentre todas as restrigdes, somente algumas apresentaram valores
atipicos, com limites superiores de distincia de 5,0 A. Estas restricdes estdo

apresentadas na Tabela 3.7 (p. 83) e sdo classificadas como R;, R, R3, R4 e Rs. Essas
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sdo restricdes que apresentaram valores elevados de /,,; (maiores que 1) ou /.4, como

pode ser observado na Figura 3.16.
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Figura 3.16 - Analise das restricoes de distincias e angulos diedros obtidas por
RMN (800 MHz) de DD K em solu¢iio micelar 400 mmolL"' DPC. (A) Grafico de
unicidade (/) pelo indice de cada restricdo e (B) grafico de informacdo média (/ieq)
por informagdo tunica (/). R(IR) - restricdes intra-residuais; R(SQ) - restri¢des
sequénciais; R(MR) — restricoes de média distancia; R(AD) - restrigdes de angulos
diedros.

Essas duas grandezas sdo utilizadas para identificar possiveis restri¢des
incorretas ou pouco suportadas pelo conjunto total de restricdes (Nabuurs et al., 2005) e
devem, sempre que possivel, ser analisadas conjuntamente, uma vez que a unicidade

permite identificar restrigdes inconsistentes ou que simplesmente constituem a Unica
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fonte de informagdo para uma caracteristica estrutural. No entanto, se duas restrigoes
conttm na mesma propor¢do um alto grau de informagdo, mas sdo mutuamente
coerentes (e.g. duas restricdes do tipo Ha-HN (i, i+4) e HN-Ha (i, i-4), o calculo de
unicidade ndo serd capaz de identificd-las como restri¢des de alta informag¢do, mesmo
que sejam as Unicas restricoes em uma determinada estrutura. Dessa forma, estas
restricdes contém alto grau de informagdo e nao serdo identificadas como tal pelo
calculo de unicidade, por serem mutuamente coerentes. Para se identificar este tipo de
restricdo pode-se recorrer ao parametro de informacdo média (/,.s). Este pardmetro,
apesar de isoladamente ndo promover uma distingao facil de restricdes inconsistentes, ¢
capaz de identificar o impacto das restrigdes sobre a estrutura, mesmo se estas
constituirem um conjunto consistente entre si.

O valor elevado de I, das restrigdes R;, R3;, R4 e Rs esta relacionado com
interferéncias de DPC-d3g na analise do mapa de contornos NOESY que nao permitiram
uma atribuicdo em ambos os lados da diagonal para as correlagdes de 6.H,—10.HN,
20.H,—24.HN, 19.H,—22.Hg,;e 15.H,~19.HN. Por outro lado, estas mesmas restri¢oes
apresentaram um baixo valor de /.4, indicando que nao apresentam forte impacto sobre
as estruturas calculadas, pois sdo reforgadas por outras restrigdes proximas a estas

regides.

Tabela 3.7- Relacdo das restricdes que apresentaram valores elevados de informagdo
unica (1,,;) ou média (Zeq)

R Correlacao
(tipo de restricao)

R 6.H, — 10.HN

RZ 3.Ha - 6.H51

R; 20.H, — 24.HN

R4 19.H,— 22.Hg,

Rs 15.H,— 19.HN

A restri¢do R, foi a tinica a apresentar além de um valor elevado de 7, também
um alto valor de /,.,. Este grau elevado de informagdo pode estar relacionado com
sinais devidos a artefatos do experimento de NOESY, j& que a correlagdo entre
3.H,—6.Hp, foi encontrada somente em um dos lados da diagonal, além de ndo terem
sido observadas outras interagdes caracteristicas de hélice no intervalo de Trp-3 a Ile-6
(Figura 3.15, p. 78) que pudessem contribuir com a informag¢ao de R,. Dessa forma, R,
foi descartada do conjunto de restrigdes e, apos sua exclusdo, 391 restrigdes de distancia

e de angulos diedros derivados de correlagdes de nOes e deslocamentos quimicos,
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respectivamente, foram empregados em calculos de dindmica molecular para
determinag¢do de estruturas tridimensionais de DD K em micelas de DPC-dss. As
estruturas de menores energias foram sobrepostas e estdo mostradas na Figura 3.17 B.
Um segmento de hélice bem definida ¢ observado do residuo de Lys-7 até a regido
C-terminal, incluindo as amidas terminais que contribuiram para a estruturacdo desta
regido. Outra regido de estrutura definida pode ser observada nos residuos de Lys-5 e
Ile-6 e que orientam a regido N-terminal para baixo na Figura 3.17B e D. E importante
notar também que o peptideo apresenta um alto grau de anfipaticidade, com os residuos
de cadeias laterais hidrofobicas (representados em azul) em face oposta aos residuos de
cadeias laterais hidrofilicas (representados em verde) podendo constituir uma

caracteristica fundamental para a interagdo do peptideo com a bicamada lipidica.

N-terminal C-terminal amidado

Superficie

/ da micela

! ¥ Regido apolar da micela

Figura 3.17 - Estruturas de RMN em solu¢io de 1 mmol.L" de DD K diferentes
meios. (A) TFE/agua 50:50 v/v (Verly, 2006) e (B-D) em solucdo micelar de 400
mmolL" DPC-dss em 4gua. (A e B) Sobreposicio das 20 estruturas mais estiveis em
cada meio. (C e D) Estrutura mais estdvel vista lateralmente e ao longo do eixo da
hélice, respectivamente. As cadeias laterais hidrofobicas estdo representadas em azul, as
hidrofilicas em verde e a cadeial lateral de Trp-3 em rosa.
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Anédlises estruturais realizadas por RMN anteriormente para o peptideo DD K
em mistura isotropica de solventes que mimetizam a polaridade de membranas
(TFE/H,0 1:1 v/v) mostraram também uma grande extensdo de hélice (Figura 3.17A,
p. 84), iniciando-se no residuo de Ser-5 até a extremidade C-terminal do peptideo
(Verly, 2006). Embora as porcentagens de helicidade calculadas pelos dados de CD
(p.71 e 72) sejam similares em ambos os meios (micela de DPC- dsg e solugdo de TFE),
uma comparagdo mais detalhada das duas estruturas obtidas por RMN mostra diferencas
importantes. Nas representacdes mostradas na Figura 3.17A e B, enquanto a face
hidrofdbica esta direcionada a frente das hélices de ambas as estruturas, as extremidades
N-terminais das estruturas de DD K em solucdo de TFE/H,O e em micelas de DPC-dsg
(ver setas laterais na Figura 3.17, p. 84) estdo direcionadas em sentidos opostos. Além
disso, uma dobra sutil na hélice pode ser observada no residuo de Lys-15 para DD K em
solugdo micelar de DPC-dsg (Figura 3.17B, p. 84). Dessa forma, ¢ possivel que tais
diferencas nas estruturas ocorram devido a curvatura imposta pelo sistema micelar e,
portanto, a DD K deve encontrar-se posicionada paralelamente a superficie da micela.
Assim, pode-se inferir que no meio bioldgico verifica-se interacdo similar com a
bicamada lipidica. Por outro lado, esta interagdo paralela foi confirmada por estudos de
RMN em fase solida em POPC (Verly et al., 2009). Assim sendo, segundo a estrutura
apresentada na Figura 3.17C a dobra na cadeia peptidica que ocorre no residuo de Lys-
15 direciona o anel indolico do Trp-3 para a regido de interface das micelas de DPC-dss.
Essa conformacao estd de acordo com resultados de fluorescéncia de Trp (Verly ef al.,
2007), os quais mostram que o anel inddlico de Trp-3 encontra-se inserido parcialmente
na bicamada de PC-LUVs, como apresentado na Figura 3.17C. Finalmente, estas
especificidades da conformacdo verificadas na analise estrutural de DD K por RMN
mostram que os meios biomiméticos utilizados neste trabalho sdo adequados para
revelar a interacdo do peptideo em bicamadas lipidicas.

As estruturas mais estaveis de DD K em micelas de DPC-dsg foram submetidas a
analise estatistica, cujos resultados estdo resumidos na Tabela 3.8 (p. 86). Os valores de
RMSD obtidos para o conjunto de todos os residuos sugerem uma consideravel
flexibilidade conformacional (1,55 A). Entretanto, este valor diminui significantemente
quando apenas o segmento helicoidal é considerado (0,69 A).

O gréfico de Ramachandran apresentado na Figura 3.18 (p. 86) mostra que a
maioria dos residuos encontra-se em regides favorecidas ou permitidas, indicando uma
boa qualidade das estruturas calculadas. Os poucos residuos observados em regides nao

permitidas sdo aqueles localizados proximos a extremidade N-terminal (Trp-3, Ser-4 e
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Lys-5), sendo a parte ndo estruturada do peptideo em a-hélice, porém com pouca

flexibilidade devido a inser¢do parcial do residuo de Trp-3 nas micelas de DPC-dss.

Tabela 3.8- Dados de calculos estruturais de DD K em micelas de DPC-dss
RMSD - Todos os residuos?

Cadeia principal 1,55 A
Cadeia principal e atomos pesados 1,98 A
RMSD - Seguimento helicoidal®"
Cadeia principal 0,69 A
Cadeia principal e atomos pesados 0,94 A
Andlise grafica por Ramachandran
Residuos em regido favorecidas 74,8%
Residuos em regides permitidas 22,8%
Residuos em regides menos permitidas 2,4%
Residuos em regides nao permitidas 0%

a-Dados do programa MOLMOL; b- Dados de Ile-6 a Val-33

.
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Figura 3.18 - Grafico de Ramachandran para as 20 estruturas mais estaveis de
DD K em micelas de DPC-dzs. As arecas em vermelho indicam conformacdes sem
impedimento estérico e sdo denominadas de regides favorecidas; as regides em amarelo
escuro indicam conformagdes menos estaveis, com aproximac¢do de atomos; € a regido
em amarelo claro indica estruturas pouco flexiveis.

86



3.2 Peptideo antimicrobiano homotarsinina

Neste item serdo apresentados os estudos estruturais, termodindmicos e
bioldgicos comparativos entre o peptideo antimicrobiano homotarsinina (HMT-2) e sua
cadeia monomérica (HMT-1). Esta tltima ¢ composta por 24 residuos de aminoacidos e
possui 0 grupo C-terminal amidado. O peptideo dimérico homotarsinina (HMT-2)
possui 48 residuos de aminoacidos, pois ¢ formado pela ligagdo dissulfeto entre os
residuos de Cys de duas cadeias monoméricas de HMT-1. As estruturas primarias desses

peptideos estdo apresentadas na Tabela 3.9:

Tabela 3.9 - Sequéncia primaria dos peptideos HMT-1 e HMT-2

Peptideo Sequéncia
HMT-1 NLVSD IIGSK KHMEK LISII KKCR-NH,
HMT-2 NLVSD IIGSK KHMEK LISII KK?R-NHZ

NLVSD IIGSK KHMEK LISIT KKCR-NH,

NH; representa a amidagao do grupamento C-terminal

3.2.1 Sintese, Caracterizacao e Purificacao

A sintese do peptideo antimicrobiano homotarsinina foi realizada em duas etapas
distintas. Primeiramente, foi sintetizada a cadeia monomérica manualmente pela SPFS,
segundo a estratégia Fmoc. Em seguida, foi realizada uma dimerizacio de HMT-1
através de formacgdo de ligagdo de dissulfeto entre residuos de Cys de duas cadeias
monoméricas. A seguir serdo apresentados os resultados da obtengdo de HMT-1 e

HMT-2.

3.2.1.1 Cadeia monomérica HMT-1

O acompanhamento da sintese de HMT-1 apds cada adigdo de um novo residuo
de aminoacido foi realizado de modo analogo ao descrito para a sintese de DD K
discutido anteriormente (p. 57). A Tabela 3.10 (p. 88) apresenta o acompanhamento da

sintese em todos os seus acoplamentos.
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Tabela 3.10 - Dados do acompanhamento da sintese de HMT-1

Ordem de . e B Excesso Tempo de Teste de Kaiser
acoplamento IEERDAII OGN0 a.a. reacio (h) ~
Acoplamento Desprotecio

1° Fmoc-Arg(Pbf)-OH 4 4,0 - +
2° Fmoc-Cys(Trt)-OH 3 1,5 - 4
3° Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 1,5 - +
4° Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 1,5 - +
5° Fmoc-Ile-OH 3 1,5 - I
6° Fmoc-Ile-OH 3 1,5 - 4
7° Fmoc-Ser(-Bu)-OH 3 1,5 - +
8° Fmoc-Ile-OH 3 1,5 - 4
9° Fmoc-Leu-OH 3 1,5 - s 4
10° Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 1,5 - 4+
11° Fmoc-Glu(O#-Bu)-OH 3 1,5 + ~
#Fmoc-Glu(Oz-Bu)-OH 4 2,0 + ~
#Fmoc-Glu(Oz-Bu)-OH 5 2,0 - +
12° Fmoc-Met-OH 4 2,0 - +
13° Fmoc-His(Trt)- OH 4 2,0 - +
14° Fmoc-Lys(Boc)-OH 4 2,0 - 4
15° Fmoc-Lys(Boc)-OH 4 2,0 - * +
16° Fmoc-Ser(z-Bu)-OH 5 2,0 4 ~
#Fmoc-Ser(z-Bu)-OH 5 2,5 - +

17° Fmoc-Gly-OH 5 2,5 -
18° Fmoc-Ile-OH 5 2,5 - +
19° Fmoc-Ile-OH 5 2,5 F ~
#Fmoc-Ile-OH 5 2,5 - +
20° Fmoc-Asp(Oz#-Bu)-OH 5 2,5 - 4
21° Fmoc-Ser(-Bu)-OH 5 3,0 - +
22° Fmoc-Val-OH 5 3,0 - 2 +
23° Fmoc-Leu-OH 5 3,0 + ~
#Fmoc-Leu-OH 5 3,0 - +
24° Fmoc-Asn(Trt)-OH 5 3,0 - +

# FEtapas de reacoplamento * Repetigdo do testes de Kaiser para confirmagdo.
+ Resultado positivo, indicativo da presenca de grupo amina livre. - Resultado negativo,
indicativo da auséncia de grupo amina livre. ~ Teste ndo realizado.

As etapas de acoplamento de derivados de aminoacidos como Fmoc-Glu(Oz-
Bu)-OH (11° acoplamento), Fmoc-Ser(~-Bu)-OH (16° acoplamento), foram submetidas a
reacoplamentos, com aumento de excesso de derivado de aminoacido e do tempo de
reacdo, alcangando-se um rendimento de acoplamento proximo a 100%. Os derivados

de aminodcidos Fmoc-Ile-OH (19° acoplamento) e Fmoc-Leu-OH (23° acoplamento)
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Absorvancia (AU)

também foram submetidos a reacoplamentos porém mantendo-se as condigdes de
acoplamento.

Ao final da sintese, apds a etapa de clivagem, a amostra foi submetida a analise
cromatografica e por espectrometria de massas para confirmagdo da presenca do
produto desejavel e avaliacdo do seu grau de pureza. A Figura 3.19 apresenta o perfil
cromatografico analitico de fase reversa do produto bruto da sintese de HMT-1. Foram
coletadas as fragcdes mais abundantes da amostra com tempos de retengdo (t;) de 25,1,
28,0, 28,8, 31,7 e 37,1 min, que foram analisadas por EM-MALDI-ToF. Das fra¢des
coletadas por cromatografia de fase reversa, aquela com tempo de retencao de 31,7 min
correspondeu ao peptideo HMT-1, segundo as analises por espectrometria de massas.
Calculando-se as areas sob os picos no cromatograma da Figura 3.19, foi possivel

determinar o rendimento de aproximadamente 80% para a sintese da cadeia

monomérica.
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Figura 3.19 - Perfil de cromatografia de fase reversa do peptideo HMT-1. Amostra
injetada (25puL) em coluna Cis Wydac 218TP510 (250 mm x 4,6 mm) equilibrada com
TFA a 0,1% (em volume). Elui¢do: solu¢do de acetonitrila/TFA 0,1% (em volume) em
um fluxo de 1 mL.min™". A linha reta retrata a variacdo da concentracdo de acetonitrila.
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A Figura 3.20 apresenta o espectro de massas (EM-MALDI-ToF) da amostra ndo

purificada da sintese. Neste espectro é possivel verificar o pico devido ao ion [M+H]" de

m/z 2752,4 correspondendo ao peptideo HMT-1 protonado, além de analogos com

massas inferiores, os quais estdo listados na Tabela 3.11.

Tabela 3.11 - Peptideos identificados por MALDI-ToF

Peptideo
HMT-1
Anélogo 1
Anélogo 2
Andlogo 3
Anélogo 4

[M +H]
2752.,4
2624,2
2495,8
24872
2409,5

Residuo ausente (formula molecular)
Lys (C6H12N20)
2 X Lys (C6H12N20)
His (C6H7N20) + Lys (CéH]ZNQO)
Ser (C3H5N02) + ZLYS (C5H7N20)

Estes analogos ndo contém alguns dos residuos de aminoacidos da sequéncia

peptidica de HMT-1, o que indica falhas em determinadas etapas de acoplamento. O

sequenciamento dos andlogos ndo se fez necessario, uma vez que os subprodutos da

sintese ndo foram de interesse do presente estudo.

404 HMT-1
M HMT-1
40 R [M+H]"=2752,4
30 4
204
~ 30
=
3 o
e HMT-1 HMT-1+ Na*
S b [M+H]*- H20 HMT-1+K*
. 1L "
,_% 20 | 2730 2780 2790
=
&
8 -
=
10 - (K) [M+H]"=2624,2
(2K) [M+H]*=2495,8
| (H+K) [M+H]=2487,2
(S+2K) [M+H]'=2409,5 l ﬂ
0 i Lo bowe bt L.h i n.[ . ulll-u P |
L] l L] l T l L] l L] l L) l L) I T
1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500
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Figura 3.20 - Espectro de Massas (MALDI) de amostra da sintese de HMT-1.
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Apos confirmacdo da obtengdo do peptideo HMT-1, o produto da sintese foi
purificado primeiramente em condi¢cdes semi-preparativas para estudos estruturais e
termodindmicos. A Figura 3.21 apresenta o perfil cromatografico analitico da amostra
resultante dessa purificagdo, permitindo observar picos devidos a uma pequena
quantidade de subproduto (t; 25 min) e a de HMT-1 (t; = 28,1 min), caracterizando uma

amostra com grau de pureza baixo de apenas 92%.

Absorvancia (mAU)

54 =100
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4 < - 80
34 - 60
2 40
14 - 20
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0 10 20 30 40 50 60
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Figura 3.21- Perfil de cromatografia de fase reversa do peptideo HMT-1
purificado. Amostra injetada (150 puL) em coluna Cis Vydac 218TP510 (250 mm x
10 mm) equilibrada com solu¢do aquosa de TFA a 0,1% (em volume). Eluicdo: solugdo
de acetonitrila/TFA 0,1% (em volume) em um fluxo de 1 mL.min™". A linha reta retrata a
varia¢ao da concentracdo de acetonitrila.

A amostra foi submetida a analise por MALDI-MS e o espectro resultante ¢
mostrado na Figura 3.22 (p. 92). Verifica-se neste espectro a presen¢a do analogo com a
massa igual de HMT-1 menos 128 Da, correspondendo a um residuo de Lys a menos na

sequéncia deste peptideo (Tabela 3.11, p. 90).
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Figura 3.22 - Espectro de Massas (EM-MALDI-ToF) da amostra purificada da
sintese de HMT-1 em condicdes semi-preparativas.

A amostra foi entdo purificada em condigdes analiticas para obten¢ao de produto
com um grau de pureza proximo a 98%. A andlise por EM-MALDI-ToF desta amostra
(Figura 3.23A, p. 93) mostra a presenca de apenas de HMT-1, ndo sendo identificado
nenhum outro ion além daquele de [M+H]" de m/z 2752,7. O cromatograma da amostra
purificada apresentado na Figura 3.23C, confirma também a pureza da amostra devido a

presenca de apenas um pico com t; de 13,8 min.
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Figura 3.23 — (A) Espectro de Massas MALDI-ToF da amostra do peptideo HMT-1
purificada. (B) Espectro ampliado mostrando os adutos de Na* e K" de HMT-1. (C)
Perfil de cromatografia de fase reversa da amostra de HMT-1 purificada em
condi¢cdes analiticas. Amostra injetada (25uL) em coluna Cig Vydac 218TP510 (250
mm x 4,6 mm) equilibrada com solucdo aquosa de TFA a 0,1% (em volume). Eluicao:
solugdo de acetonitrila/TFA 0,1% (em volume) em um fluxo de 1 mL.min™". A linha reta
retrata a varia¢dao da concentrag¢do de acetonitrila.

3.2.1.2 Peptideo dimérico HMT-2

A segunda etapa para a obtengdo do peptideo dimérico homotarsinina consistiu
na formagdo da ligacdo de dissulfeto intermolecular entre os residuos de cisteinas de
dois mondmeros (HMT-1) idénticos. A dimerizacdo foi realizada em duas condigdes
distintas: (A) solugio tampdo Tris-HCl a 100 mmol.L', pH 8,5 com uma concentragio
de 1 mg.mL" de HMT-1 e (B) solugdo de 300 mmol.L"' de SDS, 100 mmol.L™" Tris-
HCI, pH 8,5. Em ambos os meios, a reagdo foi acompanhada por cromatografia de fase
reversa para verificar em quanto tempo a conversdo de HMT-1 em HMT-2 se

completava.
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A- Dimerizacio em solucio tampao Tris-HCI

O acompanhamento do desenvolvimento da reacdo por cromatografia de fase
reversa foi realizado com injecdes em diferentes intervalos de tempo, mantendo-se
sempre o mesmo gradiente. A Figura 3.24 mostra o resultado deste acompanhamento em

que cada cromatograma representa diferente tempo de reacao.
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Figura 3.24 — Resultados do acompanhamento por cromatografia de fase reversa
da obtencio do peptideo HMT-2. Aliquotas injetadas (25 puL) em coluna Cis Vydac
218TP510 (250 mm x 4,6 mm) equilibrada com solugdo aquosa de TFA a 0,1% (em
volume). Eluicdo: solucdo de acetonitrila/TFA 0,1% (em volume) em um fluxo de 1
mL.min™". O gradiente foi 0 mesmo empregado na purificacio de HMT-1. A absorvancia
foi monitorada em Apsx de 214 nm. (preto) 1 h de reacdo, (verde) 2 h de reacdo, (verde
escuro) 4 h de reagdo, (azul) 16 h de reagdo, (marrom) 24 h de reagdo, (laranja) 46 h de
reacdo, (vermelho) 72 h de reagao.

Na Figura 3.24 ¢ possivel notar uma diminui¢do na intensidade de absor¢ao no
pico correspondente ao peptideo HMT-1 (t; = 14,1 min) e a intensificagao da absorc¢ao
do pico relativo ao peptideo HMT-2 (t; = 15,9 min), indicando a formacao do peptideo
dimérico. A reagdo ndo ocorre de forma imediata, sendo necessérias pelo menos 24 h
para serem obtidas quantidades equivalentes de HMT-1 ¢ HMT-2. Apds 46 h de reagao,
0 cromatograma nao apresentou mudancas significativas e uma pequena quantidade de

HMT-1 ainda permaneceu sem dimerizar, indicando, que apds este tempo, a reacdo se
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Intensidade x 107 (a.u.)

completa. Ao final da sintese, a amostra bruta foi analisada por EM-MALDI-ToF e o
resultado observado na Figura 3.25, confirma a presenga de HMT-1 e HMT-2 devido
aos ions [M+H]" de m/z 2752,4 ¢ 5502.4, respectivamente.
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4 _]
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Figura 3.25 - Espectro de Massas MALDI-ToF do produto bruto da obtencio de
HMT-2.

Contudo, uma analise mais detalhada do espectro de massas do produto bruto da
dimerizacao (Figura 3.25) revela a presenca significativa de, pelo menos, dois outros
peptideos com [M+H]" de m/z 5372,8 e 5244.,4. Estes subprodutos da sintese consistem
em analogos de HMT-2, porém com auséncia de um residuo e dois residuos de lisina,
respectivamente, em relagdo a sequéncia peptidica de HMT-2. Tal resultado pode ser
explicado pelo fato de se ter utilizado a fracdo resultante da primeira purificagdo de
HMT-1 (Figuras 3.22, p. 92) para a dimerizagdo, que estava contaminada com analogo
de HMT-1 de massa molecular com menos de 128 Da (referente a massa molar de Lys).
Como consequéncia disto ocorreu a formac¢do dos outros dimeros acima citados. A

Figura 3.26 (p. 96) apresenta um esquema com as possiveis combinagdes para a
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formag¢ao destes andlogos diméricos com as respectivas massas moleculares

monoisotopicas calculadas.

- HMT-1

ANALOGO-1

5501 Da 5372 Da 5244 Da

Figura 3.26 - Ilustracio das possiveis espécies formadas durante a dimerizacio de
HMT-1. O analogo corresponde a sequéncia de HMT-1 de massa molar com menos
128 Da.

O produto com um grau de pureza adequado para obtencdo de dados
experimentais termodindmicos e estruturais foi obtido apds reinjegdes em coluna de fase
reversa (Figura 3.27, p. 97). Na primeira purificagdo, foram detectadas ainda
quantidades expressivas dos andlogos diméricos (Figuras 3.27A e B, p. 97), os quais so
foram separados apds purificagdo em condi¢des analiticas (Figuras 3.27C e D, p. 97). A
pureza do produto final HMT-2 foi superior a 98% e o rendimento desta reacao foi de
aproximadamente 30% apos a purificagdo final. O acompanhamento da cinética de
dimerizagdo permitiu determinar um tempo ideal de 48 h para a reagdo em solugdo
tampao. No intervalo entre 48 e 72 h, ndo h4a aumento significativo na formacao de
HMT-2 e a formagdo de subprodutos também ndo ¢ consideravel a ponto de interferir

significantemente na purificacdo do produto final.
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Figura 3.27 — Resultados da analise da amostra purificada em condi¢cdoes semi-
preparativas da sintese de peptideo HMT-2. (A) Perfil de cromatografia de fase
reversa ¢ (B) Espectro de Massas MALDI-ToF. (C) Cromatograma da amostra
purificada em condigdes analiticas da sintese de peptideo HMT-2 e (D) Espectro de
Massas MALDI-ToF.

97



Absorvincia (AU)

B - Dimerizacao em solucio de SDS

A dimerizagao foi conduzida também em solu¢ao micelar de SDS. O SDS ¢ um
detergente anidnico e efetivo tanto em solucdes acidas quanto alcalinas. Em solugdes
alcalinas, o SDS tem uma larga variedade de aplicagdes, porém ¢ usado frequentemente
acima de sua concentra¢io micelar critica (CMC, 9 mmol.L™' na faixa de pH de 5 a 10)
(Rahman e Brown, 1983) para solubilizagdao de proteinas e também como um poderoso
agente desnaturante. Tais efeitos do SDS na solubilizagdo e conformacao de proteinas e
peptideos foram publicados anteriormente (Creighton, 1997). Para a dimerizagdo de
HMT-1, a solucdo micelar de SDS permitiu a preparacdo de uma solu¢do mais
concentrada do peptideo, contendo 5 mg.mL™" em 400 mmol.L" de SDS, ajustando-se
para pH 8,5 com tampao Tris-HCl. O resultado do acompanhamento da cinética da
dimerizacao conduzido por cromatografia de fase reversa é mostrado na Figura 3.28,

onde foi mantido sempre o mesmo gradiente e concentragdo de amostra para cada

injecao.
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Figura 3.28 — Resultados do acompanhamento por cromatografia de fase reversa
da obtencio do peptideo HMT-2 em micelas de SDS. Aliquotas injetadas (25 pL) em
coluna C18 Vydac 218TP510 (250 mm x 4,6 mm) equilibrada com solu¢do aquosa de
TFA a 0,1% (em volume). Elui¢do: solugdo de acetonitrila/TFA 0,1% (em volume) em
um fluxo de 1 mL.min™. A linha reta retrata a variagdo da concentragio de acetonitrila.
A absorvancia foi monitorada em Ay 214 nm. (preto) imediatamente no inicio da
reagdo, (vermelho) 1 h de reacdo, (azul) 2 h de reacao.
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Assim como para a reagdo em solucao tampao (Figura 3.24, p. 94), é possivel
observar também na Figura 3.28 (p. 98) a diminuicdo na intensidade de absor¢ao no
pico correspondente a0 HMT-1 (t; = 27,9 min) e a intensificagdo na absor¢do do pico
relativo a0 HMT-2 (t; = 31,8 min). O produto bruto da reagdo, ap6s 2 h, foi liofilizado e
caracterizado por EM-ESI-ToF (Figura 3.29), confirmando a presenca de ions [M+H]"
de m/z 2752,8 e 5505,5 correspondendo aos peptideos HMT-1 e HMT-2 protonados,

respectivamente.
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Figura 3.29 - Espectro de Massa (EM-ESI-ToF) da amostra da reacio de
dimerizacio em SDS.

Diferentemente do que foi verificado em solugdo tampao, na reagdo em micelas
de SDS, a velocidade da reacdo aumenta, juntamente com o rendimento da reacdo,
sendo de aproximadamente 55%. Além disso, ndo foram detectados os analogos
(Figura 3.26, p. 96) de HMT-2 apesar do emprego da mesma amostra de HMT-1 (Figura
3.22, p. 92) utilizada na reagdo de dimerizagdo em solugdo tampao Tris-HCI. Logo, a
formagao dos subprodutos apresentados na Figura 3.26 (p. 96) ¢ desfavorecida na
presenca de SDS.

O peptideo HMT-2 foi purificado em condig¢des analiticas e o resultado pode ser
visto na Figura 3.30 (p. 100). O espectro de massas ESI-ToF (Figura 3.30A) mostra a

presenga de ions de diferentes razdes massa/carga, porém correspondendo somente ao
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peptideo HMT-2 de massa molecular de 5505,5 Da. A Figura 3.30B apresenta o
cromatograma de fase reversa do peptideo HMT-2, sendo possivel notar a presenca de
apenas um pico com t, de 32 min, confirmando a qualidade e a eficiéncia da

dimerizacdo em solu¢do de SDS com obtencdo de produto final com grau elevado de

pureza.
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Figura 3.30 — Resultado da analise da amostra purificada de HMT-2 da
dimerizacio em SDS. (A) Espectro de Massas (EM-ESI-ToF). (B) Perfil de
cromatografia de fase reversa da amostra purificada apos reacdo em SDS. Amostra
injetada (25 pL) em coluna Cis Vydac 218TP510 (250 mm x 4,6 mm) equilibrada com
solugdo aquosa de TFA a 0,1% (em volume). Elui¢do: solucdo de acetonitrila/TFA 0,1%
(em volume) em um fluxo de 1 mL.min™". A linha reta retrata a variacdo da concentracio
de acetonitrila.

O SDS em sua concentragdo micelar critica (CMC) pode estabilizar
conformacdes helicoidais de peptideos (Rizo ef al., 1993) e, abaixo de seu CMC, o SDS
também estabiliza algumas outras estruturas peptidicas (Waterhous e Johnson Jr, 1994).
Como observado neste trabalho, a dimerizagao do peptideo realizada apenas em solugao
tampao apresentou-se consideravelmente lenta e com rendimento baixo em comparacao
com o meio micelar de SDS. Tal dificuldade de formagao da ligacdo de dissulfeto pode
estar relacionada com a desestruturagdo do peptideo HMT-1 em solu¢do tampao Tris-

HCI, o que, além de favorecer a agregacdo entre as moléculas em concentragdes
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superiores a 1 mmol.L™, dificulta também a aproximagdo em conformacgdo adequada
das moléculas do peptideo. Os resultados estruturais de CD e RMN confirmam que o
peptideo HMT-1 apresenta estrutura a-helicoidal em solugdo de SDS e randomica em
solucao tampao Tris-HCI, o que contribui para explicar como o fator estrutural pode
influenciar a velocidade de dimerizagdo. Em micelas de SDS, HMT-1 apresenta
estrutura o-hélice anfipatica e favorece a interagdo intermolecular entre as regides
hidrofébicas do peptideo, aproximando as cadeias em posicdes favoraveis para a
formagao da ligagdo de dissulfeto. Da mesma forma, quando se comparam os resultados
de EM dos produtos das duas reacdes de dimerizagao, ¢ possivel verificar a auséncia de
formagao dos andlogos diméricos na reacdo em SDS. Isto pode ocorrer, pois a auséncia
de residuos de Lys altera consideravelmente a anfipaticidade de HMT-1 e,
consequentemente torna-se mais dificil a formag@o de dimeros dos analogos (Andlogo-1
e Anélogo-2, Figura 3.26, p. 96) com um residuo apolar e dois residuos apolares a
menos, respectivamente. Estas evidéncias propiciam uma nova forma de compreensio
da formacdo de ligacdo dissulfeto em moléculas que apresentem caracteristicas

anfipaticas.

3.2.2 Estudo das preferéncias conformacionais por Dicroismo Circular

O estudo das preferéncias conformacionais dos peptideos HMT-1 e HMT-2 foi
realizado empregando-se a técnica de dicroismo circular (CD). Os espectros de CD
foram obtidos em diferentes meios: H,O; solugdes tampao Tris-HCI e fosfato; TFE;

micelas de SDS e DPC e vesiculas de POPC e POPG.

3.2.2.1 Peptideo HMT-1

Os espectros de CD do peptideo HMT-1 em todos os meios estudados foram
agrupados e estao apresentados na Figura 3.31 (p. 102). Esses espectros foram obtidos
em diferentes concentragdes para cada meio em que foram verificadas as preferéncias
conformacionais de HMT-1.

O espectro de CD do peptideo HMT-1 apresentou estrutura randomica em agua
(espectro em preto, Figura 3.31A) e, também, em solucdes aquosas de tampao Tris-HCI

(pH 8) e fosfato (pH 7) (Figura 3.31B), caracterizada pela presenga de valores negativos
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de elipcidades molares (#) em comprimentos de onda inferiores a 4 192 nm e a um

minimo de # em A préximo a 200 nm. Os célculos da porcentagem de hélice ou teor de

helicidade (H) (Figura 3.33, p. 105), obtidos por desconvolugdo a partir das

concentragdes de peptideo e das elipcidades molares (f) em cada meio, confirmam

conteudo baixo de estrutura a-helicoidal de HMT-1 em solu¢do aquosa de tampao

fosfato e de tampao Tris-HCI (>15% de H).
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Figura 3.31- Espectros de dicroismo circular do peptideo HMT-1. (A) Solucdes em
TFE/H,0 (v/v); (B) soluc¢des tampao Tris (pH 8,0) e solucdes tampao fostato (pH 7,0);
(C) micelas de DPC e SDS e (D) LUVs-POPC e LUVs-POPC/POPG (3:1).

Por outro lado, o aumento da concentracdo de TFE em 4gua leva a modificacdes

no espectro de CD de HMT-1 (Figura 3.31A), com o surgimento de valores positivos

das intensidades de 6 em A proximos a 190 nm e minimos proximos a Amzx 208 nm

(transi¢do m-m*) e 222 nm (transicdo n-m*), caracterizando a predominancia de

conformagao a-helicoidal (Crabbé, 1965; 1972). Mesmo na concentragdo de 10%

TFE/H,O (v/v) o peptideo apresenta um conteido de hélice de 35%, alcangando um

maximo de 50% de contetido de estrutura helicoidal em solucao de 60% TFE/H,0 (v/v).
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O peptideo HMT-1 apresentou comportamento similar frente a adi¢ao de micelas
de DPC ou de SDS, como pode ser observado na Figura 3.31C (p. 102). Entretanto, na
presenca de ambas as micelas, o peptideo apresentou uma menor estruturagdo em o-
hélice em comparacao com solucdes de TFE/H,O. Como pode ser verificado na Figura
3.33B, o0 maximo de conteudo de hélice de HMT-1 em micelas de DPC ¢ SDS foi de
35% e 29%, respectivamente. O mesmo efeito pode ser observado devido ao aumento
da concentragdo de vesiculas unilamelares pequenas (SUVs, ~50 nm) de POPC e
POPC/POPG (3/1, m/m) (Figura 3.31D). E importante notar que HMT-1 apresenta
maior helicidade (H) na presenca de SUVs de POPC/POPG (H de 39%) do que em
SUVs de POPC (H de 30%) (Figura 3.33D), possivelmente devido a interacdo maior do
peptideo com as LUVs carregadas negativamente. A presenca de cargas negativas na
superficie de LUVs de POPC/POPG favorece as interagdes eletrostaticas com residuos
positivamente carregados do peptideo HMT-1, como mostram os resultados de ITC e
DLS apresentados, respectivamente nos itens 3.2.5 (p. 140) e 3.2.6 (p. 146). Mas, no

caso das micelas, a carga nao afeta a estruturacao.

3.2.2.2 Peptideo HMT-2

Os resultados do estudo das preferéncias conformacionais de HMT-2 em
diferentes meios podem ser vistos na Figura 3.32 (p. 104). Diferentemente do que foi
observado para HMT-1, o peptideo dimérico HMT-2 apresentou um pequeno grau de
estruturagdo mesmo em agua e solucdes aquosas de Tris-HCI e fosfato (Figura 3.32A).
O teor de helicidade calculado em agua para HMT-2 (H de 15%) apresentou-se trés
vezes maior em relacdo a cadeia monomérica (H de 5%) (Figura 3.33A, p. 105). Em
solucdes tamponantes Tris e fosfato (Figura 3.32B) pode-se observar estruturacdes
ainda mais significativas. Contudo, em baixas concentragdes de tampao (Tris e fosfato),
esses valores de helicidade ainda sdo relativamente baixos para caracterizar uma
estruturagdo preferencial de a-hélice. Entretanto, o resultado da adi¢do de 200 pmol.L™
do tampao fosfato em pH 7,0 mostra que o peptideo HMT-2 possui um alto teor de
helicidade (H de 70%), principalmente se comparado com a cadeia monomérica nas
mesmas condi¢des (H de 17%) (Figura 3.33B, p. 105). Com o aumento da concentra¢do
do tampao fosfato, os espectros de CD de HMT-2 ndo apresentaram um ponto
isodicroico, sugerindo a presen¢a de outras estruturas no meio além da o-hélice e

randomica.
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Figura 3.32 - Espectros de dicroismo circular do peptideo HMT-2. (A) Solugdes em
TFE/H,O (v/v); (B) solucdes de tampao Tris (pH 8,0) e solugdes de tampao fosfato
(pH 7,0); (C) micelas de DPC e SDS e (D) LUVs-POPC e LUVs-POPC/POPG (3:1).

A variagdo da concentracdo de TFE nas solu¢des contendo HMT-2 (Figura

3.32A), como ¢ realizada

tipicamente para determinagdo das

preferéncias

conformacionais de peptideos neste meio, mostra claramente uma transi¢ao sigmoidal

da estrutura randomica para estrutura o—helicoidal. Esta transi¢do inicia-se em 10% de

TFE, atingindo um limite em 20% de TFE e, apds este ultimo, verifica-se um pequeno

efeito no espectro de CD devido aos incrementos de TFE, alcangando-se um maximo de

90% do contetido de hélice (Figura 3.33A, p. 105). Neste caso ¢ possivel identificar a

presenca de um ponto isodicroico, caracterizando a presenca de apenas duas estruturas,

a-hélice e randOomica.

Os resultados de CD em solucao micelar de SDS e DPC (Figura 3.32C) mostram

também que HMT-2 tem uma maior tendéncia a formagao de estrutura a-helicoidal em

compara¢do com HMT-1. Os conteudos maximos de hélice para micelas de DPC e SDS
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Helicidade (% de «—hélice)

Helicidade (% de «hélice)

foram de 55% e 60%, respectivamente, conforme podem ser observados na
Figura 3.33C. Finalmente, os dados de CD do peptideo HMT-2 em SUVs de POPC e de
POPC/POPG (3/1, m/m) mostram que HMT-2 possui um maior grau de estruturagdo em
a-hélice em comparagdo com o mondmero (Figura 3.32D, p. 104). Novamente, um
conteudo mais elevado de a-hélice pode ser observado para HMT-2 (H de 38% SUVs-
POPC e H de 48% em LUVs-POPC/POPG) em comparagdo com HMT-1 (H de 36% em
LUVs-POPC e H de 30% em LUVs-POPC/POPG), como pode ser visto na Figura
3.33D.
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Figura 3.33- Detalhes do contetido de hélice de HMT-1 ¢ HMT-2 calculadas em
funcio da adicdo de: (A) TFE/H,O; (B) tampao fosfato; (C) SDS e DPC e (D)
LUVs-POPC e LUVs-POPC/POPG.
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3.2.3 Determinacao estrutural por RMN

De posse dos dados das preferéncias conformacionais obtidas por CD, os

experimentos de RMN foram conduzidos nos meios em que os peptideos apresentaram

maior estabilizacdo das estruturas helicoidais. A seguir sdo apresentados os resultados

de RMN que permitiram a determinagdo de estruturas tri-dimensionais de HMT-1 e

HMT-2. Todas as andlises seguiram a metodologia de assinalamentos proposta por

Wiithrich (1986).

3.2.3.1 Analise do peptideo HMT-1

Os estudos de CD mostraram que os meios de TFE e micelas de DPC e SDS

estabilizaram a estrutura secundaria helicoidal de HMT-1. Assim, foram preparadas

solugdes de TFE-d, em agua, SDS-d,s ¢ DPC-dss em diferentes concentragdes para

estudo estrutural por RMN de HMT-1. A Figura 3.34 mostra a regido de deslocamento

quimico de nucleos de hidrogénios amidicos dos espectros uni-dimensionais (1D) de

RMN de 'H para amostras preparadas nos meios diferentes.

0.08 [rel]

(A)

T T T T T T T T T T T
10 9 8

1
7

[ppm]

Figura 3.34 - Regidio de deslocamentos quimicos de niicleos de '"H amidicos do
espectro 1D de RMN de 1 mmol.L™' HMT-1 a 25 °C (600 MHz). (A) 30% TFE-d, em

H,0; (B) 400 mmol.L™' SDS-dss, (C) 400 mmol.L"' DPC-djs.
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Apenas em solucdao 30% de TFE (Figura 3.34A, p. 106) foi possivel obter dados
de RMN para determinacao de estruturas tridimensionais (3D) devido a presenca de
sinais de ressonancia relativamente finos e dispersos na regido de deslocamento
quimicos de ntcleos de hidrogénio amidico (Hy), indicando uma estrutura secundaria
bem estavel. Em micelas de SDS-d,s (Figura 3.34B, p. 106) e DPC-dsg (Figura 3.34C, p.
106), a dispersao mantém-se ou, mesmo, aumenta, porém os sinais de ressonadncia
tiveram um alargamento significativo, ndo permitindo a aquisi¢do de espectros bi-
dimensionais (2D) com resolucdo suficiente para determinagdo de estruturas 3D. Isto
ocorre devido a trocas conformacionais do peptideo, que se apresenta em equilibrio
dindmico entre estado adsorvido as micelas e livre em solucdo e, como visto nos
resultados de CD para HMT-1, o peptideo apresenta uma estrutura randomica em
solugdo e helicoidal em micelas de DPC-d;s.

Os assinalamentos dos nacleos de 'H foram feitos empregando-se a técnica
padrao de Wiithrich (1986). Assim sendo, as correlagdes de TOCSY foram utilizadas
para identificar acoplamentos de sistemas de spin intra-residuais (Hy-H, ¢ Hy-H de
cadeias laterais), determinando-se cada residuo da sequencia de HMT-1. Na Figura 3.35
(p. 108) ¢ possivel observar o padrao de TOCSY praticamente para todos os residuos de
aminoacido da sequéncia peptidica de HMT-1.

No mapa de contornos parcial da Figura 3.35 (p. 108) é possivel observar a
conectividade dos nucleos de hidrogénio amidico com H, ¢ H de cadeias laterais de
cada residuo. Os residuos nao ambiguos como Val-3, Asp-5, His-12, Met-13, Glu-14 ¢
Arg-24 puderam ser identificados de forma inequivoca empregando-se uma andlise
conjunta do mapa de contornos TOCSY, 'H"C-HSQC-editado e 'H'’N-HMQC-
SOFAST. Algumas regides de 'H">C-HSQC-editado estdo apresentados na Figura 3.36
(p. 109), onde as correlagdes devidas ao acoplamento 'J de CH e CHj (fase positiva)
estdo em preto e de CH, em vermelho (fase negativa). Na Figura 3.36A (p. 109) ¢
possivel distinguir facilmente todos os residuos de Ile (6, 7, 17, 19 e 20) que apresentam
deslocamentos quimicos de carbono maiores que 65 ppm. Além destes, Gly-8 foi
também de facil identificagdo, pois ¢ o unico residuo com C, ligado a dois hidrogénios
(CH»), apresentam-se destacado em vermelho e com valor de deslocamento quimico
proximo a 45 ppm. Na Figura 3.36B ¢ possivel observar grande parte dos acoplamentos
entre carbono e hidrogénio de cadeias laterais. Em preto (fase positiva), estdo as
correlagdes Cs-Hp de Ile (residuos 6, 7, 17, 19 e 20) e Val-3, além de H, dos residuos de
Leu-2 e Leu-16.
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Figura 3.35 - Mapa de contornos parcial TOCSY (600 MHz) de HMT-1 em solucio
TFE/H,0 30:70 v/v.

108



Deslocamento quimico *C (ppm)

43

47t

49t

51t

wn
el

wn
n

[
]

wn
f=]

[=]

(=)
L)

65

67

691

NLVSDITGSKKHMEKLISIIKKCR-NH;
123456789

Deslocamento quimico 'H (ppm)

10 11 12 13 1415 16 1718 1920 21 22 2324 24-NT
22.Hyl
8.Hal 8.Ca 2% |s.|1t;i|“_|
8.Hu2 8.Ca g
ILHyl  10.Hyl
24.Hyl -
“24.Hp2 3
28 23HpI_ 23.Hp2 o'oHr
11.H51 ﬁli-rlIT'H?l
\ 24Hp2 15.H3I :
30 12.Hp1 . uHp5 10.H51 a0kl
e 7 '3_1.||zi| KL
. 15 HB1 _|5.H[s:l “22.H51
= I3HB! 13.HpZ
I[J.Iiﬂl
I.HA 1.CA 131yl D O1LHpI
o 21.HPI %
10.Hao 10.Cax 34 22.HBl=
() 16.Ha 16.Car .
0 0 3Hp
23.Ha 23.Ca. 36 o o
13.Ha 13.C - 14.Hp1 3
12Ha 12.Ca @ gn.}-hf 11.Ca R
i)
5.Ha S,Ca( 22 Ha 22.Ca 38 I_.IN-"‘:l
0 0 14.Ho 14.Ca * 0P o ps
24.Ho 24.Cal 0 [ ©2Ha2.Ca onp D0
‘ 15.He 150G 5HpI 5Hp2 Hf T.HR
18Ha 18.Co " 210 21.Cax 7O 1p
0 ' ' 40
4Ha 4.Ca
9.Ha 9.Ca IRHB! |8CB g'lﬁl 1.HR1
9.HB1 9.CB : 21 Hel
4HB1 4.CP 0 o .
p3-Ha3.Ca ) ! 2HpI
o TTHAL
017Ha 17.Ca 44 24-H51 g
: 15 Hel
19Ha 19Ca @  7447.cq
(§) 22.Hel
6.Ha 6.Cat 20.He. 20.Co. | 46
0
4.9 4.7 4.5 4.3 4.1 39 3.7 35 33 35 30 2.5 2.0 1.5 1.0

Deslocamento quimico 'H (ppm)

Figura 3.36 - Mapas parciais de contornos "H®C-HSQC-editado (600 MHz) de
HMT-1 em solu¢ao TFE/H,O 30:70 v/v. (A) Regido de acoplamentos 'J-HCa e (B)

Regido de acoplamentos 'J-HC de cadeias laterais de aminoacidos.

Para assinalamento dos residuos mais frequentes na estrutura primaria de HMT-1

foi necessaria a andlise conjunta dos mapas de contornos de TOCSY e NOESY para

identificacdo de conectividade entre residuos de aminoacidos da cadeia peptidica de

HMT-1. Na Figura 3.37 (p. 110) estdo mostradas regides do mapa de contornos NOESY

de interacOes caracteristicas de estrutura a-hélice. Algumas interagdes de média

distancia do tipo dn(i,itn) podem ser verificadas na Figura 3.37A, enquanto interagdes

sequenciais entre nucleos de hidrogénio amidico (dya(i,i+1)) podem ser notadas na

Figura 3.37B.
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Deslocamento quimico >N (ppm)

Estas correlagdes sequenciais e de média-distancia foram fundamentais para a
atribuicao correta de residuos mais frequentes da estrutura primaria de HMT-1, como
Lys e Ile. Além disso, o grande nimero destas interacdes sequénciais e de média
distancia, encontradas também em outras regides do mapa de contornos NOESY, sugere
um grau elevado de ordenagao de estrutura secundaria do peptideo.

Concomitantemente a essa atribuicdo, foram determinados também os sinais de
nicleos de nitrogénio amidico (Hy) por meio da analise do mapa de contornos 'H'°N-
HMQC-SOFAST (Figura 3.38). A dispersdo dos deslocamentos quimicos de Hy indica
também a presenca de uma estrutura secundéria como verificada nos espectros de CD

registrados na presenca de 30% (em volume) de TFE (Figura 3.31, p. 102)
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Figura 3.38 - Mapa de contornos parcial '"HN-HMQC-SOFAST (600 MHz) de
HMT-1 em soluciio TFE/H,0 30:70 v/v. Regido de acoplamentos 'J-H-N.
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Os nOes inter-residuais caracteristicos de estrutura helicoidal estdo resumidos
graficamente na Figura 3.39. A sobreposi¢ao de interagdes dqg(1,i+3) € don(i,it4) a partir
do residuo de Leu-2 até a extremidade C-terminal amidada (residuo Arg-24) sugere uma
estrutura a-hélice em praticamente toda a cadeia peptidica. Também pode ser observada
em menor extensdo, uma continuidade de nOes do tipo dn(i,i+3) do residuo de Ile-6 até

Cys-23, indicando uma certa rigidez da parte central da cadeia peptidica de HMT-1.
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Figura 3.39 - Diagrama de conectividade de nQOes para o peptideo HMT-1 em
solu¢do aquosa de TFE a 30% v/v. As intensidades das interagdes dnn , dan € dpn 1O
diagrama estdo diferenciadas como fortes, médias e fracas de acordo com a espessura
das linhas. Varias interagoes de média distdncia dn(i,11+3), dei(1,1+3) € don(i,1+4) foram
observadas e estdo representadas por linha finas que unem os residuos que interagem
entre si. A extensao da hélice no peptideo estd indicada pelo retangulo situado na parte
inferior a Figura.

Apbs a analise completa dos mapas de contornos TOCSY, NOESY, 'H"°N-
HMQC e 'H"C-HSQC foi possivel a determinagdo dos deslocamentos quimicos dos
nicleos de 'H, C e "N do peptideo HMT-1 em TFE, conforme listados na
Tabela 3.12 (p. 113). Com exce¢do do residuo de Asn-1, todos os demais residuos de
aminoacidos tiverem os deslocamentos quimicos de seus nucleos devidamente

assinalados.
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Tabela 3.12 - Deslocamentos quimicos de 'H, °C e "N (em ppm) de HMT-1 em TFE
(600 MHz)

Residuos &\I 5Ca 5(;/9 &{N &{a d{ﬂ &{7 &)utros
(Bi-) (1-7)
Asn-1 125,33 53,41 40,99 4,51 2,83 7,6801,—7,68,
Leu-2 118,84 59,60 43,07 7,30 4723 1,88 1,51 0,986,1—0,97 6,

Val-3 116,05 64,55 3556 7,13 3,71 2,08 1,05-0,99
Ser-4 114,92 61,65 63,80 8,20 4,20 4,09-3,90

Asp-5 122,70 58,05 39,35 8,29 4,58 3,18-2,95

Ile-6 124,62 68,97 39,51 839 3,80 2,13 1,70-0,94 0,916
Ile-7 121,41 67,28 38,65 8,58 3,74 1,82 1,51 0,896
Gly-8 107,30 42,82 8,66 3,88

4,07

Ser-9 119,30 61,40 63,27 8,19 4,40 4,19-4,07
Lys-10 125,11 59,78 33,08 8,30 4,15 2,07 1,50 1,706,-3,01¢&
Lys-11 119,10 57,70 33,15 8,57 4,17 2,06-1,91 1,59 1,896,-3,03¢&
His-12 120,55 57,81 30,14 8,24 4,41 3,37
Met-13 119,56 57,28 32,68 8,31 4,34 235-2,25 2,74
Glu-14 118,70 59,59 36,67 8,48 3,98 229-2,15 2,62
Lys-15 121,97 60,72 32,04 8,14 4,14 2,07-1,89 1,53 1,68611-2,98¢&
Leu-16 121,31 59,39 42,55 790 4,13 1,95 1,44 0,9261,-0,95,
Ile-17 118,75 65,88 38,83 8,65 3,74 1,98 1,42 0,89611—0,90062,
Ser-18 115,87 61,08 62,43 7,93 4,20 4,07
Ile-19 124,89 66,45 39,40 7,98 3,82 2,20 1,74-1,16 0,936
Ile-20 122,89 69,01 38,65 8,52 3,67 2,04 1,62-1,20  0,836,,—0,8612,
Lys-21 118,79 61,12 34,00 8,69 4,00 1,98-1,96 1,47 1,726,-3,00¢
Lys-22 119,53 58,97 34,38 791 4721 2,05 1,56 1,6606,-3,03¢
Cys-23 117,32 56,50 28,62 837 4,10 3,26-3,25

Arg-24 120,17 59,35 29,95 826 433 2,02-1,92 1,83-1,73 3,2086-7,15¢
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3.2.3.2 Analise do peptideo HMT-2

Os resultados de CD mostraram que, em solugdo tampao fosfato e micelas de
DPS e SDS, o peptideo HMT-2 apresenta alto teor de estrutura em a-hélice. Foram
entdo preparadas amostras de HMT-2 em solu¢ido 40 mmol.L™" de tampdo fosfato, 300
mmol.L"! de SDS-d,5 € 400 mmol.L"! de DPC-dss. A Figura 3.40 apresenta a regido de
deslocamento quimico dos nucleos de hidrogénio amidico (Hx) dos espectros 1D de
RMN de 'H das amostras preparadas. Nio foi possivel obter espectros bem resolvidos
para determinagdo estrutural somente em solucdo de SDS-ds (Figura 3.40C).
Entretanto, em 40 mmol.L" de tampdo fosfato (Figura 3.40A) ¢ 400 mmol.L"' de
micelas de DPC-dsg (Figura 3.40B), os sinais de RMN do peptideo apresentaram-se bem
resolvidos e com alta dispersdo, indicando uma estrutura parcialmente rigida da
molécula nestes ambientes. A seguir serdo apresentados os resultados para a
determinagdo estrutural de HMT-2 em dois meios diferentes: (A) em solucdo micelar

400 mmol.L" DPC-ds3 e (B) solugdo de tampao fosfato 40 mmol.L ™.

[rei]

0.6

10 9 8 1 [ppm]
Figura 3.40 - Regiio de deslocamento quimico de niicleos de 'H amidicos do

espectro 1D de RMN de 1 mmol.L™" de HMT-2 a 25 °C (600 MHz). (A) 30% (v/v)
TFE-d, em H,0; (B) 400 mmol.L"' DPC-dss e (C) 400 mmol.L" SDS-ds.
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A —RMN de HMT-2 em micelas de DPC-dsg

Os resultados estruturais obtidos previamente por CD em solugdo micelar de
DPC-dss (Figura 3.32C, p. 104) e vesiculas de POPC (Figura 3.32D, p. 104) mostraram
uma preferéncia conformacional em a~hélice de HMT-2 em ambos os meios. Moléculas
de DPC-dss sdo detergentes que formam micelas com interface muito similar a de
vesiculas de POPC e, por esta razdo, a estrutura de HMT-2 foi estudada na presenga de
400 mmol.L™" de DPC-dss. A Figura 3.41 (p. 116) mostra o mapa de contornos parcial
TOCSY do peptideo HMT-2 em solucdo micelar de DPC-d35. A alta abundancia de
residuos de Lys e Ile na sequéncia peptidica de HMT-2 dificultou as atribuigdes.
Algumas sobreposicoes de correlagdes intra-residuais de Ha e Hy, como de Ser-18/Lys-
22, Ser-9/His-12 e Met-13/Cys-23, podem ser observadas na Figura 3.41 (p. 116) e
dificultaram a atribui¢cdo inequivoca de todos os residuos do peptideo HMT-2. Deve-se
notar que, nesta regido do mapa de contornos TOCSY, foram identificados somente 24
sistemas de spins da estrutura primaria de HMT-2, ou seja, 24 residuos de aminoécidos,
enquanto que o peptideo ¢ formado por 48 residuos de aminodcidos. Este resultado
indica uma perfeita simetria espacial das duas cadeias peptidicas que constituem
HMT-2. Conclusivamente, os deslocamentos quimicos dos nucleos dos residuos de
aminoacidos equivalentes de cada cadeia se sobrepdem nos espectros de 'H, °C e N.
Como conseqiiéncia, os mapas de contornos TOCSY de HMT-1 em solu¢do TFE/H,0O e
HMT-2 em solugdo micelar de DPC-dsg apresentaram também grande similaridade,
contribuindo para a atribuicdo completa de HMT-2.

Para a determinagdo dos deslocamentos quimicos de BC de C, e dos nucleos de
carbono de cadeias laterais foram realizados experimentos de 'H"*C-HSQC-editado. O
resultado deste experimento pode ser observado na Figura 3.42 (p. 117) que apresentou
pouca sobreposicdo das correlagdes 'H-""C. Dessa forma, as sobreposicdes de sistemas
de spin no mapa de contornos TOCSY, como as que ocorreram entre os residuos Ser-

9/His-12 e Ser-18/Lys-22, puderam ser resolvidas pela anélise conjunta com o mapa de

contornos de 'H *C-HSQC editado (Figura 3.42, p. 117).
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Figura 3.41 - Mapa de contornos parcial TOCSY (600 MHz) de HMT-2 em solucao
micelar 400 mmol.L! de DPC-d33. Os cirulos indicam regides de sobreposicao.

. 1y71
Uma diferenca marcante pode ser observada entre os mapas de contornos 'H'>C-

HSQC-editado do mondmero (Figura 3.36B, p. 109) e do dimero (Figura 3.42B, p. 117).

O Cp do residuo de Cys-23 de HMT-1 apresenta deslocamento quimico de 28,7 ppm

enquanto que em HMT-2, o carbono correspondente do residuo de Cys de ambas as

cadeias mostram um deslocamento quimico muito maior e préximo a 36,5 ppm. Estes

valores estdo de acordo com estudos que revelam que C/f de residuos de cisteina sdo
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altamente sensiveis ao estado de oxidagdo do enxofre, resultando em deslocamento

quimico maior para o estado oxidado ¢ menor para o estado reduzido do atomo de

enxofre (Sharma e Rajarathnam, 2000), sendo esta a principal evidéncia da presenca do

dimero frente a simetria espacial entre as cadeias monoméricas de HMT-2.
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Figura 3.42 - Mapa de contornos parcial "H®C-HSQC-editado (600 MHz) de
HMT-2 em solugio micelar 400 mmol.L"' de DPC-dss. (A) Regido de acoplamentos
ca € (B) Regido de acoplamentos ! Jic de cadeias laterais de aminodcidos.

O mapa de contornos NOESY (Figura 3.43, p. 118) permitiu identificar as

conectividades de nucleos de hidrogénio inter-residuais. A regido de correlacdes entre

nucleos de hidrogénio amidico (dnn(i,i+1)) do mapas de contornos NOESY (Figura

3.43B) apresentou um grande numero de interacdes sequenciais, compreendendo

praticamente toda a extensdo das cadeias peptidicas de HMT-2. Este tipo de interacao

ndo foi observado para os residuos de Ile-7 e Gly-8, que apresentaram deslocamento

quimico de Hy muito proximos.
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Figura 3.43 - Mapas de contornos parciais NOESY (600 MHz) de HMT-2 em
solu¢io micelar 400 mmol.L" de DPC-dss. (A) Regido de interagdo dun(i,i+n) (B)

+n).
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Outras conectividades caracteristicas de estruturas o-helicoidais foram
identificadas no mapa de contornos NOESY (Figura 3.43A, p. 118), incluindo
din(,it+l), dn(1,i+2), don(1,113), dn(i,i+4) e do41,1+3), que permitem atribuicdes
inequivocas dos residuos mais abundante e indicam uma estrutura secundaria bem
definida do peptideo em micelas de DPC-d;s.

Foi realizado também um experimento de "H'°N-HSQC (Figura 3.44) para
estabelecer os deslocamentos quimicos dos nucleos de nitrogénios amidicos. Foi
possivel observar uma boa dispersdo destes deslocamentos quimicos, concordando com
a previsdo de estrutura secundaria obtida a partir dos espectros de CD (Figura 3.32,

p. 104).
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Figura 3.44 - Mapa de contornos parcial '"H”N-HSQC (600 MHz) de HMT-2 em
solu¢cao micelar 400 mmol.L"! de DPC-d;s. Regido de acoplamentos 1JHN.
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A Figura 3.45 apresenta os nOes inter-residuais caracteristicos de estrutura
helicoidal observados no mapa de contornos NOESY. Assim como para HMT-1 em
solugdo de TFE, o peptideo dimérico apresentou uma extensdo da hélice na cadeia
principal na regido do residuo de Leu-2 até Arg-24, incluindo a extremidade C-terminal
das cadeias A e B. Este resultado ¢ explicitado pela continuidade das correlagdes

den(1,i+3) e den(i,i+4) desde Leu-2 até Arg-24.
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Figura 3.45 - Diagrama de conectividades de nOes para o peptideo HMT-2 em
solucio micelar 400 mmol.L" de DPC-dss. Apresentagdo dos assinalamentos de
interagdes caracteristicas de estrutura secundaria regular presente em peptideos. As
intensidades das interagdes dn , don € dan no diagrama estdo diferenciadas como fortes,
médias e fracas de acordo com a espessura das linhas. Varias interagdes de média
distancia don (1,113), dof(1,113) € don (1,1+4) foram observadas e estdo representadas por
linha finas que unem os residuos que interagem entre si. A extensdo da hélice no
peptideo esta indicada nos retangulos.

Os deslocamentos quimicos dos nticleos de 'H, °C e '°N dos residuos de ambas
as cadeias do peptideo HMT-2 foram atribuidos e estdo listados na Tabela 3.13 (p. 121).
Esses deslocamentos quimicos estdo de acordo com os valores médios encontrados em

estruturas de a-hélice.
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Tabela 3.13 - Deslocamento quimico (em ppm) de RMN de 'H, °C e '°N de HMT-2 em
DPC-dsg a 400 mmol.L™" (600 MHz)

Residuos

Ser-9
Lys-10
Lys-11
His-12
Met-13
Glu-14
Lys-15
Leu-16

Mle-17
Ser-18

le-19

Ile-20
Lys-21
Lys-22
Cys-23

Arg-24

N

121,63
121,77
116,15
115,00
125,37
124,65
121,49

107,43

119,27
124,80
118,98
120,54
120,68
118,87
121,88
121,11
118,14
115,90
124,44
122,90
118,88
119,42
118,90

120,32

Oca

56,01
58,00
63,96
61,44
57,91
64,95
67,60

47,38

62,54
60,00
61,15
60,36
55,17
62,69
59,78
58,14
66,19
62,69
65,89
65,93
59,98
59,74
57,94

59,34

ocp

38,49
42,61
35,27
62,58
40,96
38,62

38,54

64,31
32,38
27,10
30,13
32,35
30,74
32,96
42,50
39,55
64,55
39,12
38,22
32,12
33,43
36,55

30,99

20N

Sna

Onp
Bi-po)

cadeia A e cadeia B

7,30
7,14
8,18
8,27
8,38
8,56

8,60

8,14
8,32
8,54
8,19
8,29
8,47
8,10
7,84
8,62
7,89
7,92
8,44
8,64
7,84
8,35
8,27

4,55
4,20
3,68
4,09
4,55
3,77
3,71

3,85
4,04

437
4,13
4,16
4,39
4,32
3,95
4,12
4,11
3,72
4,18
3,80
3,67
3,98
4,18
3,94

4,30

3,06-2,68
1,95
2,06
3,88

3,05-2,67
2,09

1,92

4,14-4,06
2,02-1,92
1,95
3,36
2,32-2,22
2,26-2,14
2,00
1,87
1,96
4,04
2,16
2,02
1,93
2,00
3,32-3,25

2,01-1,92

Ouy
(n-7)

1,62

1,04-0,98

1,60-0,87

1,19-0,89

1,38

1,35

2,70
2,58-2,51
1,48
1,52

1,24-0,87

1,16-0,94
1,19-0,92
1,44

1,45

1,82-1,73

&)utros

110,99N5,
1,0061,-0,95 61>

0,936
0,846

1,7361-2,90&

1,846-3,04 ¢

1,69611—2,96¢
0,956,1-0,946,

0,881

0589511

0,776
1,69511 —2,9781

1,6561,—3,01¢

3,206,-7,15¢

121



B — RMN de HMT-2 em solucfio 40 mmol.L" de tampao fosfato

O mapa de contornos TOCSY do peptideo HMT-2 em solugdo tampdo fosfato

apresentou também boa dispersdo de sinais, com sobreposi¢cdes apenas daqueles

relativos aos nucleos de hidrogénio dos residuos Ile-7 /Ile-17 e Met-13 /Arg-24, sendo

possivel atribui-los a quase todos os nucleos de hidrogénio nao labeis da sequéncia.

Pode-se observar uma grande simetria espacial entre as duas cadeias, porém nao tdo

completa como em DPC-dsg. Alguns sinais na regido de H,-Hyx como os de Leu-26 e

Arg-48 foram também observados conforme mostrado na Figura 3.46.
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Figura 3.46 - Mapa de contornos parcial TOCSY (800 MHz) de HMT-2 em solu¢ao

tampio fosfato 40 mmol.L" em pH 7,0.
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Os sinais diferentes atribuidos respectivamente aos residuos de Leu-2/Leu-26 e
Arg-24/Arg-48, os quais estdo situados em extremidades opostas da cadeia monomérica,
sdo indicadores de diferentes orientagdes destes residuos para cada uma das cadeias
(Cadeia A e Cadeia B). Deve-se notar que somente ap0s a atribuicdo completa dos sinais
para o peptideo (Tabela 3.15, p. 127), esses residuos foram identificados como argininas
Arg-24 (Cadeia A)/Arg-48 (Cadeia B) e Leu-2 (Cadeia A)/Leu-26 (Cadeia B) como
mostrados na Figura 3.46 (p. 122). Todos os demais residuos apresentaram
deslocamentos quimicos de 'H equivalentes refletindo a grande similaridade estrutural
entre as cadeias A e B do homodimero.

O mapa de contornos NOESY (Figura 3.47, p. 124) apresentou uma boa
dispersao de sinais, sendo possivel a atribuicdo inequivoca das correlagdes relativas as
estruturas secundaria e terciaria do peptideo. A similaridade relativa entre os mapas de
contornos NOESY de HMT-2 em DPC-dss e em solucdo aquosa (tampao fosfato)
facilitou a atribuicdo das correlacdes entre os residuos de aminoacidos. A observacao de
nOes devidos a interagdes do tipo dyn(i,i+1) (Figura 3.47B, p. 124 ) para o intervalo de
residuos de Leu-2/Ile-6, Gly-8/Leu-16, Ile-17/Ser-18 e Ile-19/N-terminal e interagdes do
tipo doN(1,i13), dea(1,i+3) e dN(i,i+4) (Figura 3.47A, p. 124) atribuidas a praticamente
todos os residuos compreendidos de Asp-5/Lys-22 sugerem uma extensdo continua de
estrutura helicoidal nas cadeias peptidicas de HMT-2 em solucio 40 mmol.L™" de fosfato
(Wiithrich,1986). Entretanto, no mapa de contornos NOESY de HMT-2 em soluc¢do
tampao fosfato, foram observadas correlagdes adicionais em relagdo aquelas verificadas
para HMT-2 na presenca de micelas de DPC-ds3, principalmente em regides espectrais
onde s3o observadas interacdes entre cadeias laterais. A analise criteriosa destas regides
revelou a presenga de nOes de longa distancia (LR) devidos as interagdes entre as
cadeias A ¢ B de HMT-2. Estas correlagdes estdo assinaladas em azul na Figura 3.48 (p.
125) e listadas na Tabela 3.14. As correlagdes 4, 5, 6, 8, 9 ¢ 10 da Tabela 3.14 ocorrem
entre residuos que apresentaram deslocamentos quimicos de 'H equivalentes para ambas
as cadeias de HMT-2 e foram atribuidas como inter-cadeias. Ao serem consideradas
como correlacdes intra-cadeias verificou-se incompatibilidade entre elas, pois
apresentaram violagdes de nOes, resultando em estruturas com valores de energia muito
elevados (AG®° > 150 kJ.mol™).

Tabela 3.14 - Interacdes de longa distancia [(LR) inter-cadeias
N°I(LR) Cadeia A Cadeia B N°I(LR) Cadeia A Cadeia B

1 24 HHI 46.Hy 6 17.H,,, 37.H,,
2 24.HHI 46.H, 7 7.H, 26.Hy,
3 24 HHI 44 Hy 8 16.H, 40.H,,,
4 20.H, 40.Hy, 9 7.Hss 26.H,
5 17.H, 37.H,, 10 10.H, 30.H,
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Figura 3.47 - Mapas de contornos parciais NOESY (800 MHz) de HMT-2 em
solu¢iio 40 mmol.L™" de tampao fosfato. (A) Regido de interagdo d,n(i,i+n) (B) Regido
de interacdo de interagdo dnn(i,i+n).
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Figura 3.48 - Mapas de contornos NOESY (800 MHz) parciais das interacdes inter-

cadeias de HMT-2 em solu¢ao tampiao fosfato 40 mmol.L~ em pH 7,0. As interagdes
assinaladas em azul correspondem as intera¢des de longas distancias inter-cadeias.

Estas correlagdes apresentadas na Tabela 3.14 (p. 123) sdo observadas em

regides onde ndo ha sobreposi¢des de sinais, podendo ser atribuidas inequivocamente

Dentre elas,

devem-se ressaltar as interacdes entre os residuos Arg-24/Ile-44

(Figura 3.48C) e Ile-7/Leu-26 (Figura 3.48D), que envolvem residuos que apresentaram
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sinais duplicados, possibilitando diferenciar entre Arg-24 e Arg-48 e também entre Leu-
2 e Leu-26.

Todos os nOes devidos a interagdes inter-residuais foram resumidos
graficamente na Figura 3.49. Em geral, as conectividades sdo praticamente as mesmas
observadas em micelas de DPC-dsg (Figura 3.45, p. 120), sendo as diferengas principais
as auséncias de conectividades do tipo dn(i,i+3), den(i,i+4) para Leu-2, du(i,i+3) entre
residuos da extremidade N-terminal (Leu-2, Val-3, Ser-4. Asp-5, Ile-6), bem como a
presenca de nOes de longa distancia entre as cadeias A e B (linhas tracejadas na
(Figura 3.49) Tais interagdes de nOes de longa distancia estdo listadas na

Tabela 3.14 (p. 123).

1 5 10 15 20 25

NLVSDIITGSKKHMGKTLTSTTIKEKTCR N

dnN ——l Q - _—-
dotN 4 el sl

dpn e — —
i i+3)
don(i,i+3) "
d (i, i+4)
CadeiaB S — T

Figura 3.49 - Diagrama de conectividades de nOes para o peptideo HMT-2 em
solucdo tampio fosfato 40 mmol.L": Apresentagdo dos assinalamentos de interagdes
caracteristicas de estrutura secundaria regular presente em peptideos. As intensidades
das interagdes dnn , dan € dpy no diagrama estdo diferenciadas como fortes, médias e
fracas de acordo com a espessura das linhas. Vdrias interagdes de média distancia dyn
(1,1+3), dga(1,1+3) e dan (1,i+4) foram observadas e estdo representadas por linha finas
que unem os residuos que interagem entre si. A extensao da hélice no peptideo esta
indicada nos retangulos.

A Tabela 3.15 (p. 127) apresenta os deslocamentos quimicos dos nucleos de 'H,
BC e "N de HMT-2 em solugio tampéo fosfato. Com excegdo dos residuos de Asn-25,
ndo identificado, ¢ de Leu-26 ¢ Arg-48, os deslocamentos quimicos foram idénticos

tanto para a cadeia A quanto para a cadeia B.
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Tabela 3.15 - Deslocamentos quimicos (em ppm) de 'H, °C ¢ "N de HMT-2 em
40 mmol.L™" de tampdo fosfato (800 MHz)

Residuo

Asn-1
Leu-2
Val-3
Ser-4
Asp-5
Ile-6
Ile-7
Gly-8

Ser-9
Lys-10
Lys-11
His-12
Met-13
Glu-14
Lys-15
Leu-16

le-17
Ser-18

le-19

Ile-20
Lys-21
Lys-22
Cys-23
Arg-24

Leu-26
Arg-48

&N

121,65
122,12
115,87
116,11
125,07
125,08
121,00
109,38

118,74
124,12
119,32
121,03
120,80
119,17
121,54
121,55
120,05
118,00
124,54
123,00
120,18
120,72
119,10
120,40

121,56
120,55

Oca

56,89
57,78
63,62
61,73
58,15
66,05
67,02
48,01

62,34
60,63
61,72
59,92
55,74
63,11
59,32
57,03
67,34
63,09
65,99
66,73
59,54
60,87
57,57
60,00

57,87
59,62

dcp

38,99
44,01
34,77
62,48
41,06
38,09
38,32

63,98
32,86
27,54
29,93
32,43
30,41
32,16
42,20
40,71
64,76
39,15
37,52
31,76
34,19
37,71
30,90

42,33
31,07

N
(Bi-1)
Cadeia A

444 3,44-2,94
7,57 4,28 1,94
8,01 3,76 2,06
8,14 428 4,08-4,07
825 4,58 3,21-2,99
8,45 3,77 2,12
8,65 3,72 1,81
8,66 4,14

3,87
8,25 437 4,19-4,07
8,28 4,13 2,08-1,92
8,46 4,15 2,04
8,25 440 3,47
836 437 234-2,26
857 3,99 232-2,20
8,05 4,13 2,06
790 4,13 1,88
8,65 3,72 1,97
795 4,19 4,08
792 384 2,19
8,45 3,68 2,04
8,65 4,03 195-1,94
7,86 4,20 2,02
8,44 434 3,28-3,26
842 432 2,03-1,94

Cadeia B

7,77 4,27 1,97
8,34 4,38 2,05-1,89

S
4 &utros
(1-7)
1,57 0,9761,-0,97 6,
0,99-0,95
1,50-0,97 0,920,
1,53-0,89 0,860,
1,22
1,55 1,726,-3,78¢
1,53 1,8261,-3,05¢
2,73
2,69-2,41
1,54 1,77511—2,9881
1,52 0,956,,—0,926,
1,48-0,95 0,8501;
1,68-1,16 0,900,
1,82-1,19 0,860,
1,46 1,7006,,-2,98¢
1,55 1,6961,-3,03¢
1,80-1,73 3,226,-7,19&
1,39 0,830y,
1,80-1,71 3,196 7,15¢
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3.2.4 Determinacio das estruturas tri-dimensionais a partir de dados de RMN

Apos as atribui¢des das estruturas analisadas por RMN, as correlagdes de nOes
foram convertidas em distincias semi-quantitativas e os deslocamentos quimicos
utilizados para obtencdo de angulos diedros. Com estes dados foram construidas listas,
contendo restricdes intra-residuais R(IR), sequenciais R(SQ), de média distancia
R(MR), de longa distancia R(LR) e de angulos diedros R(AD). A Tabela 3.16 mostra o
numero de restri¢des de cada conjunto de dados obtidos por RMN.

Tabela 3.16 - Numero de restricdes totais R(T), restrigdes intra-residuais R(IR),

sequénciais R(SQ), de média distancia R(MR), de longa distancia R(LR) e de angulos
diedros R(AD) obtidos por RMN

N° de N° de N° de N° de N° de N° de

Peptideo/Meio o1y RUR) R(SQ) RMR) R(LR) R(AD)
HMT-1/TFE 481 261 103 78 0 39
HMT-2/DPC 712 399 139 98 0 76
HMT-2/Tampio 721 396 141 114 15 70

A determinacgdo estrutural dos peptideos em cada meio foi realizada utilizando-
se os conjuntos de restrigdes geométricas apresentados na Tabela 3.16, que foram
analisados previamente pela programa Queen (Nabuurs et al., 2003) para determinagao
do contetdo de informagdo em cada conjunto de restri¢des. Os resultados desta analise
podem ser observados na Figura 3.50 (p. 130) e mostram que, dentre todas as restri¢des,
somente algumas apresentaram valores atipicos, com limites de distancia superiores a
5,00 A, e estdo apresentadas na Tabela 3.17 (p. 129). Essas sdo restricdes que
apresentaram valores elevados de unicidade (/i) ou informagao média (Z,cq).

Analisando-se primeiramente o conjunto de restricoes obtido para HMT-1 em
solucdo isotropica de TFE/H,O 30:70 v/v, apenas as restrigdes R;, R», R3 ¢ Ry
(Tabela 3.17) apresentaram valores elevados de Zuni (/uni > 1), sendo todos devidos apenas
a sinais de nOes e ndo a angulos diedros (Figura 3.50A, p. 130). Estas restrigdes
apresentaram valores elevados de /,,;, pois foram originadas de nOes que puderam ser
atribuidos somente em um dos lados da diagonal no mapa de contornos NOESY, devido
a interferéncia do solvente TFE. Entretanto, estas mesmas restrigcdes apresentam-se
agrupadas e com baixos valores de /.4, portanto ndo exercem grandes impactos sobre
as estruturas calculadas (Figura 3.50B, p. 130) e, por isso, foram mantidas para os

calculos de dindmica molecular.
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Tabela 3.17- Relagdo das restrigdes que apresentaram valores elevados de informagao
unica (1,,;) € média (/,.q) para HMT-1 e HMT-2 em meios diferentes

Peptideo/Meio R(tipo de Correlacao
restricao)
R;(MR) 7H, - 10.Hy,
R, (MR) 14H, - 17.Hy
HMT-1/TFE
R; (MR) 17.H, — 20.Hy
R4 (MR) 19.H,— 22.Hy,
Rs(MR) 10.H, - 14.HN
R TATITG Rs(MR) 16.H,— 20.HN
) R;(MR) 34.H,-37.Hyg
Rs(MR) 40.H, - 44 HN
Ry (MR) 34H,,-37H,
Ry (LR) 24 HHI1 - 46.Hy
Ry (LR) 24.HHI - 46.H,
Ri3(LR) 24 HH1 - 44.H,
Rl4 (LR) 2O.Ha_40.H51
HMT-2/Tampio Ris(LR) 17.H,_37.H,,
Ri6(LR) 17.H,,, 37.H,
Ri7(LR) 7H, 26.Hy
R18 (LR) 16.H7,20.Hy21
R19 (LR) 7.H(3‘11 _26.H7
Ry (LR) 10.H,_30.H,,

MR = média distancia, LR = longa distancia

A analise do conjunto de dados de HMT-2 em solugio micelar de 400 mmol.L™"
de DPC-dss mostra que os sinais de nOe que originaram as restri¢goes Rs, Rs, R7 € Rg
(Tabela 3.17) apresentaram também valores elevados de i (Figura 3.50C, p. 130) pelos
mesmos motivos apresentados anteriormente (p. 128), e os valores de [leq
(Figura 3.50D, p. 130) se apresentaram baixos. Por outro lado, a restri¢do Rg apresentou
valores elevados de Iy € 1,4 € a correlagdo correspondente precisou ser reanalisada no
mapa de contornos NOESY. O grau elevado de informagdes contidas nessa restricdo
deve-se a probabilidade consideravel de que o sinal seja artefato ou resultado de difusdo
de spin, ndo estando relacionado com alguma informacgdo estrutural. Os experimentos
de NOESY com tempos de mistura diferentes confirmaram que essa correlagdo
coorespondente a Ry € devida ao fenomeno (ou efeito) de difusdo de spin. Neste caso, Ry
foi removida do conjunto de restricdes para o calculo estrutural de HMT-2 em DPC-dsg

empregando dindmica molecular.
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Figura 3.50 - Graficos de unicidade (/,,i) pelo indice de cada restricao (coluna da
esquerda) e graficos de informacio média (/meq) por informaciio unica (/yn;) para
HMT-1 e HMT=-2. (A ¢ B) restrigdoes de HMT-1 em solugao de TFE/H,O 30/70 v/v; (C
e D) restricdes de HMT-2 em solugdo micelar 400 mmol.L™ de DPC e (E e F) restri¢des
de HMT-2 em solugdo 40 mmol.L" de tampdo fosfato .

A andlise do conjunto de restrigdes de HMT-2 em solugdo aquosa (tampao
fosfato) revelou que os sinais de nOes inter-cadeias (Figura 3.50E, p. 130) que

originaram as restri¢des R(LR) (R a Rz, Tabela 3.17, 129) apresentaram valores baixos
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de Iy, pois foram atribuidos em ambos os lados da diagonal do NOESY, porém essa
restricdes apresentaram altos valores de /... E importante chamar a atengao para dois
agrupamentos diferentes na Figura 3.50F (p. 130), destacados como grupos G/ e G2.
Em G/ estdo agrupados praticamente todas as restricdes encontradas para HMT-2 em
solugdo tampao, enquanto que, em G2, encontram-se apenas R(LR), representadas na
Tabela 3.17 (p. 129). Apesar de G2 apresentar altos valores de /.4, estes ndo indicam
necessariamente que as restrigdes que o constituem sejam provenientes de atribuigcdes
equivocadas ou de artefatos do espectro. Essas restricdes foram as tnicas restrigdes
inter-cadeia encontradas e que, por consequéncia, sdo as unicas responsaveis pela
orientacdo de uma cadeia em relacdo a outra. Logo, essas restricdes contribuem
unicamente para definicdo de uma estrutura quaternaria (orientacdo de uma cadeia em
relagdo a outra), enquanto as demais restri¢gdes contribuem para a estrutura secundaria
de cada cadeia.

Apoés a andlise de cada conjunto de restrigdes (HMT-1/TFE, HMT-2/DPC e
HMT-2/Tampao), estas foram submetidas a calculos de dindmica molecular no
programa XPlor-NIH, de onde foram obtidas 200 conformagdes para cada conjunto de
restricdes. Os parametros de qualidade estrutural foram obtidos pelo servidor iCing,
utilizando-se os programas PROCHECK. A seguir estes resultados serdo apresentados

para cada peptideo separadamente.

3.2.4.1 Estruturas calculadas para o peptideo HMT-1

A Figura 3.51A (p. 132) mostra as estruturas mais estaveis obtidas do célculo de
dinamica molecular. Neste ambiente isotropico de TFE/H,O, o peptideo HMT-1
apresenta uma estrutura em «-hélice em praticamente toda a extensdo da cadeia

peptidica (Figura 3.51B), sendo esta hélice linear.
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Figura 3.51- Estruturas calculadas de HMT-1 em TFE/H,O (70/30, v/v) a partir de
dados de RMN. (A) Sobreposicao da cadeia principal das estruturas mais estaveis, do
residuo 1 ao 24; (B) Estruturas mais estaveis com estrutura em o-hélice; (C) Face
hidrofilica saindo do plano, com residuos de aminoacidos apolares em vermelho; (D)
Face hidrofilica saindo do plano, com residuos polares em azul; (E) Demonstragao
frontal da hélice (azul polares e verde apolares) (F) Demonstragdo frontal da hélice
(azul polares e vermelho apolares).

A extremidade C-terminal apresenta uma maior estabilizagdo da estrutura
helicoidal em relagdo a extremidade N-terminal. O peptideo apresenta também um
carater anfipatico relativo com uma face hidrofilica (regido em vermelho na
Figura 3.51C) e outra hidrofobica (regido em azul Figura 3.51D). A anfipaticidade nao ¢
perfeita devido a presenca de um residuo de Lisina (Lys-10) na face hidrofobica da

hélice. O grafico de Ramachandran (Figura 3.52, p. 133) mostra a coeréncia das
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distribui¢cdes de angulos de tor¢do do peptideo em relagdo a outros angulos de varias
proteinas depositadas em banco de dados e os resultados estdo descritos na
(Tabela 3.18, p. 134). Pode-se verificar que 96,9% dos residuos estdo na regido
permitida, 2,6% estdo em outras regides permitidas e apenas 0,5% dos residuos
encontram-se em regido ndo permitida. Como pode ser observado na Figura 3.52 Leu-
2 ¢ o unico residuo que se encontra em regides nao-permitidas, pois se situa na
extremidade N-terminal onde ndo ocorre a estabilizacdo da hélice. Os valores de RMSD
destas estruturas foram de 0,89 A para toda a cadeia peptidica e 0,67 A para o segmento

helicoidal.
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Figura 3.52 - Grafico de Ramachandran para as 20 estruturas mais estaveis de
HMT-1 em solucdo de TFE/H,0. Regioes favorecidas [A,B,L], regides permitidas
[a, b, |, p] e regides menos permitidas [~a, ~b, ~I, ~p]. As dreas em vermelho indicam
conformacgdes sem impedimento estérico e sdo denominadas de regides favorecidas; as
regides em amarelo escuro indicam conformagdes menos estaveis, com aproximacao de
atomos; e a regido em amarelo claro indica estruturas pouco flexiveis.

133



Tabela 3.18 - Dados dos calculos estruturais de HMT-1 em TFE/H,O

Restri¢des de nOe

RMSD - Todos os residuos®
Cadeia principal 0,89 A
Cadeia principal e 4tomos pesados 158 A

RMSD- Seguimento helicoidal®®
Cadeia principal 0,67 A
Cadeia principal e atomos pesados 130 A

Andlise grafica por Ramachandran®

Residuos em regido favorecidas 96,9%

Residuos em regides permitidas 2,4%

Residuos em regides menos permitidas 0.2%

Residuos em regides nao permitidas 0.5%
b

a-Dados do programa MOLMOL,; b- Dados de L-2 a C-23

3.2.4.2 Estruturas calculadas para o peptideo HMT-2 em solucio micelar de
DPC-dss

O conjunto com as 20 estruturas mais estaveis calculadas para HMT-2 em
DPC-dsg estéa representado na Figura 3.53A (p. 135). Apesar de a lista de restricdes ser
consistente, considerando-se os teores de informacao, as restricoes de distancia nao
foram suficientes para definir uma orientagdo relativa para as duas cadeias como um
todo (Figura 3.53A). No entanto, a sobreposi¢ao individual das cadeias mostra que elas,
quando consideradas separadamente, apresentam-se bem definidas e com valores baixos
de RMSD de 0,67 A e 0,65 A para as cadeias A e B, respectivamente. Para a
homotarsinina como um todo, foi obsevado um valor de RMSD de 3,57 A, valor
bastante alto, devido a auséncia de orientacdo entre as cadeias, o que mostra que, neste
ambiente de membrana, o peptideo encontra-se em uma estrutura aberta, podendo
interagir com uma superficie maior da micela (Figura 3.53B ¢ C).

Ambas as cadeias apresentaram uma maior desordem na extremidade N-terminal
comparada ao peptideo HMT-1 em solu¢do de TFE e um menor carater anfipatico das
cadeias. Além disto, foi possivel verificar uma dobra sutil na regido de Ile-6 e Ile-7,

sugerindo uma leve inser¢ao da extremidade N-terminal nas micelas de DPC-ds.

134



[le-7

le-6

<—TIle-7
\ “ < Tle-6

N-terminal N

N

N-terminal N-terminal

Figura 3.53 - Estruturas calculadas de HMT-2 em solu¢io micelar de 400 mmol.L™"
DPC a partir de dados de RMN. (A) Sobreposi¢do da cadeia principal das estruturas
mais estaveis do residuo 1 ao residuo 48; (B) estrutura com menor abertura entre as
cadeias monoméricas; (C) estrutura com maior abertura entre as cadeias monoméricas.
Em vermelho estdo representados os residuos apolares, em azul os polares e em verde as
cadeias laterais de residuos de cisteina.

O conjunto das 20 estruturas mais estaveis foi submetido a validagao pelo
programa PROCHEK, conforme mostrado no diagrama de Ramachandran na Figura
3.54 (p. 136). O diagrama possibilita outra visdo da qualidade do conjunto calculado e
os dados estdo resumidos na Tabela 3.19 (p. 136). Os pontos encontram-se agregados na
regido tipica de a-hélice, sendo que 89,6% encontram-se nas regides mais favorecidas
do diagrama, 10% estdo situados em regides permitidas e 1,4% encontra-se em regioes
ndo permitidas. E importante notar que o valor elevado para regides nio permitidas
deve-se apenas aos residuos de Cys de ambas as cadeias, mostrando uma dindmica

elevada nesta regido do peptideo, na qual ocorre a ligacao entre as cadeias.
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Figura 3.54 - Grafico de Ramachandran para as vinte estruturas mais estaveis de
HMT-2 em solucido micelar de 400 mmol.L"' de DPC-d;s. Regides favorecidas
[A,B,L], regides permitidas [a, b, 1, p] e regides menos permitidas [~a, ~b, ~I, ~p]. As
areas em vermelho indicam conformagdes sem impedimento estérico e sdo denominadas
de regides favorecidas; as regides em amarelo escuro indicam conformagdes menos
estaveis, com aproximac¢do de atomos; e a regido em amarelo claro indica estruturas
pouco flexiveis.

Tabela 3.19 - Dados dos calculos estruturais de HMT-2

Restri¢cdes de nOe Sistema
DPC Tampao

RMSD- Todos os residuos”

Cadeia principal 3,57 A 0,98 A

Cadeia principal e atomos pesados 4,58 A 120 A
RMSD- Seguimento helicoidal™®

Cadeia principal 3,03A 0,93 A

Cadeia principal 4,50 A LIS A

e atomos pesados

Andlise grafica por Ramachandran®

Residuos em regiao favorecidas 89,6% 94,6%
Residuos em regides permitidas 8.3% 4.8%
Residuos em reg¥c~>es mNenos pe@ltldas 0.7% 0.6%
Residuos em regides ndo permitidas

1,4% 0%

a- Dados do programa MOLMOL; b- Dados de Leu-2 a Cys-23
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3.2.4.3 Estrutura calculada para o peptideo HMT-2 em soluc¢io tampio fosfato

O conjunto das 20 estruturas mais estaveis calculadas encontra-se representado
na Figura 3.55A (p. 138), bem como a estrutura de menor energia, com suas estruturas
secundarias, tercidrias e quaternarias explicitadas (Figura 3.55B), sendo percebidas
grandes regides de a-hélices em cada cadeia (A e B), além de uma orientacdo simétrica
entre ambas para formar uma estrutura quaternaria do tipo “super hélice”. A estrutura
apresenta uma anfipaticidade alta com os residuos hidrofobicos concentrados no seu
interior ¢ os residuos hidrofilicos situados na superficie externa da molécula
(Figura 3.55D). No interior da estrutura, predominantemente apolar, encontram-se ainda
trés residuos de aminoacidos polares (Asp-5, Ser-9 e Lys-34) (Figura 3.55C). Estes
residuos apresentam papel fundamental na estabilizacdo da estrutura super hélice de
HMT-2. A Figura 3.55E mostra a proximidade dos residuos devida a ligagdes de
hidrogénio que estdo representadas em amarelo. O residuo de Asp-5 (vermelho) pode
apresentar ainda atracdo eletrostitica com residuo de Lys-34 (laranja), favorecendo
ainda mais a proximidade destes sitios da cadeia peptidica. Os residuos de glicina (Gly-
10 e Gly-34) em ambas as cadeias do peptideo ajudam a limitar as interagdes inter-
residuais e a assegurar que a regido central do segmento helicoidal do peptideo possua
elevada entropia conformacional. Consequentemente, as cadeias peptidicas tornam-se
flexiveis o bastante para possibilitar uma pequena tor¢ao das hélices, permitindo o
entrelacamento entre elas, levando a formagao de uma estrutura em super-hélice.

Alguns estudos mostram que peptideos antimicrobianos tendem a formar
oligdbmeros com o intuito de proteger os residuos hidrofobicos da agdo de proteases até
que alcancem a superficie da membrana (Bechinger ¢ Lohner, 2006). Em solugdo
aquosa, as superficies hidrofébicas do peptideo antimicrobiano dimérico distinctina
(Batista et al., 1999) se auto-associam para formar um tetramero, no qual as porcdes
hidrofobicas da molécula se isolam do ambiente hidrofilico (Resende et al., 2009). No
caso do peptideo dimérico HMT-2, a molécula pode adotar uma estrutura de super-
hélice para exercer uma fungao de auto-protecdo a degradacao. Em contraste, a estrutura
em super-hélice de HMT-2 expde ainda mais os residuos carregados positivamente (Lys,
His e Arg), podendo facilitar sua aproximag¢do a superficie da membrana bacteriana. A
perda desta estrutura super-hélice ocorreria na superficie da bicamada de modo similar
ao observado para as estruturas de HMT-2 em micelas de DPC-dsg (Figura 3.53, p. 135).
Neste caso, a estrutura aberta de HMT-2 permite um maior contato das regides
hidrofilicas de cada cadeia com a superficie da membrana. Além disso, expde os
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residuos hidrofobicos de HMT-2 e, assim, possibilita a interagdo do peptideo com a

regido hidrofobica da membrana.

Figura 3.55 - Estruturas da cadeia principal de HMT-2 em solu¢io tampao fosfato
40 mmol.L™" calculadas a partir de dados de RMN. (A) Sobreposi¢do das estruturas
mais estaveis do residuo 2 ao residuo 46; (B) Estrutura mais estdvel, em vermelho
residuos apolares, em azul residuos polares e em verde residuos de Cys; (C)
representacao dos residuos hidrofilicos na regido hidrofobica (Asp-5 em vermelho, Ser-
9 em verde e Lys-34 em laranja); (D) demonstragdo frontal da hélice; (E) ligagdes de
hidrogénio entre Asp-5, Ser-9 e Lys-34.
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Devido a complexidade da estrutura de HMT-2 em solucdo tampao fosfato a
40 mmol.L"' foi necessario uma analise por residuos do conjunto de estruturas,
utilizando o servidor iCing, como um parametro adicional da qualidade das estruturas.
O resultado pode ser observado na Figura 3.56A e mostra informagdes corretas de
conformacao para grande parte da cadeia polipeptidica de HMT-2, apresentando poucos

residuos em conformacdes nao usuais.

(A) Analise baseada nos residuos de aminoacidos
Cadeia A
1-9 ASN1 LEUZ VAL3 SER4 ASPS ILEG ILE7 GLY8 SERS

10-19 LYS10 LYS11 HISH12 MET13 GLU14 LYS15 LELU16 ILE17 SER18 ILF19
20-24 ILE20 Lys21 LYS22 CYs23 ARG24

Cadeia B
1-9 ASN1 LEU2 ValL3 SER4 ASPS ILEG IL.E7 GLYS SERSG
10-19 LYS10 LYS11 HIS12 MET13 GLU14 LYS1S5 LEU1G ILEY 7 SER1S ILE1S

20-24 ILE20 LYs21 LY&22 CYS23 ARG24

180+
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Figura 3.56 - Resultados da anailise de qualidade estrutural e validacdo dos
modelos calculados para HMT-2 em soluciio tampio fosfato 40 mmol.L". (A)
Resumo da analise para cada residuo de aminoécido. As cores verde, laranja e vermelho
representam, respectivamente, estrutura de boa qualidade, de qualidade mediana ou
pouco comum. (B) Grafico de Ramachandran para as 20 estruturas mais estaveis.
Regides favorecidas [A,B,L], regides permitidas [a, b, 1, p] e regides menos permitidas
[~a, ~b, ~1, ~p].
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Na Figura 3.56A (p. 139), as sequéncias das duas cadeias estdo apresentadas,
com cada residuo de aminoacido representado pela convengao de trés letras e colorido
com as cores verde, laranja ou vermelha. Esse esquema de trés cores diz respeito a
qualidade da regido que compreende cada residuo de aminoacido, sendo que a cor verde
indica uma regido de boa qualidade, a cor laranja indica qualidade mediana ou uma
regido pobre em informagdes estruturais € a cor vermelha, qualidade estrutural ruim ou
estruturagdo pouco comum. Pode-se notar que os residuos em vermelho concentram-se
em regides especificas, sendo residuos de aminoacidos presentes em regides proximas
as extremidades N-terminal e regides contendo residuos de cisteinas, responsaveis pela
ligacdo dissulfeto, devido a conformacdes consideradas improvaveis. Os residuos com a
cor laranja podem ser resultado das limitagdes em se obter mais restri¢cdes (de distancia
ou ndo) inter-cadeias devido ao grande nimero de sobreposi¢des entre os sinais no
mapa de contornos NOESY na regido de interagdo entre estas cadeias laterais.
Entretanto, apesar dessas regides terem sido classificadas como passiveis de incorregdes
(cor laranja), representam conformagdo pouco comum, pois estdo situados na regido
central de cada cadeia peptidica, a qual possui uma alta tor¢do das cadeias peptidicas
principais devido a estrutura super-hélice. A andlise do diagrama de Ramachandran
(Figura 3.56B, p. 139) mostra que a maior parte dos pontos encontra-se na regiao
favorecidas (94,6%) enquanto que somente 5,4% encontram-se em regido menos

favorecidas.

3.2.5 Calorimetria de titula¢ao isotérmica

Os estudos de termodinamica foram realizados para descrever as interagdes entre
peptideo e vesiculas unilamelares grande (LUVs). Neste estudo foram preparadas
vesiculas de 100 nm de diametro com diferentes formulagdes e solugdes de peptideo
padronizadas por analise de aminodcidos. Na Tabela 3.20 (p. 141) estdo descritas as
solugdes com as respectivas abreviaturas utilizadas para representd-las de modo a
simplificar a apresentacdo dos dados. Em todas as titulagdes, cada inje¢ao das vesiculas
gera um fluxo de calor negativo caracteristico de reagdes exotérmicas, que decresce em
magnitude com injecdes consecutivas. Experimentos controle foram realizados pela
injecdo de LUVs em tampao, tendo sido verificadas liberagdes de calor constantes (/)
de aproximadamente - 0,05 pcal por inje¢do. Este € o calor de dilui¢ao de vesiculas e
todas as titulagdes de LUV's em peptideo foram ajustadas pela sua subtragdo. A obtencdo

das isotermas de interacdo foi realizada por ajuste de um modelo que descreve apenas
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um sitio de interagao, obtido usando o pacote de softwares da Microcal.

Tabela 3.20 - Solucdes de LUVs para estudos termodinamicos
Solucdes LUVs Carga da LUV

Vesiculas de POPC de 100 nm, 300 mmol.L™" Tris-HCI, POPC/Tris Neutra
pH 8,0 e NaCl a 200 mmol.L™

Vesiculas de POPC de 100 nm, 100 mmol.L" tampdo POPC/Fosfato Neutra
fosfato, pH 7,5 ¢ NaCl a 200 mmol.L™

Vesiculas de POPC/POPG (3:1) de 100 nm, 300 POPG/Tris Negativa
mmol.L" Tris-HCI, pH 8,0 e NaCl a 200 mmol.L"

Vesiculas de POPC/POPG (3:1) de 100 nm, 100 POPG/Fosfato Negativa
mmol.L™! tampao fosfato, pH 7,5 e NaCl a 200 mmol.L"!

Para o peptideo HMT-1, somente a titulagio com LUVs de POPG/Tris
(Figura 3.57, p. 142) mostrou uma interacao significativa e que permitiu um ajuste da
isoterma de interagdo, fornecendo um valor de K,, = 326,2 L.mol’. Os tragos
calorimétricos integrados da titulagdo de HMT-1 com LUVs de POPG/Tris estdo
apresentados na Figura 3.57B e mostram varia¢des negativas do calor de interagado (4;),
caracteristicas de reagdes exotérmicas. A variacdo de entalpia da interacdo peptideo-
LUVs AH’ pode ser calculada de acordo com a Equagio 3.1:

2.,

RN oD
onde Oh; representa os calores de injecdo subtraidos dos calores de diluicdo, copep ¢a
concentragdo total de peptideo dentro da célula calorimétrica e V..; é o volume da
mesma célula. O resultado mostra um AH° - -2,2 kcal.mol” de rea¢do exotérmica,
resultado de interagdes eletrostaticas do peptideo com LUVs carregadas negativamente.
O célculo dos parametros termodindmicos AG° e AS°® apresentados na Tabela 3.21
(p. 144) mostram que o processo de interacdo ocorre de forma espontinea e ¢
favorecido também pelo fator entropico da interacdo. Entretanto, deve-se notar que a
contribui¢do entropica é da ordem de 10’ vezes menor do que a contribui¢io entalpica.
Isto pode indicar uma interacdo estritamente superficial e eletrostatica, resultando em
uma pequena desorganizagdo na estrutura das LUVs ocasionada pela influéncia do
peptideo.

A titulagdo de HMT-1 com as demais LUVs de POPC/Tris, POPC/Fosfato e
POPG/Fosfato a temperatura de 25 °C revelou uma interagdo fraca entre peptideo-
LUVs, ndo permitindo o ajuste da isoterma de interagdo para estes sistemas. A

Figura 3.57 apresenta os tragos calorimétricos da titulagdo de HMT-1 com LUVs de
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POPC/Tris para exemplificar estas interacdes fracas. Nestas trés titulagdes, a injecao de
5 uL de LUVs em HMT-1 produz um calor 4; constante de aproximadamente - 0,08
pcal, muito proximo ao 44 (-0,05 pcal) das LUVs.
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Figura 3.57 — Valores de calorimetria de titulacio isotérmica de HMT-1 com LUVs
de POPG/Tris. (A) Fluxo de calor em fungdo do tempo da titulacdo isotérmica da
titulagio de HMT-1 (0,099 mmol.L™") com LUVs de POPG/Tris (20 mmol.L™") a 25 °C.
(B) Calor de interacdo (m) HMT-1-POPG/Tris em fung¢do da razdo molar de
peptideo/fosfolipideo. (C) Fluxo de calor em fun¢do do tempo da titulagdo isotérmica da
titulagdo de HMT-1 (0,095 mmol.L'na célula do calorimetro) com LUVs de POPC-Tris
(20 mmol.L™") a 25 °C. (D) Calor de interagdo (m) de HMT-1 e LUVs de POPC-Tris em
funcao da razdo molar peptideo/fosfolipideo.

Estes resultados apontam para uma interagdo relativamente fraca de HMT-1 com
LUVs eletricamente neutras (POPC/Tris e POPC/Fosfato), e que a presenga do tampao
fosfato interfere de forma significativa na interagdo de HMT-1 com as LUVs carregadas
negativamente. Isto pode ocorrer por uma complexacio dos fons PO4> com sitios

positivos do peptideo (Lys e Arg), interferindo consequentemente na interacdo
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eletrostatica de HMT-1 com a superficie de carga negativa das LUVs de POPG.

Os estudos calorimétricos da titulagdo de HMT-2 com LUVs de POPC/Fosfato ¢
POPG/Fosfato ndo foram também passiveis de ajuste da isoterma de interacdo. Os
valores de calor de interacdo (4;) para estas titulacdes apresentaram-se proximos ao
calor h4; das LUVs (dados ndo apresentados). Por outro lado, as titulagdes de HMT-2
por injecdes de aliquotas de 5 uL de LUVs de POPG/Tris e POPC/Tris a temperatura de

25 °C mostram interagdes consideraveis em cada sistema peptideo-LUVs (Figura 3.58).
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Figura 3.58- Valores de calorimetria de titulacao isotérmica de HMT-2. (A) Fluxo
de calor em funcdo do tempo da titulacdo isotérmica da titulacio de HMT-2
(0,055 mmol.L™") com LUVs de POPG-Tris (20 mmol.L™") a 25 °C. (B) Calor de
interagdo (m) de HMT-1-POPG/Tris em funcdo da razdo molar peptideo/fosfolipideo.
(C) Fluxo de calor em fun¢do do tempo da titulagdo isotérmica da titulacio de HMT-2
(0,98 mmol.L™") com LUVs de POPC-Tris (20 mmol.L™") a 25° C. (D) Calor de interacdo
(m) de HMT-2-POPC/Tris em fungdo da razao molar peptideo/fosfolipideo.

Os tragos calorimétricos integrados da titulagdo de HMT-2 com LUVs estao
ilustrados nas Figuras 3.58B e D. Os dados mostram que a interacdo de LUVs de

POPC/Tris e de POPG/Tris com o peptideo gera variagdes negativas do fluxo de calor,
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que ¢ caracteristica de reagdes exotérmicas e com afinidades diferentes para LUVs
eletricamente neutras e LUV's negativamente carregadas. A Figura 3.58 (p. 143) mostra
que os primeiros tragos calorimétricos possuem o maior calor /#; e que as injegdes
seguintes liberam menor quantidade de calor que as anteriores. A inje¢do de LUVs
eletricamente negativas (POPG/Tris) em HMT-2 produz um calor A de
aproximadamente -1,1 pcal (Figura 3.58A), maior do que o calor /i para inje¢do de LUVs
eletricamente neutras (POPC/Tris) de -0,5 pcal (Figura 3.58C). Com este resultado foi
possivel calcular a entalpia de interagdo AH’ para a titulagio de HMT-2 com LUVs de
POPG/Tris e POPC/Tris, resultando em valores de -1,06 kcal.mol™ e -0,69 kcal.mol™,
respectivamente. Isto mostra que o maior potencial negativo da membrana resulta em
uma maior interagdo de HMT-2 com o bicamada lipidica. As constantes de interagdo
aparente (K,,,) de HMT-2 com vesiculas negativamente carregadas e neutras sdo de
7,0 x 10° L.mol™ € 1,2 x 10° L.mol ™, respectivamente, confirmando também a maior
interacdo de HMT-2 com LUVs de POPG/Tris. Este mesmo comportamento ¢
observado no estudo do peptideo antimicrobiano mangainina 2, cuja titulacdo com
LUVs neutras resultou em um K,,, menor do que para a titulagdo com vesiculas
negativamente carregadas (Wieprecht et al., 1999). Destes valores de K,,, obtidos para
HMT-2 em LUVs, foram calculados os demais pardmetros termodindmicos AG° ¢ AS®

listados na Tabela 3.21.

Tabela 3.21 - Parametros termodindmicos obtidos pelo experimento de ITC para a
interacdo dos peptideos HMT-1 e HMT-2 com LUVs a 25 °C

Titulacao n K, AG° AH’ A8°
(L.mol™) (cal.mol™) (cal.mol™) (cal.mol™)
Plg)l\lfg/_%r?s 25703 1274 3 o 7

Vale ressaltar que nestes estudos, embora as interagdes ocorram entre peptideo e
moléculas de POPC e POPG auto-organizadas na forma de vesiculas, a analise
termodindmica foi realizada para o processo de complexacdo entre as moléculas de
peptideo e mondmeros dos fosfolipideos. Os dados termodindmicos (Tabela 3.21)
mostraram que ambos os processos de interacdo de HMT-2 com LUVs de POPG/Tris ou
com LUVs de POPC/Tris sdo favorecidos tanto por entalpia quanto por entropia. De

acordo com estes resultados, observou-se um valor maior em modulo da variacao de
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entalpia para o sistema peptideo-POPG/Tris (AH’ = -1063 cal.mol™) do que a interagio
de HMT-2 com POPC/Tris (AH’ = -694 cal.mol™). Este constatagdo pode ser explicada
devido a maior interacdo eletrostatica entre HMT-2 e LUVs de POPG/Tris carregadas
negativamente do que entre HMT-2 e LUVs de POPC/Tris zwitterionicas. Com relacdo
a contribuicdo da entropia, esta pode decorrer da dessolvatagdo do peptideo e dos
fosfolipideos durante a interacdo entre ambos, resultando em um maior nimero de
moléculas de agua livres em solugdo. Neste caso, a maior interacdo e a maior relagdo
estequiométrica (17 moléculas do fosfolipideo para cada molécula de HMT-2) de HMT-
2 com LUVs de POPG/Tris (Kupp = 7030 L.mol") causam uma maior dessolvatagdo
neste sistema e, consequentemente, uma maior contribui¢do entropica
(AS° = 14,02 cal.mol™). Por outro lado, a menor interagio entre HMT-2 ¢ LUVs de
POPC/Tris (Kqpp = 1274 L.mol™") gera uma menor dessolvatagio do sistema, resultando
também em uma menor variagdo da entropia (AS’° = 11,87 cal.mol™). Além da
dessolvatagdo, a desorganizagdo de moléculas de fosfolipideo na estrutura das LUVs
motivada pela inser¢do de moléculas do peptideo HMT-2 na bicamada lipidica,
contribui também para a entropia de ambos os sistemas.

Outro parametro termodinamico e de grande importancia neste contexto, ¢ a
variagdo de energia livre (AG’), que pode ser definida para este estudo como uma
variagdo energética devido a transferéncia do peptideo do ambiente aquoso, estado
inicial, ao estado final quando o peptideo se encontra ligado na membrana (Babakhani
et al., 2008). Valores negativos como aqueles encontrados para as interagdes de HMT-1
com POPG/Tris (AG°= -3409 cal.mol"), HMT-2 com POPC/Tris (AG’= -4234 cal.mol™)
e HMT-2 com POPG/Tris (AG°= -5243 cal.mol™") indicam processos espontdneos de
inser¢ao dos peptideos nas bicamadas fosfolipidicas.

Finalmente, uma comparacdo dos dados termodindmicos mostrados na
Tabela 3.21 (p. 144) entre os sistemas HMT-1-POPG/Tris e HMT-2-POPG/Tris revelam
uma maior interagdo do peptideo dimérico com as LUVs carregadas negativamente.
Como visto nos resultados estruturais obtidos por RMN de HMT-2 em micelas de DPC-
dsg (Figura 3.53C, p. 135), o peptideo dimérico possui uma estrutura aberta que permite
a interacdao de ambas as cadeias com a micela. Neste caso, a maior interacao entre HMT-
2 em relacdo & HMT-1 com LUVs de POPG/Tris, esta relacionada com a maior
superficie de contato entre o dimero e as LUVs, ocasionando em uma maior atragdo

eletrostatica neste sistema.
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D,

3.2.6 Espalhamento de luz dinimico

Alguns estudos mostram que peptideos antimicrobianos, ao interagir com
vesiculas fosfolipidicas, formam agregados supramoleculares que podem resultar em
um aumento ou diminui¢ao do volume das vesiculas (Abrunhosa et al., 2005; Silva et
al., 2008). Dessa forma, os experimentos de DLS foram conduzidos para a observagao
do comportamento do didmetro hidrodindmico (Dy) das LUVs frente a adicao de

peptideo e os resultados estdo mostrados na Figura 3.59.
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Figura 3.59 — Efeito dos peptideos HMT-1 e HMT-2 no didmetro hidrodinamico de
LUVs. (A) Diametro hidrodindmico de LUVs em fun¢do da razdo molar [HMT-
1/LUVs]. [HMT-1] = 1 mmolL", (m) POPG/Tris (preto), (O) POPG/Fosfato
(vermelho). (B) Diametro hidrodindmico de LUVs em fun¢do da razdo molar [HMT-
2/LUVs]. [HMT-2] = | mmolL'. (m) POPG-Tris (preto), (O) POPG/Fosfato
(vermelho), (A) POPC/Tris (verde), (A ) POPC/Fosfato (azul).

A Figura 3.59 mostra que os peptideos HMT-1 e HMT-2 causam aumento no
diametro hidrodindmico nas LUVs. A Figura 3.59A mostra a variagdo do Dy das LUVs
de POPG/Tris e POPG/Fosfato com adi¢do do peptideo HMT-1. As varia¢des no Dy, de
LUVs POPC/Fosfato ¢ POPC/Tris causadas por HMT-1 foram despreziveis e nio se
observou um padrdo no aumento de D;,, portanto ndo foram apresentadas. Nestes
experimentos de DLS, cada ponto da curva foi gerado pela medida de espalhamento de
luz dindmico da solugdo contendo LUVs, apos a adicdo de 10 pL de solugdo de
peptideo. E possivel observar que o peptideo HMT-1 interage com as LUVs de
POPG/Tris e¢ POPG/Fosfato, causando um aumento do Dy das LUVs de
aproximadamente 8§ nm. Entretanto, este efeito em LUVs de POPG/Tris ocorre em
menor razdo de peptideo/lipideo (0,4 para LUVs de POPG/Tris e 0,8 POPG/Fosfato),

sugerindo que uma molécula de HMT-1 interage com um maior nimero de moléculas
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de fosfolipideo em LUVs de POPG/Tris do que POPG/Fosfato, confirmando assim o
efeito interferente do tampao fosfato na interagao peptideo-lipideo.

A Figura 3.59B (p. 146) mostra a variagao do Dy de LUVs em fungdo da razdo
molar entre HMT-2 e fosfolipideo. E possivel observar também que o aumento do D,
ocorre até um valor maximo, a partir de onde ha uma diminui¢do no didmetro das
LUVs. Isto indica que, nestas relagdes molares, ocorrem alteracdes no tamanho de
vesiculas, levando a um segundo processo termodindmico diferente da adsor¢do do
peptideo a superficie da membrana. Este processo ¢ dependente da relacdo molar entre
peptideo e fosfolipideos e pode estar relacionado a indug¢do de formacdo de novas
estruturas das vesiculas ou, ainda, a destruicdo parcial destas (Wenk e Seelig, 1998).
Assim, para cada sistema ¢ possivel estimar valores de razdo molar de
peptideo/fosfolipideo capazes de danificar as vesiculas. Esta analise mostra que, para o
sistema HMT-2/POPG-Tris, o maximo de Dy ¢ alcancado a uma razdo molar
peptideo/fosfolipideo de aproximadamente 0,1. Por outro lado, na presenca do tampao
fosfato (POPG/Fosfato), mesmo em LUVs carregadas negativamente, o valor da razao
molar foi duas vezes maior (~0,2). Portanto, ¢ necessario um menor nimero de
moléculas de HMT-2 para danificar as LUVs de POPG/Tris do que POPG/Fosfato.
Estes dados apresentam-se em acordo com aqueles observados por calorimetria de
titulagao isotérmica, que mostram o efeito dos ions PO, na interacdo de HMT-2 com
LUVs. Em vesiculas cletricamente neutras, os valores da razdo molar
peptideo/fosfolipideo sdo ainda maiores, mostrando que o potencial negativo da
membrana ¢ fundamental para a interacdo do sistema peptideo/LUVs e possivel ruptura

da bicamada lipidica.

3.2.7 Atividade antimicrobiana

As atividades antimicrobianas dos peptideos HMT-1 ¢ HMT-2 foram testadas
contra a bactéria Gram-postiva S. aureus, e contra as Gram-negativas P. aureginosa ¢ E.
coli, sendo comparada com antibidticos convencionais, conforme descrito na
Tabela 3.22 (p. 148). O peptideo HMT-2 apresentou maior atividade para todos os
microrganismos em comparacdo com HMT-1, tendo uma concentracdo inibitéria
minima (MIC) de 11,6 pmol.L™, 1,5 umol.L™" e 23,2 pmol.L™" para S. aureus, E. coli ¢
P. aureginosa, respectivamente. A cadeia monomérica nao apresentou atividade contra
P. aureginosa e as MICs para S. aureus e E. coli foram da ordem de quatro vezes e 15

vezes maior, respectivamente, do que as MICs de HMT-2.
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Tabela 3.22 - Atividade antimicrobiana de HMT-1 e HMT-2
MIC (umol.L™")

Microrganismo Gram HMT-1 HMT-2 DS01 Ampicilina Cloranfenicol
daphylococc s Positiva 465 116 265 <11 ND
lelogrid i oty Negativa 23,2 1,5 6,6 46 25
ATCC 25922
Pseudomonas
aeruginosa ATCC Negativa ND 23,2 NT 25 25
27853

*ND — Nao determinado,*NT — Nao testado, *DS 01 = Peptideo antimicrobiano controle

3.3 Peptideo antimicrobiano LyeTx I

O peptideo LyeTx I ¢ uma toxina que foi isolada recentemente do veneno de
aracnideos da espécie Lycosa erythrognatha (Yan e Adams, 1998), que podem ser
encontrados com relativa facilidade na regido sudeste do Brasil (Santos ef al., 2009). A
Tabela 3.23 apresenta a sequéncia primaria do peptideo LyeTx I, que ¢ composto por 25

residuos de aminoacidos.

Tabela 3.23 - Sequéncia primaria do peptideo LyeTx I
Peptideo Sequéncia

LyeTx I IWLTA LKFLG KNLGK HLAKQ QLAKL-NH,

NH; representa a amidagao da regido C-terminal

Este item descreve o estudo da atividade antimicrobiana de LyeTx I e a estrutura
secundaria do peptideo em ambientes que mimetizam as condi¢cdes de membranas

bacterianas.

3.3.1 Sintese, purificacio e caracterizacio

Com o objetivo de se estudar a atividade bioldgica e sua estrutura em ambientes
que mimetizam membranas, o peptideo LyeTx I foi sintetizado manualmente através da
sintese em fase soOlida. A Tabela 3.24 (p. 149) apresenta o acompanhamento desta
sintese, que apresentou uma dificuldade especial no 20° acoplamento, correspondente
ao residuo de Leu. Foram necessarios trés reacoplamentos deste residuo para se alcangar
um rendimento proximo a 100% de acoplamento, confirmado pelo teste de Kaiser.
Mesmo assim foi preciso aumentar em seis vezes o excesso de derivado de aminodcido

Fmoc-Leu-OH e ativadores (HOBt e DIC). Além deste, os acoplamentos 21 (Fmoc-Ala-
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OH), 23 (Fmoc-Leu-OH) e 24 (Fmoc-Trp(O#-Bu)-OH) apresentaram-se também

incompletos e exigiram reacoplamentos.

Tabela 3.24 — Dados do acompanhamento da sintese de LyTex I
Teste de Kaiser

Ordem de Derivado Aminoacido Tempo de
Excesso =
acoplamento reagdo (h)  Acoplamento Desprotegio
1° Fmoc-Leu-OH 5 4,0 - +
2° Fmoc-Lys-Boc-OH 3 1,5 - +
3° Fmoc-Ala-OH 3 1,5 - +
4° Fmoc-Leu-OH 3 1,5 - +
5° Fmoc-GIn-OH 3 1,5 - 4
6° Fmoc-GIn-OH 3 1,5 - +
7° Fmoc-Lys-Boc-OH 3 1,5 - A
8° Fmoc-Ala-OH 3 1,5 - +
9° Fmoc-Leu-OH 3 1,5 - +
10° Fmoc-His(Trt)-OH 3 1,5 - +
11° Fmoc-Lys-Boc-OH 3 1,5 - +
12° Fmoc-Gly-OH 3 1,5 = +
13° Fmoc-Leu-OH 3 1,5 - +
14° Fmoc-Asn-(Trt)-OH 3 1,5 - +
15° Fmoc-Lys-Boc-OH 3 1,5 - +
16° Fmoc-Gly-OH 3 1,5 - +
17° Fmoc-Leu-OH 3 1,5 - +
18° Fmoc-Phe-OH 3 1,5 - +
19° Fmoc-Lys-Boc-OH 3 1,5 - +
20° Fmoc-Leu-OH 3 1,5 I ~
- # Fmoc-Leu-OH 3 1,5 + ~
- # Fmoc-Leu-OH 4 2,0 - ~
- # Fmoc-Leu-OH 6 2,5 - +
21° Fmoc-Ala-OH 4 2,0 + ~
- # Fmoc-Ala-OH 4 2,0 - 4
22° Fmoc-Thr(-Bu)-OH 4 2,0 - +
23° Fmoc-Leu-OH 4 2,0 + ~
- # Fmoc-Leu-OH 4 2,0 - +
24° Fmoc-Trp(O¢-Bu)- 4 2,0 A ~
OH
-° #  Fmoc-Trp(Oz-Bu)- 4 2,0 + ~
OH
-° #  Fmoc-Trp(Ot-Bu)- 4 2,0 - A
OH
25° Fmoc-Ile-OH 4 2,0 - +

# Etapas de reacoplamento * Repeticdo do testes de Kaiser para confirmagdo. + Resultado positivo,
indicativo da presenga de grupo amina livre. - Resultado negativo, indicativo da auséncia de grupo amina
livre. ~ Teste ndo realizado.

Ao final da sintese, o peptideo foi clivado da resina e analisado por CLAE e
EM. A Figura 3.60 (p. 150) apresenta o perfil de CLAE do peptideo bruto em que ¢
possivel observar a presenga de um pico proeminente com t. de 15,9 min, além de

outros dois picos de intensidades menores com t; de 15,6 e 13,8 min. A mesma amostra
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foi submetida também a andlise por EM-MALDI-ToF (Figura 3.61, p. 151) que
comprova a presen¢a de um ion com [M+H'] de m/z 2831,4, muito proximo da massa
calculada de LyeTx I ((M+H'] de m/z 2831,7). E possivel notar também a presenga de
picos devidos a fons de [M+H]" de m/z 2760, 4, [M+H]" de m/z 2703,5 ¢ [M+H]" de
m/z 2691,5, correspondendo a analogos com auséncia de residuos de Ala, Ala-Gly e

Ala-Ser, respectivamente.
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Figura 3.60 - Perfil de cromatografia de fase reversa de amostra da sintese do
peptideo LyeTx I bruto. Amostra injetada (25uL) em coluna C18 Wdac 218TP510
(250mm x 4,6mm) equilibrada com TFA a 0,1%. Eluicdo: solu¢do de acetonitrila/TFA
0,1% em um fluxo de 1 mL.min". A linha reta retrata a variacio da concentracdo de
acetonitrila.

O peptideo foi purificado por CLAE e o resultado desta purificacdo pode ser
observado na Figura 3.62 (p. 151). E possivel notar no espectro de EM-MALDI-ToF
(Figura 3.62A) a presenga significativa de apenas um pico do ion de [M+H'] de m/z
2831,6, correspondendo ao peptideo LyeTx I. O sucesso da purificagdo pode ser
confirmado também por CLAE como mostra a Figura 3.62C, pela presenca de um unico
pico com t; de 15,8 min, mostrando um grau de pureza de 97%. O rendimento da sintese

apos a purificagdo foi de aproximadamente 35%.
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Figura 3.61 - (A) Espectro de Massas (EM-MALDI) do peptideo LyeTx I bruto.
(B) Expansao mostrando picos devidos a LyeTx I e analogos
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Figura 3.62 — (A) Espectro de Massas (EM-MALDI) do peptideo LyeTx I
purificado (B) Expansdo mostrando picos devidos a LyeTx I (C) Perfil de CLAE de
amostra purificada de LyeTx I. Amostras injetadas (25uL) em coluna C18 Fydac
218TP510 (250mm x 4,6mm) equilibrada com TFA a 0,1%. Elui¢do: solugdo de
acetonitrila/TFA 0,1% em um fluxo de 1 mL.min". A linha reta retrata a variagdo da
concentragdo de acetonitrila.
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3.3.2 Testes antimicrobianos do peptideo sintético LyeTx I

Apo6s obtencdo do peptideo sintético LyeTx I com alto grau de pureza, este foi
submetido a ensaios bioldgicos para avaliacdo da atividade antimicrobiana. O peptideo
foi testado em bactéria Gram-positiva (S. aureus) e Gram-negativas (E. coli e P.
aureginosa), cujos resultados estdo listados na Tabela 3.25. O peptideo LyeTx I
apresentou-se ativo contra S. aureus, E. coli e P. aureginosa com concentragao inibitdria
minima de 1,4 umol.L'l, 2,8 n mol.L"' e 11,3 mol.L'l, respectivamente. A Tabela 3.25
mostra que estes dados sdo similares aqueles publicados para licotoxinas isoladas de
Lycosa carolinensis e também para outros peptideos antimicrobianos (Yan e Adams,

1998; Giacometti et al., 1999).

Tabela 3.25 - Atividade antimicrobiana de LyeTx I
MIC (umol.L™)

LyeTx I Lyc-1I Ampicilina Cloranfenicol
(Yan e Adams, 1998)

Microorganismo Gram

Staphylococcus aureus

ATCC 29313 S i 11,6 <11 *ND
Escherichia coli ATCC .

25922 Negativo 2,8 4.8 46 25
Pseudomonas

aeruginosa ATCC Negativo 11,3 13,2 25 25
27853

*ND — Néo determinado

3.3.3 Espectroscopia de Dicroismo Circular

Com o objetivo de determinar as preferéncias conformacionais de LyeTx I que
ajudem a explicar a atividade bioldgica e o modo de interacio do peptideo com
membrana, foram realizados estudos estruturais por dicroismo circular. Os resultados
destes estudos estdo apresentados na Figura 3.63 (p. 153).

Analisando as Figura 3.63A (espectro em preto) e Figura 3.63B (espectro em
preto) pode-se observar que o peptideo exibe estrutura predominantemente randomica
em solugdo tampao fosfato em pH 7,5 e Tris-HCl em pH 8,0, respectivamente. Por outro
lado, mudangas significativas no formato da curva de LyeTx I em solugdo tampao
fosfato sdo observadas ja com a adicdo de 20% de TFE (espectro em verde, Figura
3.63A). Contudo, a formagdo de uma curva caracteristica de estrutura a-hélice ¢
observada somente ap6s a adicdo de 20 % TFE (Figura 3.63A), atingindo um maximo
de contetido de hélice em solugdes de 60% de TFE. Esta caracteristica pode ser

confirmada pelo aumento das amplitudes de sinais de estruturas helicoidais, como
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Figura 3.63 - Espectros de dicroismo circular do peptideo LyeTx I (35 mmol.LY).
(A) Solugdes em TFE/H,0; (B) Solugdes em micelas de DPC e tampao Tris pH 8.0; (C)
LUVs-POPC, LUVs-POPC-Col e LUVs-POPC/POPG (3:1) ¢ (D) detalhes do contetdo
de hélice calculadas em fun¢do da concentragcdo de TFE, LUVs-POPC, LUVs-
POPC/POPG e micelas de DPC.

A Figura 3.63B mostra o comportamento estrutural de LyeTx I frente a sua
adicao em micelas de DPC. Novamente, ¢ possivel observar mudangas consideraveis no
formato da curva de LyeTx I em solug¢do tampao Tris-HCI com adigdo de 100 umol.L™
de DPC (espectro em verde). Um maximo de conteudo de hélice em LyeTx I ¢
observado na presenga de 600 pmolL"' de DPC e, nesta concentragdo micelar, o
peptideo apresenta um conteudo méaximo de hélice de aproximadamente 63%, como

mostra a curva da porcentagem de a-hélice em fun¢do da concentragdo de DPC (Figura

3.63D).
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As preferéncias conformacionais de LyeTx I foram verificadas também na
presenca de vesiculas unilamelares pequenas (SUVs) de POPC e POPC/POPG (3:1)
como pode ser observado na Figura 3.63C (p. 153). A adigdo de 500 pmol.L™ de SUVs
de POPC ou POPC:POPG (3:1, m/m) em solu¢do tampao de Tris-HCI levam também a
um aumento significativo na conformacdo helicoidal de LyeTx I. Entretanto, deve-se
notar que o grau de helicidade diminui na presenca de SUVs de 500 pmol.L"' POPC
contendo 27% de colesterol (SUVs POPC/Col), indicando menor estruturacio do
peptideo (espectro em verde, Figura 3.63C). Em concentragdes proximas a 500 pmol.L™!
de fosfolipideos, LyeTx I apresenta um contetdo méaximo de hélice igual a 47% em
POPC e a 49% em POPC/POPG (Figura 3.63D). Por outro lado, esta saturagdo ocorre a
200 umol.L" de SUVs de POPC/Col, correspondendo a um maximo de helicidade de
aproximadamente 26%. Os dados de CD mostram que a presenga do colesterol diminui

a interacao peptideo-lipideo.

3.3.4 Determinacio estrutural por RMN

A estrutura 3D de LyeTx I foi investigada por espectroscopia de RMN na presenga
de micelas de DPC-d33, uma vez que os estudo de CD indicaram um elevado conteudo
de a-helice neste tipo de micela (Figura 3.63, p. 153). Além disso, o uso de micelas de
DPC-dss mimetizam melhor as caracteristicas de membranas fosfolipidicas do que
solugdes isotropica de TFE em agua.

Para o assinalamento sequencial das ressonancias dos niicleos de 'H foram
empregados os mapas de contornos TOCSY e NOESY, como metodologia proposta por
Wiithrich (1986). A Figura 3.64 (p. 155) apresenta a regido do mapa de contornos
TOCSY para acoplamentos intra-residuais de H, e hidrogénio de cadeias laterais com
nucleos de hidrogénio amidico (Hy), sendo possivel observar o padrdo de TOCSY para

a maioria dos residuos da sequéncia peptidica de LyeTx I.
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Figura 3.64 - Mapa de contornos parcial TOCSY (600 MHz) de LyeTx I em
solucido micelar de DPC-ds5 400 mmol.L".

Além disso, nota-se também uma grande dispersdao no deslocamento quimico de

(Hx) com sobreposigdes apenas nos residuos de Lys-11/GIn-21 e GIn-20/Ala-23. As
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interagdes sequénciais do tipo dyn(i,it1) e don(i,itn) podem ser observadas nos mapas
de contornos parciais da Figura 3.65 (p. 157), envolvendo grandes extensdes da cadeia
peptidica de LyeTx I como as regides de Ala-5 a Gly-14, Lys-15 a Lys-19 e GIn-21 a
25-Leu. E possivel também observar ainda na Figura 3.65B a presenca de varias
interagcdes de média distdncia do tipo dn(1,1+3) existentes desde o segundo residuo
(Trp-2) até a extremidade C-terminal, indicando um alto grau de ordenagdo de estrutura
secundaria. Vale ressaltar que o mapa de contornos de NOESY exibiu um nimero maior
de correlagdes entre nticleos de 'H préximas a extremidade C-terminal amidada em
comparacdo com a extremidade N-terminal (Figura 3.65, p. 157). Este comportamento
foi demonstrado anteriormente para os peptideos antimicrobianos DD K (p. 77), HMT-1
(p. 110) e HMT-2 (p. 118) (Verly et al., 2009) e reflete uma maior estruturagdo na regido
N-terminal de LyeTx I. Tal comportamento pode estar relacionado com um maior
potencial de atividade bioldgica, como j& mostrado em outros trabalhos, nos quais
peptideos amidados sdo mais ativos do que seus analogos ndo-amidados
( Sforga et al., 2004).

Experimentos heteronucleares de 'H"C-HSQC-editado (Figura 3.66, p. 158 ¢ 3.67,
p. 159) ¢ 'H'’N-HMQC-SOFAST (Figura 3.68, p. 160) permitiram a atribuicdo
completa aos nucleos de 'H, °C e "N de LyeTx I em micelas de DPC-dsg. O mapa de
contornos 'H"C-HSQC-editado apresenta as correlagdes devidas a acoplamentos 'J de
CH e CHj3 em preto e CH, em vermelho. Na Figura 3.66 (p. 158), a qual apresenta a
regido de acoplamento entre C, e H, pode-se notar facilmente as correlagdes dos
grupos CH, de residuos de Gly-10 e Glyl4, com deslocamento quimicos de Ca
menores que 49 ppm e em vermelho. Os demais residuos estdo assinalados também na
Figura 3.66.

A Figura 3.67 apresenta a regido de acoplamentos entre niicleos de °C ¢ 'H de
cadeias laterais assinaladas e mostra uma grande dispersdo destes nucleos, facilitando
um atribui¢do completa e inequivoca. O mapa de contornos 'H"’N-HMQC-SOFAST
(Figura 3.68, p. 160) mostra correlagdes devidas ao acoplamento 'J de "N e 'H
amidicos e a grande dispersdo dos deslocamentos quimicos de '°N resultou em poucas
sobreposi¢des no mapa de contornos. Estas sobreposi¢cdes ocorrem entre Hy dos
residuos de Lys-7, Phe-8 e GIn-21 e, também, entre Asn-12, His-16 e Lys-19.
Entretanto, a analise conjunta de todos os experimentos permitiu a atribuicdo completa

também do mapa de contornos 'H'"N-HMQC-SOFAST.
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Regido de interagio de interagdo dnn(i,i+n).
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Figura 3.66 - Mapa de contornos parcial 'H”C-HSQC-editado (600 MHz) de
LyeTx I em solugio micelar 400 mmol.L™' de DPC-dss. Regido de acoplamentos 'Jiicq
de cadeias laterais de aminoacidos.

A atribui¢io completa aos nucleos de 'H, °C ¢ °N do peptideo LyeTx I em micelas
de DPC permitiu a determinagdo dos deslocamentos quimicos destes ntcleos, os quais
estdo apresentados na Tabela 3.26 (p. 161). Com excec¢do do nitrogénio amidico do
residuo de Leu-1, todos os demais residuos tiveram seus nucleos com deslocamentos
quimicos determinados, apresentando-se proéximos a valores estimados para estruturas
helicoidais. Estes dados de deslocamento quimico foram empregados para obtencao de
restricdes de angulos diedros da cadeia principal de LyeTx I, para entdo serem utilizados

em calculos de dindmica molecular.
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Figura 3.67 - Mapa de contornos parcial '"H”C-HSQC-editado (600 MHz) de

LyeTx I em solucdo micelar 400 mmol.L"! de DPC-d;s. Regido de acoplamentos

1JHC de cadeias laterais.

O resumo das principais correlagdes caracteristicas de estrutura a-hélice observadas
no mapa de contornos NOESY de LyeTx I em micelas de DPC-dsg ¢ apresentado na
Figura 3.69 (p. 160). O alto numero de correlagdes do tipo dun(i,i+3), dan(i,i+4) €
doA(1,1+3) envolvendo os residuos presentes entre Ala-5 e Leu-25, incluindo a amidagao
do grupo C-terminal, indicam uma conformacao helicoidal nesta extensdo da cadeia
peptidica de LyeTx I, consistente com os resultados obtidos por CD em meio micelar de
DPC. Os valores de intensidades de todos os nOes (intra-residuais e inter-residuais)
observados no experimento de NOESY foram convertidos em distincias semi-
quantitativas, para serem empregadas juntamente com as restricdes de angulos diedros

em calculos de dindmica molecular.
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Figura 3.68 - Mapa de contornos parcial 'H-'’"’N-HMQC-SOFAST (600 MHz) de
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Figura 3.69 - Diagrama de conectividades de nOes para o peptideo LyeTx I em
solucio micelar de DPC 400 mmolL". Apresentacio dos assinalamentos de
interagdes caracteristicas de estrutura secundéria regular presente em peptideos. As
intensidades das interagdes dnn , don € dan no diagrama estdo diferenciadas como fortes,
médias e fracas de acordo com a espessura das linhas. Varias interagdes de média
distancia dyn (1,113), dgi(1,11+3) € don (1,1+4) foram observadas e estdo representadas por
linha finas que unem os residuos que interagem entre si.
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Tabela 3.26 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H, "N ¢ ]30C (em ppm) para o
peptideo LyeTx I em solugdo micelar 400 mmol.L™' DPC-dss, 25 C (600 MHz)

Residuo d\IH &-Ia &;Iﬂ (2;1) d)utrns 5Ca JCﬂ d\l
(CH
el 846 3,99 2,05 Hy - 1,28 60,59 26,88 .
Trp 2 8,31 4,92 3,47 He 9,86, Hes 7,42 57,57 28,92 125,11

Leu3 745 402 143153  HS082,H 092 57,67 4221 122,69

Thr4 742 385 3,47 Hy 1,23 6544 - 111,59

Ala5 732 420 1,77 - 57,65 18,19 122,62

Leu6 7,70 420 1,88 Hy 1,75, H6,0,95 5493 3222 11727

Lys7 8,07 4,09 1,93 H 5-1,42, Ho- 1,78, 5920 32,10 118,81
Hep- 2,95

Phe8 8,07 435 326333 - 59,20 39,09 118,81

Leu9 869 414 176197 Hy- 1,76, Hd- 1,01 5509 41,68 121,90

Gly10 857 387 - - 47,03 - 106,21
3,98
Lys11 812 422 2,01 Hy- 1,53, Hy- 1,64, 58,59 3242 12142

Hoi- 1,92, He- 3,06

Asn12 801 456 272275 Hp- 1,53, Hy-1,64, 5634 39,12 117,08
Hoi- 1,92, He- 3,06

Leul3 878 424 1,82 H&,i- 0,94 58,54 41,74 123,32

Glyl4 846 385 - . 47,18 - 106,21
3,99

Lys15 795 4,16 1,93 Hyu- 1,68, Hp-1,50, 5935 3222 120,02

He— 3,00, Ho- 1,93
His16 8,00 437 3,47 59,17 27,92 117,68
Leul7 853 421 164196  Hp1,65H50,97 5509 41,68 120,83

Alal8 834 4,18 1,55 - 57,52 18,19 121,78

Lys19 800 4,03 1,99 Hy-1,65HS-1,74, 59,50 32,22 119,80
&— 3,00

GIn20 8,01 4,11 2,25 Hp243, Hp2,52 5932 28,61 117,88

Gin21 8,09 419 222:230 Hy-2,49 58,39 2849 11821

Leu22 825 418 164189  Hp 1,64 H5094 5504 41,68 119,64
Ala23 801 4,17 1,55 - 57,40 18,19 120,75
Lys24 7,65 422 2,01 Hp 1,55, Hp1,67,  57.52 3222 116,00
H& 1,78, He- 3,04
Leu25 7,80 428 168192 Hp 1,68 Ho-0,99, 5578 4250 119,81
Hé, - 0,93
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3.3.4.1 Calculos de dinamica molecular

Previamente ao calculo de dindmica molecular, as restricoes de distancias ¢ de
angulos diedros foram analisadas pelo programa Queen (Nabuurs et al., 2003) para
verificar a contribuicdo de cada uma na estrutura final de LyeTx I. A Tabela 3.27 mostra
o numero total de restricdes (R(T)) e o tipo de cada restri¢ao, (restrigdes intra-residuais -
R(IR), seqiienciais - R(SQ), de média distancia - R(MR), de longa distdncia - R(LR) e
de angulos diedros - R(AD)) utilizadas para determinagdo estrutural por dindmica

molecular e que foram avaliadas usando o programa Queen.

Tabela 3.27 - Numero de restrigdes totais R(T), restrigdes intra-residuais R(IR),
sequenciais R(SQ), de média distancia R(MR), de longa distancia R(LR) e de angulos
diedros R(AD) obtidos por RMN

N° de N° de N° de N° de N° de N° de
R(T) R(IR) RSQ) RMR) R(LR) R(AD)

LyeTx I/DPC 415 218 91 76 0 30

Peptideo/Meio

Os valores de unicidade (/) € informac¢ao média (/,,.4) de cada restricao obtidos
desta analise podem ser observados na Figura 3.70 (p. 163). Dentre todas as restrigdes,
somente a restricdo de distancia entre 22Ha-25HN apresentou um alto valor de [y
(Luni = 2,41) (Figura 3.70A). Este alto valor de I, esta relacionado com interferéncias de
DPC-ds3 no mapa de contornos NOESY que ndo permitiram a atribui¢do da correlacdo
Leu-22H,-Leu-25HN em ambos os lados da diagonal. Entretanto, esta mesma restri¢ao
apresentou um baixo valor de /.4, indicando que esta ndo tem forte impacto sobre as
estruturas calculadas (Figura 3.70B), pois € suportada por outras correlagdes proximas a
regido de Leu-22 e Leu-25, como visto anteriormente nos mapas de contornos parciais
de NOESY (Figura 3.65, p. 157).

A andlise das restrigdes mostrou uma boa qualidade dos dados de RMN. Dessa
forma, todas as 415 restricdes foram empregadas para determinagao de estruturas 3D de
LyeTx I em micelas de DPC por célculo de dinamica molecular. A Figura 3.71A
(p. 164) mostra as 20 estruturas mais estaveis sobrepostas de LyeTx I na presenca de
micelas de DPC-dss, onde em azul estdo representadas as cadeia laterais hidrofilicas e,
em verde, as cadeias laterais hidrofobicas. As estruturas apresentam uma dobra sutil na
a-hélice. Algumas correlagdes observadas do tipo d,(i, i+2) envolvendo residuos de

Phe-8 Gly-10, Asn-12 e Gly-14 foram evidéncias experimentais desta dobra.
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Figura 3.70 - Analise das restricoes de distincias e dngulos diedros obtidas por
RMN de LyeTx I em solu¢do micelar 400 mmol.L”" DPC-dss. (A) Gréfico de
unicidade (/,,) pelo indice de cada restri¢ao e (B) grafico de informagao tnica (/) por
informagdo média (/neq). R(IR) - restricdes intra-residuais; R(SQ) - restricdes
sequénciais; R(MR) — restricoes de média distancia; R(AD) - restrigdes de angulos
diedros.

Outras correlagdes inter-residuais observadas envolvendo Ile-1, Trp-2 e Leu-3
indicaram que a extremidade N-terminal exibe uma estrutura ordenada, embora em
menor extensdo do que a extremidade C-terminal, como pode ser visto na Figura 3.71A
(p. 164). Estes resultados estruturais de RMN do peptideo LyeTx I apresentam-se

similares aqueles encontrados para o peptideo antimicrobiano DD K (Figura 3.17,
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p. 84), com uma menor estruturacdo na extremidade N-terminal seguido por um
segmento helicoidal (Leu-6 até C-terminal, para LyeTx I) que se estende até a
extremidade C-terminal, incluindo a amidacdo desta regido. Alguns estudos apontam
uma preferéncia de interacdo de residuos de triptofano com a interface da membrana
fosfolipidica, apresentando certo grau de inser¢do na bicamada (Ulmschneider e
Sansom, 2001). Assim, a localizagdo do residuo de Trp (Trp-2) proximo a extremidade
N-terminal de LyeTx I pode ter um papel fundamental de “ancorar” o peptideo no meio

fosfolipidico (Figuras 3.71B e 3.71C).

< Tl'p—2

Figura 3.71 - Estruturas obtidas por RMN em solucio de 2 mM de LyeTx I em
solucio micelar de 400 mmol.L" DPC-d;s em agua. (A) Sobreposicio das 20
estruturas mais estaveis em cada meio. (B e C) Estrutura mais estavel vista lateralmente
e ao longo do eixo da hélice, respectivamente. As cadeias laterais hidrofobicas estdo
representadas em verde e as hidrofilicas em azul.

A qualidade das estruturas foi verificada pelo programa PROCHECK através de
analise estatistica das estruturas mais estaveis de LyeTx I e os resultados estdo
resumidos na Tabela 3.28 (p. 165). O baixo valor de RMSD (0,58 A) obtido para o
segmento helicoidal (Leu-6 a Leu-25) do peptideo mostra uma consideravel rigidez
nesta regido, porém o valor maior de RMSD (1,18 A) calculado ao se considerar todos

os residuos indica que se tem uma relativa flexibilidade para a molécula como um todo.
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Tabela 3.28 - Resumos dos dados de calculos estruturais de LyeTx I em DPC-dsg
RMSD - Todos os residuos”

Cadeia principal 1,18 A

Cadeia principal e atomos pesados 1,87 A
RMSD - Seguimento helicoidal®”

Cadeia principal 0,58 A

Cadeia principal e atomos pesados 1,05 A
Analise grafica por Ramachandran

Residuos em regido favorecidas 86,4%

Residuos em regides permitidas 13,4%

Residuos em regides menos permitidas 0,0%

Residuos em regides ndo permitidas 0,2%

a - Dados do programa MOLMOL; b- Dados de Leu-6 a Leu-25

O grafico de Ramachandran (Figura 3.72) revela que a maioria dos angulos de
tor¢ao encontra-se em regides mais favoraveis (86,4%) ou regides permitidas (13,4%)
do grafico, indicando uma boa qualidade das estruturas. O unico residuo encontrado em
regides ndo permitidas (0,2%) foi Trp-2, decorrente de uma estrutura pouco
convencional do peptideo na extremidade N-terminal, incluindo a orientagdo do residuo
de Trp-2 (Figura 3.71C, p. 164).
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Figura 3.72 - Grafico de Ramachandran para as 20 estruturas mais estaveis de
LyeTx I em solu¢do micelar de 400 mmol.L"' de DPC-d;s. Regides favorecidas
[A,B,L], regides permitidas [a, b, 1, p] e regides menos permitidas [~a, ~b, ~I, ~p]. As
areas em vermelho indicam conformagdes sem impedimento estérico e sdo denominadas
de regides favorecidas; as regidoes em amarelo escuro indicam conformagdes menos
estaveis, com aproximac¢do de atomos; e a regido em amarelo claro indica estruturas
pouco flexiveis.
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Conclusoes e perspectivas

O presente trabalho teve como objetivo obter informacgdes estruturais e
termodinamicas para o entendimento do modo de acdo de peptideos antimicrobianos em
membranas bacterianas. De fato, os resultados obtidos a partir das diferentes técnicas
empregadas para sua realizacdo apresentaram excelente concordancia, permitindo a
compreensdo do comportamento dos peptideos estudados em ambientes que
mimetizaram as condi¢des de membranas bioldgicas, sendo possivel determinar fatores
que influenciam na interagao peptideo-membrana.

No caso do peptideo antimicrobiano DD K foi possivel determinar dados fisico-
quimicos indicando que sua interacdo com as membranas miméticas de 1-palmitol-2-
oleil-fosfatidilcolina ¢ afetada pela presenga de colesterol. Os estudos de ITC mostraram
que o colesterol reduz a constante de interacdo aparente de DD K/PC e altera a
estequiometria do complexo. Além disso, a extensdo do extravasamento de CF
incorporado em PC-LUVs apresentou também uma redugdo significativa apos a adig¢ao
do colesterol e, por fim, os estudos de DLS revelaram que DD K ¢ capaz de incorporar-
se em PC-LUVs, levando a um aumento significativo do tamanho da vesicula, porém
ndo em LUVs com alta concentragcdao de colesterol. Tais dados contribuiram para
explicar a baixa atividade hemolitica do peptideo, que em grande parte, se deve a
presenca do colesterol em células eucariotas.

Os dados de RMN em micelas de DPC mostraram que DD K apresenta uma
hélice anfipatica do residuo Lys-7 até a extremidade C-terminal, com o residuo de
triptofano direcionado para a regido hidrofobica das micelas. Esses arranjos estruturais
colaboraram para explicar a alta contribui¢do docomponente entropico encontrado na
interacdo DD K/PC-LUVs. Isto porque a anfipaticidade de DD K favorece a interag@o
com a bicamada e, consequentemente, a dessolvatagdo da face hidrofébica, permitindo
sua insercdo na bicamada. Esta dessolvatagdo resulta em um aumento nos graus de
liberdade de moléculas de agua, sendo uma razdo importante para uma contribui¢do
entropica elevada. Soma-se a isto um provavel aumento da fluidez da bicamada lipidica
resultante de sua desorganizacgdo devido a interagdo com o peptideo.

Em relacdo a homotarsinina (HMT-2), verificou-se que esta apresenta um
comportamento distinto daquele apresentado por seu mondmero (HMT-1), inclusive
quando o estudo ¢ realizado em um mesmo ambiente. Os resultados estruturais de CD e
RMN contribuiram para explicar como o fator estrutural pode influenciar a velocidade

de dimerizacdo. Enquanto HMT-1 apresenta estrutura a-helicoidal em solugao de SDS,

166



em solugdo tampao Tris-HCI o peptideo encontra-se desestruturado. Tal comportamento
conformacional de HMT-1 em SDS facilita a aproximagdo das moléculas do peptideo,
favorecendo a dimerizagdo. Os resultados estruturais mostraram também mudancgas
conformacionais dos peptideos HMT-1 e HMT-2 ao entrarem em contato com a
superficie da membrana. Entretanto, estudos de CD apontaram para uma menor
tendéncia a formacao de estrutura a-helicoidal do peptideo HMT-1 em todos os meios
comparando-se com HMT-2. Este comportamento indicou uma menor interagdo com
bicamadas fosfolipidicas por parte de HMT-1, o que foi confirmado pelos estudos
termodindmicos conduzidos por ITC e DLS. Tais estudos mostraram diferencas
consideraveis nas interagdes de ambos os peptideos com LUVs de mesma composi¢ao,
havendo sempre uma maior interacdo de HMT-2. Nao obstante, estes resultados
termodindmicos comprovaram que o peptideo HMT-2 possui maior interagdo com
LUVs carregadas negativamente, expondo sua seletividade por membranas bacterianas.
Estes estudos revelaram também o papel fundamental do carater catidnico de HMT-2 na
interagdo com a superficie da membrana. A presenga de tampao fosfato na formulagao
das LUVs diminuiu significantemente a interagao peptideo-membrana, sugerindo que os
fons H,PO4” e HPO4> podem neutralizar as cargas positivas de HMT-2, o que resulta em
uma menor atragdo eletrostatica entre o peptideo e a superficie negativamente carregada
da membrana.

Estudos mais detalhados da estrutura tridimensional de HMT-2 revelaram um
comportamento diferenciado do peptideo. Em solu¢do micelar de DPC, o HMT-2
apresenta uma conformagdo com ambas as cadeias em estrutura secundaria helicoidal
continua. Em contrapartida, em solu¢do aquosa o peptideo adota uma estrutura terciaria
de “super-hélice”, que ¢ estabilizada por interagdes hidrofobicas entre as cadeias do
dimero. Este tipo de estrutura mostrou-se altamente anfipatica, com os residuos
hidrofobicos situados no interior da estrutura, o que pode resultar na sua resisténcia a
acdo de peptidases, permitindo o alcance a superficie da membrana sem sofrer danos em
sua estrutura. Além disso, a estrutura em super-hélice de HMT-2 expde ainda mais os
residuos hidrofilicos carregados positivamente e intensifica a interagdo do peptideo com
a membrana bacteriana. Entretanto, alguns estudos sdo ainda necessarios para descrever
de forma mais acurada o modo de interagdo da homotarsinina com a membrana
bacteriana. Dados de restrigdes conformacionais como acoplamento dipolar residual
(RDC) ou acoplamento dipolar total podem fornecer informagdes sobre a orientagdo das
cadeias monoméricas de HMT-2 em ambientes de membrana, como bicelas ou

bicamadas fosfolipidicas.
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Os ensaios biologicos realizados para LyeTx I revelaram que este peptideo
possui grande atividade antimicrobiana contra todos os microrganismos testados,
mostrando-se mais ativo para bactérias Gram-positivas (S. aureus) do que para as Gram-
negativas (E. coli e P. aeruginosa).

Os estudos de LyeTx I por CD mostraram propensdao baixa para formagdo de
estrutura em o-hélice em vesiculas de POPC contendo colesterol, mesmo em
concentragdes elevadas do peptideo. Isto pode explicar sua fraca atividade hemolitica. A
espectroscopia de RMN mostrou que LyeTx I apresenta estrutura helicoidal em micelas
de DPC compativel com as condi¢cdes necessarias para o peptideo iniciar sua acao
antimicrobiana na membrana.

Como apresentado para cada peptideo acima citado, foram verificadas algumas
peculiaridades estruturais abrangendo anfipaticidade, carga e hidrofobicidade,
indicando uma diferenca no modo de sua respectiva interagdo na membrana.

Entretanto, este trabalho revelou um comportamento similar para DD K, HMT-2
e LyeTx I, em trés aspectos. Primeiramente, todos os os peptideos adquiriram estrutura
a-helicoidal em grande extensdo da cadeia peptidica ao entrarem em contato com 0s
meios que mimetizam as membranas bacterianas. Um segundo aspecto esta relacionado
ao fato de tratar-se de peptideos amidados no residuo C-terminal: assim sendo, em
todos o0s casos as respectivas estruturas em a-hélices tiveram o seu dipolo
estabizado,estenderam-se até esta regido e apresentaram-se muito estabilizadas. Por
fim, nestas estruturas foi possivel distinguir dobras em regides centrais das hélices que
podem estar relacionadas a maior inser¢do dos peptideos nas bicamadas fosfolipidicas.
Estas caracteristicas estruturais mostraram-se fundamentais para uma interacao forte
desses peptideos com os ambientes miméticos de membranas bacterianas.

Considerando que todos os peptideos estudados nesta tese apresentaram
atividade antibacteriana significativa (nas faixas de concentracdo analisadas) e ainda
que a estruturagcdo ¢ um fator importante para esta atividade, os resultados estruturais
obtidos neste trabalho reforcam este principio.

Finalmente, estes estudos mostraram ainda que mudangas nas composi¢des
lipidicas das membranas celulares podem alterar a estrutura de peptideos, modificando
seus modos de interagdo e, consequentemente, suas atividades biologicas. Portanto, a
diversidade de fosfolipidios presentes em diferentes microorganismos pode explicar as
diferencgas das atividades de um mesmo peptideo frente a estas espécies. Assim, torna-se
necessario o estudo adicional das interagdes entre peptides antimicrobianos com
vesiculas de composicdes diversas de fosfolipideos para propor um mecanismo preciso

da atividade destas moléculas.
168



Referéncias Bibliogréaficas

Abrunhosa, F.; Faria, S.; Gomes, P.; Tomaz, I.; Pessoa, J. C.; Andreu, D. e Bastos, M.
(2005)."Interaction and lipid-induced conformation of two cecropin-melittin hybrid
peptides depend on peptide and membrane composition”. Journal of Physical Chemistry
B-Condensed Phase, v.109, n.36, p.17311-173109.

Ali, M. F.; Soto, A. M.; Knoop, F. C. e Conlon, J. M. (2001)."Antimicrobial peptides
isolated from skin secretions of the diploid frog, Xenopus tropicalis (Pipidae)".
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)/Protein Structure and Molecular Enzymology,
v.1550, n.1, p.81-89.

Alvarez, C.; Casallanovo, F.; Shida, C. S.; Nogueira, L. V.; Martinez, D.; Tejuca, M.;
Pazos, I. F.; Lanio, M. E.; Menestrina, G. e Lissi, E. (2003)."Binding of sea anemone
pore-forming toxins sticholysins | and Il to interfaces—Modulation of conformation
and activity, and lipid—protein interaction”. Chemistry and Physics of Lipids, v.122,
n.1-2, p.97-105.

Amblard, M.; Fehrentz, J. A.; Martinez, J. e Subra, G. (2006)."Methods and protocols of
modern solid phase peptide synthesis”. Molecular Biotechnology, v.33, n.3, p.239-254.

Annis, |.; Hargittai, B. e Barany, G. (1997)."Disulfide bond formation in peptides".
Methods in Enzymology, v.289, p.198-221.

Arseniev, A. S.; Kondakov, V. I.; Maiorov, V. N. e Bystrov, V. F. (1984)."NMR
solution spatial structure of 'short' scorpion insectotoxin I5A". Federation of European
Biochemical Societies Letters, v.165, n.1, p.57-62.

Atkins, P. W. "Physical Chemistry”. (6th). Oxford University Press; Oxford,
Melbourne, Tokyo, 1998.

Aue, W. P.; Bartholdi, E. e Ernst, R. R. (1976)."Two dimensional spectroscopy.
Application to nuclear magnetic resonance”. The Journal of Chemical Physics, v.64,
n.5, p.2229-2247.

Babakhani, A.; Gorfe, A. A.; Kim, J. E. e Mccammon, J. A. (2008)."Thermodynamics
of peptide insertion and aggregation in a lipid bilayer". The Journal of Physical
Chemistry B, v.112, n.34, p.10528-10534.

Bachere, E.; Gueguen, Y.; Gonzalez, M.; De Lorgeril, J.; Garnier, J. e Romestand, B.
(2004)."Insights into the anti-microbial defense of marine invertebrates: the penaeid
shrimps and the oyster Crassostrea gigas". Immunological reviews, v.198, n.1, p.149-
168.

Bastian, A. e Schafer, H. (2001)."Human alpha-defensin 1 (HNP-1) inhibits adenoviral
infection in vitro". Regulatory peptides, v.101, n.1-3, p.157-161.

Batista, C. V.; Da Silva, L. R.; Sebben, A.; Scaloni, A.; Ferrara, L.; Paiva, G. R.;

Olamendi-Portugal, T.; Possani, L. D. e Bloch Jr, C. (1999)."Antimicrobial peptides
from the Brazilian frog Phyllomedusa distincta™. Peptides, v.20, n.6, p.679-686.

169



Batista, C. V. F.; Scaloni, A.; Rigden, D. J.; Silva, L. R.; Rodrigues Romero, A.; Dukor,
R.; Sebben, A.; Talamo, F. e Bloch, C. (2001)."A novel heterodimeric antimicrobial
peptide from the tree-frog Phyllomedusa distincta”. Federation of European
Biochemical Societies Letters, v.494, n.1-2, p.85-89.

Bechinger, B. (1999)."The structure, dynamics and orientation of antimicrobial peptides
in membranes by multidimensional solid-state NMR spectroscopy". Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, v.1462, n.1-2, p.157-183.

Bechinger, B. (2004)."Structure and function of membrane-lytic peptides”. Critical
Reviews in Plant Sciences, v.23, n.3, p.271-292.

Bechinger, B. e Lohner, K. (2006)."Detergent-like actions of linear amphipathic
cationic antimicrobial peptides”. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Biomembranes, v.1758, n.9, p.1529-1539.

Boman, H. G.; Agerberth, B. e Boman, A. (1993)."Mechanisms of action on
Escherichia coli of cecropin P1 and PR-39, two antibacterial peptides from pig
intestine”. Infection and immunity, v.61, n.7, p.2978-2984.

Boman, H. G. (2003)."Antibacterial peptides: basic facts and emerging concepts".
Journal of Internal Medicine, v.254, n.3, p.197-215.

Bordag, N. e Keller, S. (2010)."a-Helical transmembrane peptides: A “Divide and
Conquer” approach to membrane proteins”. Chemistry and Physics of Lipids, v.163,
n.1, p.1-26.

Braff, M. H. e Gallo, R. L. (2006)."Antimicrobial peptides: an essential component of
the skin defensive barrier”. Current Topics in Microbiology and Immunology, v.306,
p.91-110.

Braun, S.; Kalinowski, H. O. e Berger, S. "One Hundred and Fifty and More Basic
NMR Experiments. A Practical Course". Wiley-VCH, Weinheim, Germany, 1998.

Braun, W.; Bosch, C. e Brown, L. R. (1981)."Combined use of proton-proton
Overhauser enhancements and a distance geometry algorithm for determination of
polypeptide conformations. Application to micelle-bound glucagon”. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Protein Structure, v.667, n.2, p.377-396.

Braun, W. e Go, N. (1985)."Calculation of protein conformations by proton-proton
distance constraints* 1:: A new efficient algorithm". Journal of Molecular Biology,
v.186, n.3, p.611-626.

Brockhaus, M.; Ganz, P.; Huber, W.; Bohrmann, B.; Loetscher, H. e Seelig, J.
(2007)."Thermodynamic studies on the interaction of antibodies with beta-amyloid
peptide"”. Journal of Physical Chemistry B, v.111, n.5, p.1238-1243.

Brogden, K. A. (2005)."Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic inhibitors in
bacteria?". Nature Reviews Microbiology, v.3, n.3, p.238-250.

170



Bringer, A. T.; Adams, P. D. e Rice, L. M. (1997)."New applications of simulated
annealing in X-ray crystallography and solution NMR". Structure, v.5, n.3, p.325-336.

Brunger, A. T.; Krukowski, A. e Erickson, J. W. (1990)."Slow-cooling protocols for
crystallographic refinement by simulated annealing™. Acta Crystallographica Section A:
Foundations of Crystallography, v.46, n.7, p.585-593.

Bulaj, G. (2005)."Formation of disulfide bonds in proteins and peptides”. Biotechnology
Advances, v.23, n.1, p.87-92.

Bulet, P.; Cociancich, S.; Dimarcq, J. L.; Lambert, J.; Reichhart, J. M.; Hoffmann, D.;
Hetru, C. e Hoffmann, J. A. (1991)."Insect immunity. Isolation from a coleopteran
insect of a novel inducible antibacterial peptide and of new members of the insect
defensin family". Journal of Biological Chemistry, v.266, n.36, p.24520-24525.

Carpino, L. A. e Han, G. Y. (1972)."9-Fluorenylmethoxycarbonyl amino-protecting
group”. The Journal of Organic Chemistry, v.37, n.22, p.3404-3409.

Cavanagh, J. "Protein NMR spectroscopy: principles and practice”. Academic Press;
California, 1996.

Cavanagh, J. "Protein NMR spectroscopy: principles and practice". Elsevier Academic
Press; Oxford, 2006.

Chan, W. C. e White, P. D. "Fmoc solid phase peptide synthesis". Oxford University
Press; New York, 2000.

Claridge, T. D. W. "High-resolution NMR techniques in organic chemistry”. Elsevier
Science Ltd.; Oxford, 1999.

Clore, G. M.; Nilges, M.; Sukumaran, D. K.; Briinger, A. T.; Karplus, M. e Gronenborn,
A. M. (1986)."The three-dimensional structure of 1-purothionin in solution: combined
use of nuclear magnetic resonance, distance geometry and restrained molecular
dynamics"”. The European Molecular Biology Organization (EMBO) Journal, v.5, n.10,
p.2729-2735.

Clore, G. M.; Starich, M. R.; Bewley, C. A.; Cai, M. e Kuszewski, J. (1999)."Impact of
residual dipolar couplings on the accuracy of NMR structures determined from a
minimal number of NOE restraints”. Journal of the American Chemical Society, v.121,
n.27, p.6513-6514.

Cornilescu, G.; Delaglio, F. e Bax, A. (1999)."Protein backbone angle restraints from
searching a database for chemical shift and sequence homology"”. Journal of
Biomolecular NMR, v.13, n.3, p.289-302.

Crabbé, P. "Optical rotatory dispersion and circular dichroism in organic chemistry".
Holden-Day; New York, 1965.

171



Crabbé, P. "ORD and CD in chemistry and biochemistry: an introduction™. Academic
Press; New York, 1972.

Creighton, T. E. "Protein structure: a practical approach”. (2nd). Oxford University
Press; Oxford, 1997.

Csordas, A. e Michl, H. (1969)."Primary structure of two oligopeptides of the toxin of
Bombina variegata L". Toxicon: Official Journal of the International Society on
Toxinology, v.7, n.2, p.103-108.

Deber, C. M.; Liu, L. P.; Wang, C.; Goto, N. K.; Reithmeier, R. A. F.; Simon, S. A. e
Mcintosh, T. J. "Peptide-Lipid Interactions (Current Topics in Membranes)". Academic
Press; San Diego, 2002.

Delaglio, F.; Grzesiek, S.; Vuister, G. W.; Zhu, G.; Pfeifer, J. e Bax, A. D.
(1995)."NMRPipe: a multidimensional spectral processing system based on UNIX
pipes”. Journal of Biomolecular NMR, v.6, n.3, p.277-293.

Delaglio, F.; Wu, Z. e Bax, A. (2001)."Measurement of homonuclear proton couplings
from regular 2D COSY spectra”. Journal of Magnetic Resonance, v.149, n.2, p.276-281.

Dennison, S. R.; Wallace, J.; Harris, F. e Phoenix, D. A. (2005)." Amphiphilic alpha-
helical antimicrobial peptides and their structure/function relationships”. Protein and
Peptide Letters, v.12, n.1, p.31-39.

Edelhoch, H. (1967)."Spectroscopic Determination of Tryptophan and Tyrosine in
Proteins*". Biochemistry, v.6, n.7, p.1948-1954.

Everett, D. H. "Basic principles of colloid science". Royal Society of Chemistry;
London, 1988.

Fendler, J. H. (1980)."Surfactant vesicles as membrane mimetic agents: characterization
and utilization". Accounts of Chemical Research, v.13, n.1, p.7-13.

Fitton, J. E. (1981)."Physicochemical Studies on Delta Haemolysin, a Staphylococcal
Cytolytic Polypeptide™. Federation of European Biochemical Societies Letters, v.130,
n.2, p.257-260.

Garcia-Olmedo, F.; Molina, A.; Alamillo, J. M. e Rodriguez-Palenzuéla, P.
(1998)."Plant defense peptides”. Biopolymers, v.47, n.6, p.479-491.

Gesell, J.; Zasloff, M. e Opella, S. J. (1997)."Two-dimensional 1H NMR experiments
show that the 23-residue magainin antibiotic peptide is an -helix in
dodecylphosphocholine  micelles,  sodium  dodecylsulfate ~ micelles, and
trifluoroethanol/water solution™. Journal of Biomolecular NMR, v.9, n.2, p.127-135.

Giacometti, A.; Cirioni, O.; Barchiesi, F.; Del Prete, M. S. e Scalise, G.

(1999)."Antimicrobial activity of polycationic peptides”. Peptides, v.20, n.11, p.1265-
1273.

172



Griesinger, C.; Sgrensen, O. W. e Ernst, R. R. (1985)."Two-dimensional correlation of
connected NMR transitions"”. Journal of the American Chemical Society, v.107, n.22,
p.6394-6396.

Gudmundsson, G. H.; Agerberth, B.; Odeberg, J.; Bergman, T.; Olsson, B. e Salcedo, R.
(2004)."The human gene FALL39 and processing of the cathelin precursor to the
antibacterial peptide LL-37 in granulocytes”. European Journal of Biochemistry, v.238,
n.2, p.325-332.

Guentert, P. (1998)."Structure calculation of biological macromolecules from NMR
data". Quarterly Reviews of Biophysics, v.31, n.02, p.145-237.

Hancock, R. E. W. e Scott, M. G. (2000)."The role of antimicrobial peptides in animal
defenses". Proceedings of the National Academy of Sciences, v.97, n.16, p.8856-8861.

Havel, T. e Wiithrich, K. (1984)."A distance geometry program for determining the
structures of small proteins and other macromolecules from nuclear magnetic resonance
measurements of intramolecular 1 H- 1 H proximities in solution”. Bulletin of
Mathematical Biology, v.46, n.4, p.673-698.

Helmerhorst, E. J.; Breeuwer, P.; Van‘T Hof, W.; Walgreen-Weterings, E.; Oomen, L.;
Veerman, E. C. I.; Amerongen, A. V. e Abee, T. (1999)."The cellular target of histatin 5
on Candida albicans is the energized mitochondrion”. Journal of Biological Chemistry,
v.274,n.11, p.7286-7291.

Herrero, A. A.; Gomez, R. F.; Snedecor, B.; Tolman, C. J. e Roberts, M. F.
(1985)."Growth inhibition of Clostridium thermocellum by carboxylic acids: a
mechanism based on uncoupling by weak acids". Applied Microbiology and
Biotechnology, v.22, n.1, p.53-62.

Hiemenz, P. C. e Rajagopalan, R. "Principles of colloid and surface chemistry”. CRC
Press; New York, 1997.

Huang, H. W. (2006)."Molecular mechanism of antimicrobial peptides: the origin of
cooperativity". Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, v.1758, n.9, p.1292-
1302.

Isidro-Llobet, A.; Alvarez, M. e Albericio, F. (2009)."Amino Acid-Protecting Groups".
American Chemical Society, v.109, n.6, p.2455-2504.

Jenssen, H.; Hamill, P. e Hancock, R. E. W. (2006)."Peptide antimicrobial agents".
Clinical microbiology reviews, v.19, n.3, p.491-511.

Johnson, B. A. e Blevins, R. A. (1994)."NMR View: a computer program for the
visualization and analysis of NMR data". Journal of Biomolecular NMR, v.4, n.5,
p.603-614.

Karplus, M. (1959)."Contact electron-spin coupling of nuclear magnetic moments"”. The
Journal of Chemical Physics, v.30, n.1, p.11-16.

173



Katayama, H.; Ohira, T.; Aida, K. e Nagasawa, H. (2002)."Significance of a carboxyl-
terminal amide moiety in the folding and biological activity of crustacean
hyperglycemic hormone". Peptides, v.23, n.9, p.1537-1547.

Kelly, S. M.; Jess, T. J. e Price, N. C. (2005)."How to study proteins by circular
dichroism™. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Proteins and Proteomics, v.1751,
n.2, p.119-139.

Kent, S. B. H. (1988)."Chemical synthesis of peptides and proteins”. Annual Review of
Biochemistry, v.57, n.1, p.957-989.

Kirby, C. e Gregoriadis, G. (1984)."Dehydration-rehydration vesicles: a simple method
for high yield drug entrapment in liposomes". Nature Biotechnology, v.2, n.11, p.979-
984.

Kline, A. D.; Braun, W. e Wauthrich, K. (1986)."Studies by 1H nuclear magnetic
resonance and distance geometry of the solution conformation of the [alpha]-amylase
inhibitor Tendamistat". Journal of Molecular Biology, v.189, n.2, p.377-382.

Koradi, R.; Billeter, M. e Withrich, K. (1996)."MOLMOL.: a program for display and
analysis of macromolecular structures™. Journal of Molecular Graphics, v.14, n.1, p.51-
55.

Krieger, E.; Vriend, G. e Spronk, C. YASARA-Yet Another Scientific Artificial Reality
Application: YASARA Biosciences 2008.

Krishnakumar, S. S. e London, E. (2007)."Effect of sequence hydrophobicity and
bilayer width upon the minimum length required for the formation of transmembrane
helices in membranes”. Journal of Molecular Biology, v.374, n.3, p.671-687.

Krittanai, C. e Johnson, W. C. (1997)."Correcting the circular dichroism spectra of
peptides for contributions of absorbing side chains”. Analytical Biochemistry, v.253,
n.1, p.57-64.

Kumar, A.; Ernst, R. R. e Wiithrich, K. (1980)."A two-dimensional nuclear Overhauser
enhancement (2D NOE) experiment for the elucidation of complete proton-proton
cross-relaxation networks in biological macromolecules”. Biochemical and Biophysical
Research Communications, v.95, n.1, p.1-6.

Laskowski, R. A.; Rullmann, J. A. C.; Macarthur, M. W.; Kaptein, R. e Thornton, J. M.
(1996)."AQUA and PROCHECK-NMR: programs for checking the quality of protein
structures solved by NMR". Journal of Biomolecular NMR, v.8, n.4, p.477-486.

Lipsitz, R. S. e Tjandra, N. (2004)."RESIDUAL DIPOLAR COUPLINGS IN NMR
STRUCTURE ANALYSIS*1". Annual Review of Biophysics and Biomolecular
Structure, v.33, p.387-413.

Lohner, K. e Prenner, E. J. (1999)."Differential scanning calorimetry and X-ray
diffraction studies of the specificity of the interaction of antimicrobial peptides with

174



membrane-mimetic systems". Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes,
v.1462, n.1-2, p.141-156.

Lorin, C.; Saidi, H.; Belaid, A.; Zairi, A.; Baleux, F.; Hocini, H.; Bélec, L.; Hani, K. e
Tangy, F. (2005)."The antimicrobial peptide dermaseptin S4 inhibits HIV-1 infectivity
in vitro". Virology, v.334, n.2, p.264-275.

Madden, T. D. e Cullis, P. R. (1982)."Stabilization of bilayer structure for unsaturated
phosphatidylethanolamines by detergents”. Biochimica et Biophysica Acta, v.684,
p.149-153.

Markley, J. L.; Bax, A.; Arata, Y.; Hilbers, C. W.; Kaptein, R.; Sykes, B. D.; Wright, P.
E. e Wiithrich, K. (1998)."Recommendations for the presentation of NMR structures of
proteins and nucleic acids—IlUPAC-IUBMB-IUPAB Inter-Union Task Group on the
standardization of data bases of protein and nucleic acid structures determined by NMR
spectroscopy". Journal of Biomolecular NMR, v.12, n.1, p.1-23.

Melnyk, R. A.; Partridge, A. W.; Yip, J.; Wu, Y.; Goto, N. K. e Deber, C. M.
(2003)."Polar residue tagging of transmembrane peptides"”. Biopolymers, v.71, n.6,
p.675-685.

Mendoza-Espinosa, P.; Moreno, A.; Castillo, R. e Mas-Oliva, J. (2007)."Lipid
dependant disorder-to-order conformational transitions in apolipoprotein Cl derived
peptides”. Biochemical and Biophysical Research Communications, v.365, n.1, p.8-15.

Merrifield, R. B. (1963)."Solid phase peptide synthesis. I. The synthesis of a
tetrapeptide”. Journal of the American Chemical Society, v.85, n.14, p.2149-2154.

Montalbetti, C. e Falque, V. (2005)."Amide bond formation and peptide coupling".
Tetrahedron, v.61, n.46, p.10827-10852.

Murphy, J. B. e Kies, M. W. (1960)."Note on the spectrophotometric determination of
proteins in dilute solutions"”. Biochimica et Biophysica Acta, v.45, p.382-384.

Nabuurs, S. B.; Krieger, E.; Spronk, C.; Nederveen, A. J.; Vriend, G. e Vuister, G. W.
(2005)."Definition of a new information-based per-residue quality parameter”. Journal
of Biomolecular NMR, v.33, n.2, p.123-134.

Nabuurs, S. B.; Spronk, C.; Krieger, E.; Maassen, H.; Vriend, G. e Vuister, G. W.
(2003)."Quantitative evaluation of experimental NMR restraints”. Journal of the
American Chemical Society, v.125, n.39, p.12026-12034.

Nabuurs, S. B.; Spronk, C.; Vriend, G. e Vuister, G. W. (2004)."Concepts and tools for
NMR restraint analysis and validation”. Concepts in Magnetic Resonance, v.22, n.2,
p.90-105.

Nascimento, A. C. C.; Fontes, W.; Sebben, A. e Castro, M. S. (2003)."Antimicrobial
peptides from anurans skin secretions”. Protein and Peptide Letters, v.10, n.3, p.227-
238.

175



Nilges, M. "Applications of molecular modelling in NMR structure determination”.
Computational biochemistry and biophysics - Marcel Dekker; New York, 2001.

Nilges, M.; Clore, G. M. e Gronenborn, A. M. (1988)."Determination of three-
dimensional structures of proteins from interproton distance data by dynamical
simulated annealing from a random array of atoms Circumventing problems associated
with folding". Federation of European Biochemical Societies Letters, v.239, n.1, p.129-
136.

Nyholm, T. K.; Ozdirekcan, S. e Killian, J. A. (2007)."How protein transmembrane
segments sense the lipid environment". Biochemistry, v.46, n.6, p.1457-1465.

Ollivon, M.; Eidelman, O.; Blumenthal, R. e Walter, A. (1988)."Micelle-vesicle
transition of egg phosphatidylcholine and octylglucoside”. Biochemistry, v.27, n.5,
p.1695-1703.

Ozdirekcan, S.; Etchebest, C.; Killian, J. A. e Fuchs, P. F. J. (2007)."On the Orientation
of a Designed Transmembrane Peptide: Toward the Right Tilt Angle?". Journal of the
American Chemical Society, v.129, n.49, p.15174-15181.

Papo, N. e Shai, Y. (2003)."Can we predict biological activity of antimicrobial peptides
from their interactions with model phospholipid membranes?”. Peptides, v.24, n.11,
p.1693-1703.

Pecora, R. "Dynamic light scattering: Applications of photon correlation spectroscopy".
Plenum Press; New York, 1985.

Pflugrath, J. W.; Wiegand, G.; Huber, R. e Vertesy, L. (1986)."Crystal structure
determination, refinement and the molecular model of the [alpha]-amylase inhibitor
Hoe-467A". Journal of Molecular Biology, v.189, n.2, p.383-386.

Piotto, M.; Saudek, V. e Sklend, V. (1992)."Gradient-tailored excitation for single-
guantum NMR spectroscopy of aqueous solutions”. Journal of Biomolecular NMR, v.2,
n.6, p.661-665.

Prates, M. V. Peptideos Catidnicos de Phyllomedusa Tarsius (Amphibia): estrutura e
atividade bioldgica. Dissertacdo de Mestrado, Departamento de Biologia Molecular,
UNB, Brasilia, 1999.

Pukala, T. L.; Bowie, J. H.; Maselli, V. M.; Musgrave, 1. F. e Tyler, M. J. (2006)."Host-
defence peptides from the glandular secretions of amphibians: structure and activity".
Natural Product Reports, v.23, n.3, p.368-393.

Rahman, A. e Brown, C. W. (1983)."Effect of pH on the critical micelle concentration
of sodium dodecyl sulphate”. Journal of Applied Polymer Science, v.28, n.4, p.1331-
1334.

Raimondo, D.; Andreotti, G.; Saint, N.; Amodeo, P.; Renzone, G.; Sanseverino, M.;
Zocchi, 1.; Molle, G.; Motta, A. e Scaloni, A. (2005)."A folding-dependent mechanism
of antimicrobial peptide resistance to degradation unveiled by solution structure of

176



distinctin”. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, v.102, n.18, p.6309-6314.

Reddy, K. V. R.; Yedery, R. D. e Aranha, C. (2004)." Antimicrobial peptides: premises
and promises”. International Journal of Antimicrobial Agents, v.24, n.6, p.536-547.

Rekharsky, M.; Inoue, Y.; Tobey, S.; Metzger, A. e Anslyn, E. (2002)."lon-pairing
molecular recognition in water: aggregation at low concentrations that is entropy-
driven”. Journal of the American Chemical Society, v.124, n.50, p.14959-14967.

Resende, D. M.; Caetano, B. C.; Dutra, M. S.; Penido, M. L. O.; Abrantes, C. F.; Verly,
R. M.; Resende, J. M.; Pilé-Veloso, D.; Rezende, S. A. e Bruna-Romero, O.
(2008)."Epitope mapping and protective immunity elicited by adenovirus expressing the
Leishmania amastigote specific A2 antigen: Correlation with IFN- and cytolytic activity
by CD8+ T cells". Vaccine, v.26, n.35, p.4585-4593.

Resende, J. M.; Moraes, C. M.; Munhoz, V. H. O.; Aisenbrey, C.; Verly, R. M.; Bertani,
P.; Cesar, A.; Pil6-Veloso, D. e Bechinger, B. (2009)."Membrane structure and
conformational changes of the antibiotic heterodimeric peptide distinctin by solid-state
NMR spectroscopy". Proceedings of the National Academy of Sciences, v.106, n.39,
p.16639-16644.

Resende, J. M.; Moraes, C. M.; Prates, M. V.; Cesar, A.; Almeida, F. C. L.; Mundim,
N.; Valente, A. P.; Bemquerer, M. P.; Pil6-Veloso, D. e Bechinger, B. (2008)."Solution
NMR structures of the antimicrobial peptides phylloseptin-1,-2, and-3 and biological
activity: the role of charges and hydrogen bonding interactions in stabilizing helix
conformations". Peptides, v.29, n.10, p.1633-1644.

Rizo, J.; Blanco, F. J.; Kobe, B.; Bruch, M. D. e Gierasch, L. M.
(1993)."Conformational behavior of Escherichia coli OmpA signal peptides in
membrane mimetic environments”. Biochemistry (Easton), v.32, n.18, p.4881-4894.

Rodriguez, R.; Chinea, G.; Lopez, N.; Pons, T. e Vriend, G. (1998)."Homology
modeling, model and software evaluation: three related resources”. Bioinformatics,
v.14, n.6, p.523-528.

Rozek, A.; Friedrich, C. L. e Hancock, R. E. (2000)."Structure of the bovine
antimicrobial peptide indolicidin bound to dodecylphosphocholine and sodium dodecyl
sulfate micelles". Biochemistry, v.39, n.51, p.15765-15774.

Sanderson, J. M. (2005)."Peptide—lipid interactions: insights and perspectives". Organic
& Biomolecular Chemistry, v.3, n.2, p.201-212.

Santos, D. M.; Verly, R. M.; Pil6-Veloso, D.; De Maria, M.; De Carvalho, M. A. R.;
Cisalpino, P. S.; Soares, B. M.; Diniz, C. G.; Farias, L. M. e Moreira, D. F. F.
(2009)."LyeTx I, a potent antimicrobial peptide from the venom of the spider Lycosa
erythrognatha". Amino Acids, in press.

177



Schwieters, C. D.; Kuszewski, J. J. e Marius Clore, G. (2006)."Using Xplor-NIH for
NMR molecular structure determination". Progress in Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy, v.48, n.1, p.47-62.

Schwieters, C. D.; Kuszewski, J. J.; Tjandra, N. e Marius Clore, G. (2003)."The Xplor-
NIH NMR molecular structure determination package™. Journal of Magnetic Resonance,
v.160, n.1, p.65-73.

Seelig, J. (2004)."Thermodynamics of lipid—peptide interactions”. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, v.1666, n.1-2, p.40-50.

Sforca M. L.; Oyama S. J.; Canduri F.; Lorenzi C. C.; Pertinhez T. A.; Konno K.; Souza
B. M.; Palma M. S.; Ruggiero Neto J.; Azevedo W. F. J, Spisni A. (2004)."How C-
terminal carboxyamidation alters the biological activity of peptides from the venom of
the eumenine solitary wasp". Biochemistry, v.43, n.19, p.5608-5017.

Shai, Y. (2002)."Mode of action of membrane active antimicrobial peptides".
Biopolymers, v.66, n.4, p.236-248.

Sharma, D. e Rajarathnam, K. (2000)."13C NMR chemical shifts can predict disulfide
bond formation™. Journal of Biomolecular NMR, v.18, n.2, p.165-171.

Shen, Y.; Delaglio, F.; Cornilescu, G. e Bax, A. (2009)."TALOS+: a hybrid method for
predicting protein backbone torsion angles from NMR chemical shifts”. Journal of
Biomolecular NMR, v.44, n.4, p.213-223.

Silva, L. P.; Leite, J.; Brand, G. D.; Regis, W. B.; Tedesco, A. C.; Azevedo, R. B;
Freitas, S. M. e Bloch, C. (2008)."Dermaseptins from Phyllomedusa oreades and
Phyllomedusa distincta: Liposomes fusion and/or lysis investigated by fluorescence and
atomic force microscopy”. Comparative Biochemistry and Physiology, Part A, v.151,
n.3, p.329-335.

Sreerama, N. e Woody, R. W. (2000)."Estimation of protein secondary structure from
CD spectra: Comparison of CONTIN, SELCON and CDSSTR methods with an
expanded reference set". Analytical Biochemistry, v.287, n.2, p.252-260.

Sreerama, N. e Woody, R. W. (2004)."On the analysis of membrane protein circular
dichroism spectra”. Protein Science: A Publication of the Protein Society, v.13, n.1,
p.100-112.

Stewart, J. C. M. (1980)."Colorimetric determination of phospholipids with ammonium
ferrothiocyanate”. Analytical Biochemistry, v.104, n.1, p.10-14.

Stewart, J. M. (1976)."Solid phase peptide synthesis". Journal of Macromolecular
Science, Part A, v.10, n.1, p.259-288.

Tam, J. P.; Wu, C. R.; Liu, W. e Zhang, J. W. (1991)."Disulfide bond formation in
peptides by dimethyl sulfoxide. Scope and applications”. Journal of the American
Chemical Society, v.113, n.17, p.6657-6662.

178



Tanford, C. "Physical chemistry of macromolecules”. Wiley; New York, 1961.

Terwilliger, T. C. e Eisenberg, D. (1982)."The structure of melittin. 1. Structure
determination and partial refinement”. Journal of Biological Chemistry, v.257, n.11,
p.6010-6015.

Tjandra, N. e Bax, A. (1997)."Direct measurement of distances and angles in
biomolecules by NMR in a dilute liquid crystalline medium™. Science, v.278, n.5340,
p.1111-1114.

Troll, W. e Cannan, R. K. (1953)."A modified photometric ninhydrin method for the
analysis of amino and imino acids". Journal of Biological Chemistry, v.200, n.2, p.803-
811.

Turnbull, W. B. e Daranas, A. H. (2003)."On the value of c: Can low affinity systems be
studied by isothermal titration calorimetry?". Journal of the American Chemical
Society, v.125, n.48, p.14859-14866.

Ulmschneider, M. B. e Sansom, M. S. P. (2001)."Amino acid distributions in integral
membrane protein structures”._Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes,
v.1512, n.1, p.1-14.

Verly, R. M. Sintese e Estudos por Calorimetria e Ressonancia Magnetica Nuclear do
Peptideo Antimicrobiano Dermadistinctina K. Dissertacdo de Mestrado, Departamento
de Quimica, UFMG, Belo Horizonte, 2006.

Verly, R. M.; Moraes, C. M.; Resende, J. M.; Aisenbrey, C.; Bemquerer, M. P.; Pil6-
Veloso, D.; Valente, A. P.; Almeida, F. C. L. e Bechinger, B. (2009)."Structure and
Membrane Interactions of the Antibiotic Peptide Dermadistinctin K by
Multidimensional Solution and Oriented 15N and 31P Solid-State NMR Spectroscopy".
Biophysical Journal, v.96, n.6, p.2194-2203.

Verly, R. M.; Rodrigues, M. A.; Daghastanli, K. R. P.; Denadai, A. M. L.; Cuccovia, I.
M.; Bloch, C.; Frézard, F.; Santoro, M. M.; Pil6-Veloso, D. e Bemquerer, M. P.
(2007)."Effect of cholesterol on the interaction of the amphibian antimicrobial peptide
DD K with liposomes”. Peptides, v.29, n.1, p.15-24.

Vogt, T. C. B. e Bechinger, B. (1999)."The interactions of histidine-containing
amphipathic helical peptide antibiotics with lipid bilayers. The effects of charges and
pH". Journal of Biological Chemistry, v.274, n.41, p.29115-29121.

Vranken, W. e Rieping, W. (2009)."Relationship between chemical shift value and
accessible surface area for all amino acid atoms". BioMed Central Structural Biology,
v.9, n.1, p.20-30.

Vriend, G. (1990)."WHAT IF: a molecular modeling and drug design program”. Journal
of Molecular Graphics, v.8, n.1, p.52-56.

Waltho, J. P.; Feher, V. A.; Merutka, G.; Dyson, H. J. e Wright, P. E. (1993)."Peptide
models of protein folding initiation sites. 1. Secondary structure formation by peptides

179



corresponding to the G-and H-helices of myoglobin™. Biochemistry, v.32, n.25, p.6337-
6347.

Wang, G.; Li, X. e Wang, Z. (2008)."APD2: the updated antimicrobial peptide database
and its application in peptide design™. Nucleic Acids Research, v.37, n.4, p.933-937.

Wang, T.; Zhang, J.; Shen, J. H.; Jin, Y.; Lee, W. H. e Zhang, Y. (2005)."Maximins S, a
novel group of antimicrobial peptides from toad Bombina maxima". Biochemical and
Biophysical Research Communications, v.327, n.3, p.945-951.

Waterhous, D. V. e Johnson Jr, W. C. (1994)."Importance of environment in
determining secondary structure in proteins". Biochemistry, v.33, n.8, p.2121-2128.

Wedemeyer, W. J.; Welker, E.; Narayan, M. e Scheraga, H. A. (2000)."Disulfide bonds
and protein folding". Biochemistry, v.39, n.15, p.4207-4216.

Wenk, M. R. e Seelig, J. (1998)."Magainin 2 Amide Interaction with Lipid Membranes:
Calorimetric Detection of Peptide Binding and Pore Formationt™. Biochemistry, v.37,
n.11, p.3909-3916.

Wider, G. e Withrich, K. (1999)."NMR spectroscopy of large molecules and
multimolecular assemblies in solution". Current Opinion in Structural Biology, v.9, n.5,
p.594-601.

Wieprecht, T.; Beyermann, M. e Seelig, J. (1999)."Binding of antibacterial magainin
peptides to electrically neutral membranes: thermodynamics and structure™.
Biochemistry (Washington), v.38, n.32, p.10377-10387.

Wieprecht, T. e Seelig, J. "Isothermal titration calorimetry for studying interactions
between peptides and lipid membranes”. Peptide-Lipid Interactions. Academic Press;
Oxford, 2002.

Williamson, M. P.; Havel, T. F. e Wauthrich, K. (1985)."Solution conformation of
proteinase inhibitor 11A from bull seminal plasma by 1H nuclear magnetic resonance
and distance geometry". Journal of Molecular Biology, v.182, n.2, p.295-315.

Willker, W.; Leibfritz, D.; Kerssebaum, R. e Bermel, W. (1993)."Gradient selection in
inverse heteronuclear correlation spectroscopy”. Magnetic Resonance in Chemistry,
v.31, p.287-287.

Wiseman, T.; Williston, S.; Brandts, J. F. e Lin, L. N. (1989)."Rapid measurement of
binding constants and heats of binding using a new titration calorimeter”. Analytical
Biochemistry, v.179, n.1, p.131-137.

Wishart, D. S.; Sykes, B. D. e Richards, F. M. (1992)."The chemical shift index: a fast

and simple method for the assignment of protein secondary structure through NMR
spectroscopy”. Biochemistry, v.31, n.6, p.1647-1651.

180



Wu, M. e Hancock, R. E. W. (1999)."Interaction of the cyclic antimicrobial cationic
peptide bactenecin with the outer and cytoplasmic membrane™. Journal of Biological
Chemistry, v.274, n.1, p.29-35.

Wiithrich, K. "NMR of proteins and nucleic acids". Wiley; New York, 1986.

Yan, L. e Adams, M. E. (1998)."Lycotoxins, antimicrobial peptides from venom of the
wolf spider Lycosa carolinensis". Journal of Biological Chemistry, v.273, n.4, p.2059-
2066.

Yasin, B.; Pang, M.; Turner, J. S.; Cho, Y.; Dinh, N. N.; Waring, A. J.; Lehrer, R. I. e
Wagar, E. A. (2000)."Evaluation of the inactivation of infectious herpes simplex virus
by host-defense peptides”. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious
Diseases, v.19, n.3, p.187-194.

Yau, W. M.; Wimley, W. C.; Gawrisch, K. e White, S. H. (1998)."The preference of
tryptophan for membrane interfaces”. Biochemistry, v.37, n.42, p.14713-14718.

Yeaman, M. R. e Yount, N. Y. (2003)."Mechanisms of antimicrobial peptide action and
resistance". Pharmacological Reviews, v.55, n.1, p.27-55.

Zasloff, M. (2002a)." Antimicrobial peptides in health and disease”. The New England
Journal of Medicine, v.347, n.15, p.1199-1210.

Zasloff, M. (2002b)." Antimicrobial peptides of multicellular organisms". Nature, v.415,
n.6870, p.389-395.

Zetasizer, N. S. Zetasizer nano series user manual. England: Malvern Instruments Ltd
2003.

181



Anexo

LISTA DOS TRABALHOS PUBLICADOS

1- Verly, R. M., M. A. Rodrigues, K. R. P. Daghastanli, A. M. L. Denadai, I. M.
Cuccovia, C. Bloch, F. Frézard, M. M. Santoro, D. Pil6-Veloso e M. P. Bemquerer
(2007)."Effect of cholesterol on the interaction of the amphibian antimicrobial peptide
DD K with liposomes". Peptides, v.29, n.1, p.15-24.

2- Verly, R. M., C. M. Moraes, J. M. Resende, C. Aisenbrey, M. P. Bemquerer, D. Pilo-
Veloso, A. P. Valente, F. C. L. Almeida e B. Bechinger (2009)."Structure and
Membrane Interactions of the Antibiotic Peptide Dermadistinctin K by
Multidimensional Solution and Oriented 15N and 31P Solid-State NMR Spectroscopy".
Biophysical Journal, v.96, n.6, p.2194-2203.

3- Santos, D. M., R. M. Verly, D. Pil6-Veloso, M. De Maria, M. A. R. De Carvalho, P.
S. Cisalpino, B. M. Soares, C. G. Diniz, L. M. Farias e D. F. F. Moreira (2009). “LyeTx
I, a potent antimicrobial peptide from the venom of the spider Lycosa erythrognatha".
Amino Acids, p.1-10.

4- Resende, J. M., C. M. Moraes, V. H. O. Munhoz, C. Aisenbrey, R. M. Verly, P.
Bertani, A. Cesar, D. Pil6-Veloso e B. Bechinger (2009)."Membrane structure and
conformational changes of the antibiotic heterodimeric peptide distinctin by solid-state
NMR spectroscopy". Proceedings of the National Academy of Sciences, v.106, n.39,
p.16639.

5- Magalh&es, B. S., J. A. T. Melo, J. Leite, L. P. Silva, M. V. Prates, F. Vinecky, E. A.
Barbosa, R. M. Verly, A. Mehta e J. R. Nicoli (2008)."Post-secretory events alter the
peptide content of the skin secretion of Hypsiboas raniceps”. Biochemical and
Biophysical Research Communications, v.377, n.4, p.1057-1061.

6- Resende, D. M., B. C. Caetano, M. S. Dutra, M. L. O. Penido, C. F. Abrantes, R. M.
Verly, J. M. Resende, D. Pil6-Veloso, S. A. Rezende e O. Bruna-Romero
(2008)."Epitope mapping and protective immunity elicited by adenovirus expressing the
Leishmania amastigote specific A2 antigen: Correlation with IFN- and cytolytic activity
by CD8+ T cells". Vaccine, v.26, n.35, p.4585-4593.

182



	pre-textual
	pre-textual-2
	ficha_catalogr4
	folha-de-rosto-tese
	pre-textual-29-04

	textual
	pos-textual

