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RESUMO

Neste trabalho, os mondmeros Cadeia 1 e Cadeia @islinctina, peptideo antimicrobiano
heterodimérico isolado das glandulas epiteliais ateros da espéci®hyllomedusa distincta, foram
sintetizados manualmente pela técnica de sinteggepiédeos em fase sélida, utilizando-se a esteatég
guimica Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonila).

Para se obterem informacBGes acerca das conformag@éerenciais desses peptideos em meios
analogos a membranas bacterianas, foram realizhdemsos estudos, empregando técnicas experimentais
como Dicroismo Circular (CD) e Ressonéncia Magmétituclear (RMN), e também teéricas, como
previsdes de estrutura secundéria, utilizando Isadeodados de proteinas, otimiza¢cdes de geomeiria p
mecéanica molecular e método semi-empirico, alémmdwmdologias de conversdo de dados de RMN em
modelos estruturais tridimensionais.

As andlises de CD indicaram, para ambas as cademalto conteldo de formashelicoidais em
solugBes aquosas contendo diversas concentracdéfde

Os estudos por RMN 2D, empregando as técnicas YORSESY, *H **C HSQC e'H N HSQC
em solucdo de 50% TFE em meio aquoso, constituirametapa de atribuicdo de sinais de deslocamentos
guimicos desses mapas de contornos, com baseforasdgdes obtidas por CD, e uma etapa subseqiente d
calculo estrutural a partir dos dados obtidos m@astnterior. A partir desses estudos, foi possibtr
estruturas para ambos os monémeros com um congitlefael de detalhamento.



ABSTRACT

This work concerns the solid phase synthesis @frCh and Chain 2 of distinctin, an heterodimeric
antimicrobial peptide, isolated from the glands Bhyllomedusa distincta anurans. The synthesis hereby
used took place, by the means of Fmoc (9-fluoreagfhoxicarbonyl) strategy.

In order to obtain information regarding prefeli@hconformations of these peptides in mediums
that mimetize bacterial membranes, some experithesthniques, such as Circular Dichroism (CD) and
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) were used, as aseflome theoretical methodologies like secondary
structure prediction through protein data basedecntar mechanics and semi-empirical minimizatjons
besides a wide array of computational techniquesctmversion of NMR data into three-dimensional
structural models.

The CD analysis indicated, for both chains, a hightent ofa-helical forms in aqueous solutions
containing various TFE concentrations.

The 2D NMR studies, by the usage of techniqueb siscTOCSY, NOESY'H *C HSQC andH
*N HSQC in a 50% TFE aqueous solution, constituted part in which all the chemical shift signalseve
assigned in these contour maps, based on thegggltied by CD analysis, and also in a part inchwtihe
data obtained from the previous step were usediltulate bundles of possible structure models fh b
chains. This study yielded highly detailed struesufor both monomers.
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APRESENTACAO E OBJETIVOS

Com o objetivo da obtenc¢éo de informacgfes sobqgrasessos de permeabilizacdo de membranas
por peptideos biologicamente ativos e formadorepates, nosso grupo de pesquisa vem realizando a
sintese e a analise conformacional de peptidedsnpentes as familias das dermaseptinas e filosspti
isolados de anuros brasileiros.

O mecanismo de acdo destes peptideos pode estatado a interacdes com membranas, sendo
ainda pouco conhecido. Diferentes metodologias &l empregadas para a andlise conformacional de
peptideos, a qual tem sido uma estratégia muitorirapte na busca de informacdes sobre suas atégdad
bioldgicas, uma vez que muitas destas estdo rekdas a processos de permeabilizacdo de membranas.

Para todas essas andlises, quase sempre, saoariasegsiantidades relativamente grandes de
peptideos, o que pode restringir o trabalho, psisseocorrem na natureza em micro-quantidades.

Este trabalho teve como objetivo:

1- sintetizar pelo método da fase solida os monésnea distinctina, um peptideo heterodimérico e
antimicrobiano, isolado dehyllomedusa distincta, originario da Mata Atlantica Brasileira;

2- estudar e determinar a estrutura tridimensidoalmonémeros Cadeia 1 e Cadeia 2 da distinctina
por dicroismo circular (CD) e Ressonancia Magnéhemlear (RMN), esta em solugdo em meio que
mimetiza membranas;

3- realizar a analise conformacional das Cadeias2lda distinctina, em estado gasoso por trés
métodos: a partir de informacdes de homologos emdsade dados, por metodologias estatisticas também
em bancos de dados e metodologias tedricas emddwvelecanica molecular (MMFF94) e semi-empirico
(PM3). O procedimento foi baseado inicialmente ndliae estrutural das cadeias tratadas isoladamente
(Cadeia 1 e Cadeia 2) para, depois, realizar ésardd distinctina.

A Dissertacdo consta de trés Capitulos:

No Capitulo 1, a guisa de Introducéo, € apresentadarevisdo geral sobre aspectos estruturais de
peptideos; peptideos antimicrobianos; utilizacd®NMIN para calculo estruturais de biomoléculas;esit
em fase solida, pela estratégia Fmoc; determindg&@sruturas secundarias por CD.

O Capitulo 2 trata da parte experimental e no Glp& s&o apresentados os resultados e discussao.
Seguem-se as Conclusdes e Perspectivas, e, firtaelnasrReferéncias Bibliograficas.

Xi



CAPITULO 1

INTRODUCAO



1.1. ASPECTOS ESTRUTURAIS DOS PEPTIDEOS

1.1.1. AMINOACIDOS

Aminoacidos sdo biomoléculas abundantes nos angasi vivos, que tém como caracteristica
principal as presencas de um grupo amino e um gragmxila ligados a um mesmo carbono. A férmula

geral de um aminoacido pode ser representada cankigara 1.1, em queR é um grupo denominado
cadeia lateral, ligado ao carbom@ carbonila.

_ Cadeia Lateral

Grupo Amino " Grupo Carboxila

Figura 1.1. Férmula representando a estrutura geral de um @ciohm com o0s grupos amino, carboxila e
cadeia lateral explicitados.

Existem vinte aminoacidos que podem ser encontrado®rganismos vivos, cujas estruturas sdo
mostradas n#&igura 1.2 Os aminoacidos diferem entre si somente pelasia=adaterais, que podem ser
polares, incluindo-se tanto grupos neutros quaasitipamente ou negativamente carregados, ou &lar

podendo ser aromaticos ou ndo. Cada aminoacid® gerdrepresentado por um conjunto de trés letras o
apenas por uma letra.

s Cadeias Laterais Arométicas
€00 €00 00 Goo coo €00 €00
. . H . . . -
HiN—C—H  HN—C—H e Hi—C—H HN—C—H HN-CH HNCH
l_\l (L H,N CH, (L | |

Glicina Alanina Prolina Va
(Gly, G) (Ala, A) Pro, Mo

Figura 1.2. Os vinte aminoacidos mais comuns. As férmulas estis mostram o estado de ionizagéo

predominante em pH 7,0. As areas sombreadas eneNerindicam as cadeias laterais de cada aminaacido
(Nelson e Cox, 2002, p. 92)



1.1.2. PEPTIDEOS

Embora alguns aminoacidos possuam atividade baalqoor si s6, a principal fungéo deles é ser
mon6mero de moléculas maiores, como peptideosteipas. Essa polimerizagdo se d& por meio de reacde
de desidratacéo envolvendo o grupo amino de umcgmigio com o grupo carboxila de outro, formando-se
uma ligacdo amidica, geralmente denominada ligpeptidica. Quando os aminoacidos encontram-se como
parte da estrutura de proteinas, eles passamdeseminados ‘residuos de aminoacidos’, como meio de
refletir a perda de moléculas de agua quando umaamido € unido a outro.

Peptideos sédo biomacromoléculas que contém dexdaisca de cinqlenta residuos de aminoacidos
ligados covalentemente entre si por meio de ligap@ptidicas. A molécula formada, entretanto, passu
sentido determinado, pois a formacéo da ligacatigiep gera uma molécula com um grupo amino livre e
uma extremidade e um grupo carboxilico na outreesxtiade. Por convencao, considera-se que o idécio
cadeia é a extremidade amino terminal (ou extremaidhxterminal) e o fim da cadeia é a extremidade

carboxi-terminal (ou extremidadeterminal). AFigura 1.3 mostra uma representacédo da formacdo de um

-
peptideo.
Aminoacide Aminodcido
H o H (o]
) [ [
Dois Amine- H—nN—C—C——OH H—N—C—C—OH
dcidos ‘ | ‘ |
H R H R,
agua
(o]
[l Lol
Formagdo da H—HN—FC—C—HN—C—C—0H
ligagao peptidica | |
H R, H B, T
T Formagio de

N-terminal muitas ligacdes C-terminal

peptidicas
ra T

Polipeptideo  HoN-—AA-~Aky ~AA; -AA —AA o-—AA -~ AA —— COOH

Figura 1.3. Representagdo esquematica da formagdo de um mdlpe. Modificado de
http://www.science.siu.edu/microbiology/micr302/.

1.1.2.1.Aspectos estruturais dos peptideos

Os peptideos sdo classificados de acordo com oqueteis estruturais: estruturas primarias,
secundarias, terciarias e quaterndrias. Denomireseatura primaria apenas a sequéncia de resfthios
aminoacidos do peptideo, em geral representadeugo §-terminal para &-terminal.

A estrutura secundaria indica conformacéo localgema porcéo de um polipeptideo. Geralmente,

estudam-se as estruturas secundarias tendo comddrams, ou padrbes, mais recorrentes, sendo gjue o



mais importantes s&o @hélice e a folhg- A adogéo dessas diferentes formas ocorre dewdoiacido dos
angulos diedrog e y (Figura 1.4) que, por sua vez, é bastante influenciada taeto mpeio em que se

encontra a proteina quanto pela sua estrutura paima

H R
N/
C alfa |

RN N
LN S

Figura 1.4.Representacdo dos angulos de tor¢édo dos residamsideacido.

A forma o-hélice figura 1.5 é formada de ligacGes de hidrogénio, através rderacéo
intramolecular entre o oxigénio da carbonila e drdgénio do grupo amino das ligagbes peptidicas. A
ligacdo de hidrogénio proporciona uma hélice emaate um eixo imaginario, tendo entre cada volta da

hélice, uma distancia de cerca de 5,4 A, ou, apradamente, 3,6 residuos de amino&cidos.

@Carbono
O Hidrogénio
@oxigenio
@ Nitrogénio
@Grupo R

Amino-terminal

Carbexi-terminal

(a) (h) (e )

Figura 1.5. Quatro modelos de-hélice, mostrando diferentes aspectos de suawstrifa) formacdo de-
hélice em torno de um eixo. (b) modelo bola e earmetplicitando as liga¢des de hidrogénio intraizesd€c)
a-hélice vista de uma de suas terminacdes, olhamdmg baixo através do eixo longitudinal. (d) wisa
lateral dan-hélice pelo modelspace filling (Nelson e Cox, 2002, p. 127)

A existéncia de forma helicoidal em proteinas ddpetdas cadeias laterais, desempenhando um
papel importante na estabilizagdo ou desestakilizagao-hélice. Residuos de aminoécidos com cadeias
laterais com a mesma carga (positiva ou negativa)egtejam muito préximos entre si podem desez@bil

a forma devido a interacdes repulsivas. Residugsalma e glicina apresentam normalmente impedimen



para a ocorréncia de formas helicoidais. No casprdéna, o atomo de nitrogénio faz parte de um ane
rigido, impedindo a rotacdo em torno da ligacdo N+—@, conseqiientemente, a ocorréncia de forma
helicoidal. Além disso, a auséncia de hidrogémjadbd ao nitrogénio do residuo de prolina ndo ppoa
estabilizacdo de formas helicoidais por ligacteshirogénio. No caso da glicina, a flexibilidade
conformacional desfavorece a forma helicoidal, projpnando freqlientemente a ocorréncia de formas
globulares em seqtiéncias polipeptidicas que amoate. As formas globulares tornam-se mais acerguada
com o aumento do numero de residuos de glicinaqqi#éscia polipeptidica.

A ocorréncia de forma helicoidal pode ser influadai também pelos dipolos elétricos oriundos das
extremidade<C-terminal, carregado negativamentd\-¢erminal, carregado positivamente. Assim, dipolos
elétricos presentes nas ligacdes peptidicas eauksas laterais podem sofrer interacdes eletroagatiom
as extremidades da cadeia polipeptidicas, desastnato formas helicoidais.

Na estrutura secundaria do tipo fojflaas cadeias polipeptidicas apresentam uma diggosic
ziguezague. Essas cadeias podem ser dispostas lado, formando estruturas que se assemelharhasfol
Nesse caso, as ligacbes hidrogénio sdo formadees residuos adjacentes das cadeias polipeptidicas.
muitos casos, as ligacdes hidrogénio podem ocerge residuos na cadeia distantes entre si, podend
ocorrer também entre cadeias diferentes. O empaneliito de residuos resultante desse tipo de ifeEyac
pode resultar em dois padrbes diferentes de digimslas cadeias laterais: a forma antiparaleldoensa
paralela, ambas mostradas Rigura 1.6. Na forma antiparalela, as cadeias laterais ermmoate em
direcdes alternadas, enquanto que, na paralelas essleias laterais encontram-se dispostas de forma

alinhada.

(a) Antiparalela (b) Paralela

al b,
A

Perspectiva

superior ﬁf

58S

=

Perspectiva
lateral

Figura 1.6. Conformacdeg de cadeias polipeptidicas, mostrando em (a) soomaf;ags-antiparalela, em
gue 0s atomos de carbono, oxigénio e nitrogéniesdpieleto peptidico ndo se encontram alinhadoso(com
pode ser visto pela perspectiva lateral) e em @ondormacag paralela. (Nelson e Cox, 2002, p. 129)

Um outro padrdo de estrutura secundaria € denomidaddobrg? (Figura 1.7, p. 6), sendo um
elemento de conexdo entre fragmentos de residuesesypando conformacgdg@santiparalelas. A estrutura

apresenta um dobramento de 180°, envolvendo gersnggiatro residuos de aminoécido. O oxigénio da

(b}



carbonila entre o primeiro e segundo residuos farma ligacéo de hidrogénio com o hidrogénio do grup
amino entre o terceiro e quarto residuos. Os degraigos presentes na segiiéncia ndo participam da
formacédo dessa estrutura secund&igura 1.7a). Um outro tipo de dobra pode também ser formaala p

adocao da conformac&ts de residuos de prolina, conforme mostradBigara 1.7h.

() (b)
R
8 @Q jci-[_ R A ? H
3" %" % @= i
C() o |_ 0//
2.5 9
. 9T %

Figura 1.7. (a) estrutura geral de uma dobfaindicando os quatro residuos de aminoacidos
(representados envoltos nos circulos azuis) quenatituem. (b) formas em que os residuos de
prolina podem se encontraig e tran$. (Nelson e Cox, 2002, p. 130)

Os residuos de glicina e prolina aparecem freqirentie nas formas folha-No caso da glicina,
esse residuo é pequeno e flexivel, enquanto ouegitblina adota conformacams. Ambos os casos
favorecem o dobramento de cadeias polipepticas.

Denomina-se estrutura terciaria o arranjo tridisi@mal de todos os atomos em uma proteina. A
estrutura terciaria indica o arranjo espacial dmdduos de aminoacidos adjacentes da estruturarnajm
semelhante a estrutura secundaria. Porém, indiohéta interacBes entre atomos de residuos que se
encontram distantes entre si na estrutura primBeasa forma, estruturas terciarias séo difereasipor
interagbes caracteristicas envolvendo residuosideoacidos localizados em regifes distantes em uma
cadeia polipeptidica.

Polipeptideos contendo mais de uma cadeia polgieptiigadas entre si adotam arranjos com
subunidades em complexos tridimensionais. Essé¢ miis elevado de organizacdo é denominado esrutur

guaternaria.

1.2. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS DE PELE DE ANUROS

Os anfibios apresentam uma enorme diversidadeepidpos. Na pele de anuros encontram-se
muitos peptideos biologicamente ativos, sendo qgstigeos antimicrobianos considerados os mais

avancados participantes do sistema imunoldgiccedessimais (Boman, H. G., 1995; Zasloff, M., 2002).



Em meados dos anos 2000, foi descrito o isolan@mttiversos peptideos antimicrobianos isolados
da pele de anuros da espéelegyllomedusa distinctéBatista, C. V.etal., 1999), dentre eles a distinctina

(Batista, C. V.et al, 2001), peptideo heterodimérico, cuja estrutumamdmia encontra-se representada na

Figura 1.8.

ENREVPPGFTALIKTLRK(liKII
NLVSGLIEARKYLEQLHRKLKNCKV

Figura 1.8. Sequéncia peptidica da distinctina, com a reptas@a da ligacdo dissulfeto entre os residuos
de cisteina.

Considerando os resultados de testes de atividiattzgica, verificou-se que a distinctina possui
grande atividade antimicrobiana contra diversogstigle bactériaGrampositvas ouGramnegativas
(Batista, C. Vet al, 2001). Além disso, varios outros estudos foraiboge como dicroismo circular (CD) e
espectroscopia na regido do infravermelho (1V), igdecaram grande presenca de estruturas secusdifria
tipo folhag, além da ocorréncia em menor escala da estrudaandariao-hélice (Batista, C. Vet al,
2001). O estudo por ressonancia magnética nuclBMN] em meio aquoso forneceu estruturas
tridimensionais do peptideo, indicando um forteatar dea-hélice nas cadeias, porém com uma forte
interacdo entre as moléculas da distinctina, dualias, sugerindo a presenca do peptideo na forma

tetramérica (Raimondo, [t al, 2005), conforme mostrado Ragura 1.9.

. A
(a) é 2? \é:’ :)
2 .¢ £ .S
. P

- 1) - R

Figura 1.9. Estruturas obtidas por RMN em agua do heterodirdestinctina. Em (a) é representado o
conjunto de estruturas sobrepostas, visualizandseseente a cadeia principal das estruturas, com a
formacéo do tetramero envolvendo duas moléculalistiactina. As Cadeias 1 estdo representadas eim az
escuro e verde escuro e as Cadeias 2, em ciandexclaro. Em (b) é mostrada a estrutura tetraméniais
representativa, com as Cadeias 1 em roxo e asa3a#leim vermelho (Raimondo, &.al, 2005).

1.2.1. RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE DE PEPTIDEOS ANT IMICROBIANOS.

O motivo de se estudarem as preferéncias confoomaisi dessas moléculas reside no fato de a

estrutura dos peptideos antimicrobianos estang@tamente relacionada ao seu mecanismo de agéms Va



estudos dessa nova classe de substancia biologitarava mostraram que muitos desses peptideos
exercem sua atividade por meio de permeabilizagdmeimbranas bacterianas (Vogt, TeBal, 1999;
Bechinger, B., 1999). Grande parte desses peptigéomm preferencialmente formashelicoidais em
meios que mimetizam membranas (Wright, P. E., 198%hrich, K., 1989; Clore, G. M. e Gronenborn, A.
M., 1991). Acredita-se que a permeabilizacdo da Inena é facilitada pela adocdo dessa estrutura
secundaria (Westerhoff, H. ¥t al, 1989).

O modelo de mecanismo que explica a atividade darrparte dos peptideos antimicrobianos € o
modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) (Matsuzaki, K999Yang, L.et al, 2000; Shai, Y., 1999) que
propde a interacdo do peptideo com a membranajdsedga deslocalizacdo de lipideos, alteracdo da
estrutura da membrana e, em alguns casos, a euivapeptideo no interior da célula. Entretanto, sélo
sabe de forma detalhada o mecanismo, especialroemie se da a interacdo entre peptideo e membrana.
Para explicar essa etapa, surgiram varias hipotiesdisindo despolarizacdo da membrana (Westerhbff,

V. et al, 1989), formacdo de poros (Yang, ¢t al, 2000), ativacdo de processos como a indugdo de
hidrolases que degradam a parede celular (Bierbaua Shal, H.-G., 1985), desordenamento da astrut
da bicamada lipidica (Matsuzaki, K, 1999) e des#mida célula por interiorizacdo do peptideo (Kka@o

et al, 2001).

Tendo em vista a necessidade de se elucidaremyme tompleta, os mecanismos de acdo desses
peptideos, é extremamente necessaria a determidacias estruturas tridimensionais em condi¢bes qu

mimetizem meios fisioldgicos.

1.3. UTILIZACAO DE DADOS DE RMN PARA O CALCULO ESTR UTURAL
DE PEPTIDEOS E PROTEINAS.

Diferentemente da difracdo de raios-X, que se aglienente a monocristais, a ressonancia magnética
nuclear (RMN) é uma técnica que tem sido usadaodmaf crescente para a elucidacdo estrutural de
biomacromoléculas como peptideos, proteinas e sacidoléicos em diversos meios (Cavanaglet &l.,
2006). Apenas oito anos ap6s a primeira descrigaefeito de RMN por Isidor Rabi em 1938, estudos de
elucidacéo estrutural de moléculas organicas faeatizados com amostras sélidas e liquidas. Em,1954
Jacobson e colaboradores utilizaram pela primeéda & RMN para estudar uma biomacromolécula,
investigando o efeito do solvente nas propriedadi@sDNA (Jacobsoret al, 1954). Nesse estudo
empregando RMN déH, verificou-se que a alta viscosidade presenteselucdes de DNA se deve a
formacdo de camadas de hidratacdo com uma ordesap&dor a da agua pura. Em 1957 foi obtido o
primeiro espectro de RMN del de uma proteina, a ribonuclease (SaunderseM.al, 1957). Até 1965



foram publicados 30 trabalhos descrevendo aplicagéeRMN a biomacromoléculas. No inicio da década
de 1970 havia 200 publicacdes e, em 1980, esseralseeaproximava a 4.000 publica¢8es, utilizando
informacdes dos espectros de RMN em uma dimendéidl (FD) para investigar propriedades especificas
dessas estruturas (Guntert, P., 1998).

Os primeiros trabalhos que utilizaram a RMN parabtencdo de estruturas tridimensionais de
biomacromoléculas datam do inicio da década de. ®&@terminacdo estrutural do glucagon (Braun, W.
et al, 1981) e o estudo conformacional de uma insetotodie escorpido em solugdo aquosa (Arseniev, A.
S. et al, 1984) foram realizados aplicando-se RMN e a nutgia de restricbes conformacionais. Um
trabalho de maior complexidade foi realizado pad&wmweg e colaboradores, que analisaram a inflaédtai
lac repressorna estrutura de trés cadeias na forsmhaelicoidal (Zuiderweg, E. R. Pet al, 1984).
Posteriormente, foram realizadas a elucidacéotesiiwda al-purotionina, com resultados similarebéda
por difracéo de raios-X (Clore, G. Mt al. 1986) e a determinacao do inibidor protease IllAl{&hson, M.

P.et al, 1985).

A partir de meados da década de 1980, verificoa-seo crescente de RMN em duas dimensdes
(RMN 2D) na analise tridimensional de biomacromolas. Apesar da conversdo de dados obtidos dos
mapas de contornos de RMN em informacdes estratnéa ser um procedimento trivial, 0 uso de métodos
computacionais, incluindo refinamentos baseados semulagbes teodricas, tem sido uma ferramenta
importante nesses estudos. Esses métodos compatiactoreram maior aceitagdo apés a determinacao
estrutural do tendamistato por RMN (Kline, A. &.al, 1986), com resultados similares aos obtidos por
raios-X (Pflugrath, Jet al, 1986). Nessa mesma época, Wiithrich introduzitetoaoelogia de atribuicéo
seqglencial, baseada na identificacdo de sequémizes de residuos em cadeias polipeptidicas eidesa
nucléicos (Wiithrich, K., 1986). Através dessa mefmgia pode-se sistematizar a obtencao de inforesacd
estruturais dos mapas de contornos de RMN 2D. Dasid®, a espectroscopia de RMN e sua aplicacdo nos
estudos de biomacromoléculas desenvolveram-sedavaselmente, obtendo-se espectros em aparelhos de
altas resolucdes e mapas de contornos multidimesisisem sobreposigéo de sinais.

Atualmente, uma crescente diversificacdo de tésrdeaRMN combinadas a métodos computacionais
tem sido verificada para determinacao estruturabidmacromoléculas, justificando uma revisdo das se
usos em analises configuracional e conformacigksdim sendo, nesta revisdo séo descritas as miacip
metodologias da RMN na determinacgédo estruturalefiigheos, abordando as restricdes conformacionais a
partir de dados de RMN, as informacdes estrute@isidas em mapas de contornos de RMN 2D, a analise
sistematica de conformacdes locais, as consis€mina dados para atribuicbes estereoespecificas néo
determinadas diretamente pelos dados de RMN, eecefy dos parametros obtidos experimentalmente em
informacdes tridimensionais, calculos tedricos tmiaacdo de geometria das estruturas resultantes e
metodologias de andlise para validar ou ndo o rodiell.



1.3.1. ANALISE DOS DADOS DE RMN NA DETERMINAGCAO ESTRUTURAL

A RMN é empregada comumente para a andlise confioma de estruturas de massas moleculares
pequenas. Os dados dos espectros de RMM de de'®C em uma ou mais dimensées (técnittdsH
COSY, H-'H NOESY, 'H-**C HSQC e'H-*C HMBC) fornecem informacdes muito precisas sobre a
estrutura das moléculas. Nesse caso, modelos ugaisutsdo criados, satisfazendo ao maximo as
informacdes fornecidas pela RMN.

No caso de biomacromoléculas, sdo empregadas tambédenicasH-'H TOCSY e'N-'H HSQC.

Os sinais de RMN sao atribuidos para identificaressduos de aminoacidos ou nucleotideos. Os sinais
devidos ao efeito nuclear Overhauser (nOe), objidis técnica NOESY, indicam as interacdes esigacia
entre esses residuos, além das restrices conformaicda estrutura (Withrich, K., 1986). No emdant
deve-se considerar que essa técnica registra moentd uma média entre as possiveis conformacdes em
equilibrio, pois o tempo de interconversdo confaioteal apresenta-se normalmente menor do que mtemp
de resolugdo do espectrometro de RMN, e as digties de probabilidade de conformag6es moleculares
sdo virtualmente impossiveis de serem obtidas (ftsmsdn, W. A., 1981; Case, D. A., 1981; van
Gunsteren, W. Fet al, 1999; Barsukov, I. L. e Lian, L.-Y., 1993). Alédisso, os parametros obtidos por
RMN sédo também afetados por esse aspecto dinamicosistema analisado, o que diminui
consideravelmente a precisdo dos valores dessam@@mos tais como distancias interatbmicas e asgulo
diedros (Nilges, M., 2001). Neste caso, utilizamistervalos provaveis de valores dos parametros,
constituindo-se em restricbes conformacionais éfépmtos pelos valores limites inferiol) @ o superior

(u). No entanto, essas restricdes ndo sao suficiparasdefinir estruturas de biomacromoléculas (&tint

P., 1998).

Assim sendo, informacdes sobre estruturas primar@asprimentos das ligacdes, angulos de ligacao,
quiralidade, planaridade de grupos e repulsdesaséntre atomos ndo ligados tornam-se necesgaia
a determinagdo estrutural de biomacromoléculasesEssitros pardmetros devem ser considerados na
analise, com estruturas covalentes mantidas penpais em campos de forca apresentando angulos de
torcao e repulsdes estéricas entre grupos ndmbgadparados por trés ou quatro ligacoes).

1.3.1.1. O Efeito Nuclear Overhauser e as Restrg;de Distancias Interatdmicas
O efeito nuclear Overhauser (nOe) fornece inforreadgiportantes sobre qual sinal de ressonancia
corresponde a um nucleo que esta proximo espacitdnt um outro numa molécula. Os dois nucleos

magneticamente ativos comportam-se como dois pdlagnéticos. Mesmo que na molécula os dois
nucleos estejam distantes entre si por variasdgmcovalentes, a aproximacdo espacial entre etks ger
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registrada, por exemplo, pela técnica NOESY. Estamite inferir sobre disposi¢cdes espaciais desséim
uma molécula e, consequientemente, propicia sussarcnformacional (Rule, G. S. e Hitchens,, T. K.,
2006; Kumar, A.et al, 1980; Macura, S. e Ernst, R. R., 1980). O simah@®e registrado apresenta um
volume ¥) proporcional a distancia)(entre os dois nicleos que interagem entre sspage via momento

magnético, conforme a Equacdo 1. A funcdo que eavtempos de correlagad,(7.), inclui efeitos

globais e movimentos internos da molécula e a ndmligdistancia entre dipolos magnéticos) indica que as
distancias interatbmicas variam devido ao aspet@ntdco do sistema e, portanto, deve-se utilizaaum
média desses valores. A obtencdo do valor médiord® €, todavia, trivial. Os nOe’s medidos sdo uma
média temporal de um grande conjunto de estrugim@s limites superiores e inferiores das restrigaes
distancias instantaneas. Foram propostas diverstmdologias para se obter essa média, entre elas um
média temporal de restricbes de distancia (van ©rerg W. F.et al, 1994), média do conjunto de
estruturas (Kemmink, J. e Scheek, R. M.; 1995) fenamentos de dindmica molecular com espaco
conformacional restrito (Brischweiller, R. 1992 iatensidades dos sinais sdo quantificadas par dwi
calculo dos volumes dos picos, obtidos por inteiyyapbre a &rea do sinal. Esse procedimento &ipefa
correlagdo da intensidade a altura do pico, umaguezas linhas de base podem variar bastante pdsa c

ressonancia.

V=(r® /(z) 1)

A conversdo dos sinais de nOe's em distancias nddvial, pois a Equacdo 1 ndo leva em
consideracao a difusdo dpin e as trocas quimicas. Esses efeitos podem seo pogrficativos quando,
durante o experimento para deteccdo do espectuiliza um tempo de misturé,j adequado. No entanto,
outros efeitos podem ser determinantes, principatenaqueles relativos ao aspecto dindmico do sistem
Neste caso, podem-se utilizar diversas formasstdag@es conformacionais. Um artificio seria clfisar os
nOe’s de acordo com suas intensidades. SinaissmggmOe forte) e de médias intensidades (nOe nédio
sdo atribuidos para tempos de mistura de aproximata 50 ms. No caso de nOe fraco, o sinal é Visive
somente em tempos de mistura mais longos. Parésaslasses atribui-se o0 mesmo valor de limite mmni
(I = 1,8 A), porém atribuindo valores diferentes pesdimites maximos: nOe’s fortes, médios e fraéos-
seu=2,8,3,4e5,0A, respectivamente (Clore, GeMal, 1986; Williamson, M. Pet al, 1985; Evans, J.

N. S, 1995).

Um outro artificio mais quantitativo de restricdesnformacionais utiliza curvas de calibracéo
baseadas na Equacgéo 1, descrevendo relagBes snparémetros/ e u através de uma constante de
proporcionalidadé& ouk’, conforme Equacdes 2 a 4 (p. 12). A Equacao 2pé muito utilizada na anélise

de nOe’s dos nicleos da cadeia principal da ma@é&dr sua vez, curvas de calibracdo mais consersat
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séo obtidas a partir das Equagdes 3 e 4, sendoatheigiadas para nOe’s relativos a nucleos pedféde
cadeias laterais (Gulntert, P., 1998; GluntergtRl, 1991).

k
V=i (2)
v=L n=45 3)
u
_L@:L'(i_ij 4)(
u=l+r® u-10U° u®

Em todos os casos torna-se necessario determiabodek, utilizando-se um padrédo de distancia
interno da estrutura. Por exemplo, a distanciseesgrhidrogénios H H’ de um residuo de tirosina (2,48 A)
pode ser um padr&o de distancia interno. Neste uassinal de nOe relativo & interacéo entie H’ teria
uma intensidade correspondente a uma distancihaguealor deu (Evans, J. N. S., 1995). A partir dessa
informacao, e da Equacéo 2, obtém-se o valdr&leem conseqiéncia, dos demais valoras @evalor de
limite minimo pode ser considerado coém 0,95 A para hidrogénios amidico$ ® 1,0 A para os demais
tipos de hidrogénios, 1,35 A para carbonos arowsitid,4 A para os demais carbonos, 1,3 A para
nitrogénio, 1,2 A para oxigénio e 1,6 A para atome®nxofre e fosforo (Braun, W. &G\., 1985).

Sinais de nOe de nucleos relativamente préximosmabfrer diminuicdo de intensidade ou mesmo
nao ser registrados devido a movimentos internosestiaitura, bem como a trocas quimicas. Por isso, a
auséncia de sinais de nOe néo sugere necessaeam@snicoes espaciais para andlise conformaciGaab
assim fosse, a auséncia de sinais de nOe levdiigites minimos de restricad) (pouco confiaveis e a

conférmeros mal-interpretados (Nilges, M., 2001).
1.3.1.2. Constantes de Acoplamento Escalar e agrRéges de Angulos Diedros

Em 1963, Karplus propds uma relagcédo entre anguémirats ¢, Figura 1.10 p. 13) e constantes de
acoplamento escaldt de dois nicleos (Equacéo 5) (Karplus, M., 1963)césstanted, B e C podem ser
determinadas pelo ajuste da Equac&o 5 para valefdsbtidos experimentalmente. Assim, proteinas com
estruturas conhecidas e valores’#lelescritos na literatura (Berman, H. bt.al, 2003) podem servir de
ponto de partida para obter valores @le informac6es importantes sobre restricbes espatimanalise

estrutural de analogas.

*3(8) = Acos? 8+ Bcosd +C (5)
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Semelhantemente as medidas de distancias inteca®mstimadas por nOe’s, a determinacaé de
partir dos valores d& pode ser afetada por diversas variaveis e deversiderar que as curvas de Karplus
(Figura 1.10) sdo aproximagbes de dados experimentais. Destaafas restricbes de angulos diedros
fornecidas pelos valores d&devem ser combinadas com as restricdes de distngeridas pelos valores

de nOe para resultar em informacdes importantag smmformacdes locais (Sutcliffe, M. J., 1993).

Karplus Relation

]

Figura 1.10.Curva representando as Relac¢fes de Karplus’para relacdo ao angulo de torgadEvans,
1995, p. 30).

Acoplamentosspinspin podem ser observados também papins conectados por ligacGes de
hidrogénio ou por interaces covalentes, comoegemplo, as constantes dos acoplamefifg€'—HN) e
J(C'-N) (Case, D. A., 2000; Barnwal, R. &t al, 2007). Partindo desses tipos de acoplamento, mais
especificamenté"J(C’..—Ha), *"J(C'..—CB) e *J(HN—Ha), podem ser estimados os angulos diegresy.

Por sua vez, os valores tHa—Hp), *"J(N-HpB) e *"J(C'-Hp) podem estimar o valor do angulo diegto
(Figura 1.11), bem como as restricdes espaciais relativasdsasalaterais. Apesar de fornecer informacdes
sobre conformacdes locais, os valoredJqmodem ser importantes para definir de forma estspecifica os
hidrogénios diastereotdpicos, além de estimar asgie torcao de diferentes conférmeros.

Figura 1.11.Relacdo dos angulos diedros do peptideo, most@nédagulog, relativos as cadeias laterais.



Como as constantes de acoplamento escalar manifgstaa estrutura fina dos mapas de contornos
de RMN 2D, os valores dd podem ser estimados a partir dos desdobramenistraglos em espectros de
anti-fase, como o DQF COSY, TQF COSY e E.COSY (MbjeA.et al, 1999; Griesinger, Gt al, 1985).

Os valores deJ podem ser estimados também a partir das interesddds sinais modulados denos
espectros de uma série de estruturas (Neef B, 1990) ou a partir de experimentbmultiplicados como
0 MJ-HSQC (Heikkinen, Set al, 1999; Xia, Y.et al, 2000).

1.3.1.3. Correlacdes obtidas pela técnidd 'H HSQC e as Restricdes de Ligacdo de Hidrogénio

As restricbes conformacionais devidas a ligacdeshideogénio sofrem normalmente um efeito
determinante sobre a conformacéo global da esétupodendo ser consideradas independentemente das
restricBes obtidas por nOe. Os sitios envolvidodigagédo de hidrogénio podem ser determinados égrav
de fenbmenos de troca quimica em RMN (KonratetRal, 1999). No estudo de biomacromoléculas em
solucdo, os hidrogénios amidicos que ndo apreseligagéio de hidrogénio sofrem trocas quimicas por
hidrogénios do solvente. Em solventes préticos edadbs, os sinais desses hidrogénios apresentam
diminuicdo da intensidade ou, até mesmo, néo $strados nos mapas de contorfids'H SQC.

Nucleos envolvidos em ligacdo de hidrogénio aptesemnenor disponibilidade para troca quimica e,
portanto, menor taxa temporal de diminui¢cdo del narelacdo a nicleos ndo envolvidos em ligacédo de
hidrogénio (Clarke, J. e ltzhaki, L. S., 1998). ikssendo, medidas de intensidade de sinais obfidlzs
técnica™N-'H HSQC podem ser obtidas em intervalos de tempogando os sinais de menores taxas de
diminuic&o, que correspondem a nucleos envolvidoigacao de hidrogénio.

Os hidrogénios amidicos de peptideos apresentamrestaxas de diminuicdo de intensidade de
sinais obtidos pof®N-'H HSQC, indicando serem sitios envolvidos em ligalgilpogénio. As taxas de
trocas quimicas nessas biomacromoléculas sao nicfagas fortemente pelo pH e pela temperatura do
meio, além do tipo de estruturas secundaria eargqiresentes (Cordier, F. e Grzesiek, S., 2002).

Apesar das informacdes obtidas paN-‘H HSQC serem importantes na andlise estrutural, a
combinacdo com a analise de mapas de contornos X@#&zSse necessaria para se obterem informacdes
sobre os demais atomos que participam de ligagdbaddogénio. Assim, um par de restricdes de disadn
interatdmicas deve ser considerado para haver igagadb de hidrogénio efetiva. No caso de nOe’s
caracteristicos de estruturabelicoidais em peptideos, o hidrogénio amidicoesddduoi apresenta ligacédo
de hidrogénio com o oxigénio carbonilico do residdo As distancias interatdmicas entre esses atomos
devem ser entre 1,8 a 2,0 A e a distancia entitrag@nio amidico e o oxigénio carbonilico entré ,3,0
A (Figura 1.12 p. 15).
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Figura 1.12.Limites de valores de distancia para as restrigédisgacéo de hidrogénio.

As restricbes de ligacdo de hidrogénio podem sima&das também por restricdes de distancia
obtidas por NOESY. Normalmente, essas restricoemnose importantes em etapas iniciais da anélise
conformacional de peptideos com grande numero siglues de aminoacidos. Além disso, podem ser
empregadas usualmente no estudo de fragmentosptidgms onde ndo ha informacdes suficientes para
analise conformacional, especialmente em sitiosseptando estruturas secundarias doctipélice ou 3
hélice.

As constantes de acoplamento escalar, como exe¥p@—HN) e *"J(C'—N), fornecem também
informacdes de restricdes por ligacdes de hidrag@ainbora esses acoplamentos estejam relacionados a
valores relativamente baixos de constantes de @oepitos escalares, pode-se inferir sobre a exiatéac
ligacBes de hidrogénio na regido molecular espacié,, os atomos envolvidos neste tipo de interagaté
mesmo, 0s comprimentos de ligacdo (Cornilescet @l, 1999).

1.3.1.4. Acoplamento Dipolar Residual e as Resteg®rientacionais

As restricbes conformacionais a curta distanciaritas nos itens 2.1 a 2.3 séo importantes nasanali
conformacional de peptideos globulosos. No cas@eggideos com disposicdes espaciais relativamente
menos globulosas, informacdes sobre restricbes oonationais a longas distancias envolvendo
principalmente suas extremidades devem ser coasidema analise conformacional (Clore, G.eal,
1999). O acoplamento dipolar entre nucleos podessto para a obtencdo de informacgdes sobre easutu
de moléculas em liquidos, pois permite inferir solmteracdes a longa distancia que dependem tanto d
distancia entre dipolos magnéticos quanto de stiestacfes em relacdo ao campo magnético ex@yno
Essa propriedade pode ser estimada pela constardeaplamento dipolar entre dois nucleos, dada pela

Equacgédo 6 (p. 16). O terrﬁ)i]esé a contribuicdo dipolar do desdobramento da résmim observada para
um par de nlcleose | cujosspinsse encontram acopladog, € a permeabilidade do vacye e y; sao

respectivamente as razdes giromagnéticas pardanssdp ej, I, ., € a distancia interatdmica efetiva entre

ij e
iejeP, (cos@(t)) é a funcdo de Legendre do ang@lentre oij-ésimo vetor interatbmico e o vetor campo

magnético externB,. O termoP, deve ser tratado como uma média por ser uma ehigam dependéncia

temporal. Esse termo é nulo para amostras em sswaiisotropicas, pois quando submetidas a um campo
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Bo ndo adquirem ordenacdo devido a rotacdo das nadéeuao movimento browniano (Lipsitz, R. S. e
Tjandra, N., 2004).

res _ _| Mo yiyjh
D;* = (4}7}—2 e (P,(cosa())) (6)

ij ef
Biomacromoléculas sob a forma cristalina apresenastricdes de movimento e alinhamento total
dos vetores internucleares em um camBporesultando em acoplamentos dipolares muito ggral@onto
de interferirem na analise de RMN. Portanto, enucdigs anisotropicas e na forma cristalina, torna-se
usualmente dificil a medida do acoplamento dipdtatretanto, amostras podem ser ordenadas em meios
liqguidos fracamente orientados como cristais ligsiice bicelas, fornecendo acoplamentos dipolares
pequenos e mensuraveis, que sdo denominados ddaraeafps dipolares residuais (RDC). Esse
acoplamento esta relacionado a colisdo entre mlaBaa amostra e do solvente, resultando em uma
ordenacao minima e RDC mensuravel (Tjandra, N.>e Ba 1997a; Hansen, M. Rt al, 1998; Bendiak,
B, 2002; Freudenberger, J. &.al, 2004; Freudenberger, J. &.al, 2005). Os RDCs podem ser medidos
através dos mapas de contorfidé - 'H HSQC ou™C - 'H HSQC sem desacoplamento na dimensé&o do
carbono ou nitrogénio, respectivamerig(ra 1.13).
Varios desdobramentos de sinais de ressonancianpsele observados em solugfes isotrépicas e as
distancias entre as linhas destes sinais forneoastantes de acoplamento escalar das ligacdes W€t o
H. Por outro lado, em meios que geram orientac@esigis, as distancias entre os desdobramentos
correspondem a soma do acoplamento escalar comptaatento dipolar residual (Tjandra, N. e Bax, A.,
1997b; Ottiger, Met al, 1998). Entretanto, no caso de obtencdo dos sileaigssonancia por mapas de
contornosJ-modulados, conforme mencionados na sec¢do 2.2,usigiip de informacdes de RDC é
dificultada, uma vez que tem-se diminuicdo da tesa espectral, 0 que aumenta a largura das linhas.

(a) © T92 Hz (b) @ T'l 06 Hz (C)
© 0— 0— 0~ po_
N15 ns g Ingz NIS | IQ9HZ
@ @ Ingz 0— Ismz 0—
20 —~ 0
HN HN

HN

Figura 1.13 Mapas de contornos HSQC: (a) desacoplado em aashdsmensdes, com desdobramentos
N-'H ndo observados; (b) sem desacoplamento na dimehsB em solucdo isotropica, com
desdobramento$®N-'H iguais ao acoplamento escaf@N-'H (~92 Hz):; (c) sem desacoplamento na
dimens&d®N, meio parcialmente orientador, desdobramentosTi3lomados aos RDCs.
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Recentemente, foi proposta a utilizacdo de especirevoluidos, em vez del-modulados,
empregando a técnica JE-N-BIREHSQC, que permite maior resolucdo de sinais amtegnte nao-
resolvidos (Furrer, Et al, 2007). Além disso, uma outra técnica de medir RRIQitilizada recentemente
através dos mapas de contornos anti-fase (Predteg&t.et al, 2005).

O RDC pode ser quantificado pela orientacdo deseirternucleares em relagdo a um campo

res

magnetico. Através dos valores @™ podem ser obtidos os respectivos valore® @eutilizados para

refinar o conjunto final de estruturas. Os valoetativos de RDC néo dependem da distancia entes iz
ligagdio como, por exemplo, para um par de ligat®és- *H. Esses valores indicam somente a orientacao
relativa ao campo magnético dos vetores interamsniadependente de esses pares serem adjacerses ou
encontrem em extremidades opostas na estruturst¢Baed, J. Het al, 2000).

Normalmente, os valores de RDC sdo medidos panglaanentos através de uma ligacdo. Como os
valores de RDC dependem das distancias interatérimana-se apropriado definir uma ligacéo espmsifi
pois a distancia ndo sendo variavel ndo deve érteria medida do seu valor. O acoplamento atrdeés
duas ligacbes pode ser estimado também, emborahago variagBes significativas nas distancias
interatbmicas. Para acoplamentos referentes aowésnais ligagbes, os valores de RDC tornam-se
dependentes também dos angulos diedros envolt@asndo o tratamento dos dados mais laborioso.

O RDC pode fornecer também informacgdes estrutatais/és do célculo por recozimento simulado
(simulated annealingcomo funcdes de penalidade (Equacédo 7), diide o peso de cada contribuicdo
dipolar residual €Djc,c € Digs S80 0s desdobramentos calculados e experimerdads g estrutura,
respectivamente. Essa funcdo de penalidade, chamamatiém de pseudo-energia, é adicionada as energias
das distancias moleculares normais. Assim sendaesisicfes de nOe e um minimo de energia sao

procurados pelo protocolo de recozimento simulado.
— 2 7
EDD _WZ (Di,calc - Di,obs) ( )
i

Outras informacdes estruturais podem ser obtidasést de alinhamentos de fragmentos da estrutura,
baseados na sobreposi¢do dos principais tenso@sl@i®m determinados para esses fragmentos indisidua
Neste caso, a estrutura € decomposta em um comjargequenos fragmentos moleculares. Na condicdo de
alinhamento parcial, podem ser introduzidos osrealde tensores de ordem obtidos experimentalreemte
uma geometria de eixos arbitrarios. Por meio deineatde ordem de acoplamentos dipolares, podem ser
obtidas as estruturas desses fragmentos nos a@zdemsores determinados experimentalmente (Paedieg
J. H., 2000; Quine, 2004).
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1.3.1.5. Deslocamentos Quimicos e as Informacoesufisrais

Deslocamentos quimicog)(sdo pardmetros extremamente sensiveis ao ambientgie se encontra
0 nucleo. Assim sendo, as conformacgtes locais, bemo os angulos diedrog e y, contribuem
significativamente para os valores &g, o, dc, € & (Wishart, D. S. e Nip, A. M., 1998; Sibley, A. &
al., 2003). Os valores d&, da cadeia principal séo influenciados significatiente pela estrutura primaria,
principalmente pelas caracteristicas dos residizathes. O valor deXx do carbono carbonilico deésimo
residuo é afetado significativamente pelo resiidio (Spitzfaden, Cet al, 1994; Yao, Jet al, 1997),
conforme a nomenclatura usual para residuos deoanidos em peptideos, apresentaddrigara 1.14.
Com excecéo de residuos de prolina, os valoreg.de & ndo sdo afetados marcantemente pela estrutura
primaria ou substituinte aromatico nas cadeiasdeteAs estruturas secundarias tém um forte eeitoe o
valor do deslocamento quimico do hidrogénio. D valor dedy,, por exemplo, apresenta-se 0,39 ppm
menor em formas-hélice do que em formas desestruturadas. Em fofofiass$, o valor dejy, torna-se
0,37 ppm maior em relacdo a forma desestruturaastqie, A. e Saudek, V., 1990; Wishart, DeBal.
1991; Osapay, K. e Case, D. A., 1994; Szilagyi1R95).

N-Terminal N —— C-Terminal

Figura 1.14.Representacdo das possiveis interacdes entre @idosgntraresiduais e suas correspondentes
notacoes.

Muitas vezes os dados de deslocamentos quimicosaaéisuficientes para a analise conformacional,
pois ndo dependem de variaveis espaciais defioola® as observadas para nOe¥.eNo entanto, esses
dados podem ser utilizados para refinamento estlutporevisdo de estruturas secundarias, inferé&ieia
angulos diedros da cadeia principal e identificad@o estruturas similares para validacdo da analise

conformacional (Sprangers, &.al, 2000; Cornilescu, Get al, 1999).
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Apesar dos bancos de dados de RMN, tais como BMRBef®B, fornecerem deslocamentos
guimicos de biomacromoléculas, muitos desses \wlamesentam-se pouco precisos ou ndo foram
atribuidos corretamente (Wihsart, D. S. e Case,AD.2001). Diversos métodos estatisticos foram
desenvolvidos para avaliar e corrigir esses valiémng, L.et al, 2007; Neal, Set al, 2003; Zhang, Het
al., 2003; Ginzinger, S. Wet al, 2007; Wang, Y. e Wishart, D. S., 2005). Algumastnicdes de
conformacdes locais de residuos podem ser estatsdem regides-hélices ou folhag do diagrama de
Ramachandran. Além disso, a utilizagdo de potenpiade ser incluida aos dados de deslocamentoaguimi
para a analise conformacional.

A determinacdo das estruturas secundarias podecakzada através do indice de deslocamento
quimico (CSI) (Wihsart, D. St al, 1992). Esse indice consiste na comparacdo decdestntos quimicos
de um determinado nicleo em cada residuo da cadéeptidica com deslocamentos quimicos desse
ndcleo em estruturas randémicas presentes em baecosdos. Geralmente, o CSI é utilizado para o
hidrogénio k. No caso da variacéo do valor dlg em relacdo ao valor de referénaay(,) for entre + 0,1
ppm, atribui-se um indice igual a zero. Quandg, > +0,1 ppm atribui-se um indice de +A&,, < -0,1
ppm para um indice de -1. Rigura 1.15mostra um diagrama da posi¢céo dos residuos n#aozatera 0s
valores de CSI obtido para a estrutura ARC Repre€3e agrupamentos densos de indices -1 nao
interrompidos por indices “+1” sdo considerados @awidéncias de formag-hélice. Por sua vez, os
agrupamentos densos de indices “+1” ndo interramspidr indices “-1" sdo considerados como evidéncia
de formas folhg?

ARL EEPRESSOR

%"‘“‘“‘mmn“mmwn#

TiroN PR
A TG ()
———— T T T T T T T T R
1 10 20 an 40 e

Figura 1.15.Diagrama de valores de CSI para cada residuo déseig do peptideo ARC Repressor, com
representacdo das estruturas secundarias (WiBh&tet al, 1992)
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1.3.2. METODOLOGIAS TEORICAS DE CONVERSAO E INTERPRETACAO DOS
DADOS DE RMN

1.3.2.1. O Uso da Dinamica Molecular nas Otimizagde Geometria

O emprego do método de dindmica molecular (DM) n@mipacdo de geometria de

biomacromoléculas obtidas por RMN foi realizadaapptimeira vez em meados da década de 1980



(Kaptein, R.et al, 1985; Clore, G. Met al, 1986; Briinger, A. Tet al, 1986). Esse método requer menor
tempo computacional e converge frequentemente aimmiglobal, devido a componentes de energia
cinética utilizadas no célculo. Entretanto, a atigéio de geometria por DM esta relacionada a édoldgs
conformacdes em um determinado intervalo de tegendo resultar em informacdes estruturais distint
daquelas obtidas pelos dados de RMN (Guntert, ¥8)1 Para a determinacdo estrutural por RMN, no
entanto, a dimensado temporal ndo é importante retapa de otimizacdo de estrutura. Foram adotados,
entdo, métodos que possuem a mesma capacidadmrienap-se de um minimo global que a DM.

O método de recozimento simuladinfulated annealingSA) é um procedimento de minimizacédo de
energia por DM. O método é baseado em uma técoicaurm em metalurgia para preparo de estruturas
metalicas mais estaveis através de um aquecimépitiordo metal e, subseqiientemente, resfriamentio le
e controlado. No estudo de biomacromoléculas, easacao de temperatura é simulada teoricamente,
mostrando bastante eficiente para a obtencao deueas estaveis (Briinger, A. &t al, 1990).

A Figura 1.16 mostra esquematicamente as mudancas de confornsafédas durante uma
simulacdo de SAComo resultado, seria esperada a obtencéo de gésmsim energias proximas ao do

minimo global da estruturas estuda@ifges, M.et al, 1988).

(@)

e (b)
o N | w

Aquecimento

)
e P N A
Estuura minimizada oD N %%

Resfriamento controlado alta temperatura baixa temperatura

Figura 1.16. Representacdo das mudancas sofridas pela moléawdatel o processo de calculo por
recozimento simulado: (a) na conformacéo e (b)neaga.(Nilges, 2001)

Técnicas hibridas tém sido empregadas também néiseanéonformacional de peptideos,
principalmente a combinacdo de geometria de distirie matrizes métricas com o método recozimento
simulado (Nilges, Met al, 1988; Bringer, A. Tet al, 1997). A primeira relaciona-se com a estrutura de
partida e a segunda, com a otimizacdo de geometriaefinamento estrutural. No entanto, como a

metodologia de geometria seleciona randomicameaitees de distancias interatdmicas dentro de lamite
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especificos, estruturas muito distorcidas podenoktdas empregando essa metodologia, necessitindo
altos tempos de processamento computacional gereatao de geometria.

Além de o algoritmo utilizado desconsiderar a idflcia da trajetéria na otimizacdo de geometria, o
método de recozimento simulado apresenta outractesisticas. A funcado de energia potencial inclui
parametros que mantém as condicbes de covalénastddura. Esses parametros sdo uma componente
harmdnica relativa ao comprimento de ligacdo, pi#és de angulos de ligacdo, potenciais de angildos
torcdo, termos para reforcar quiralidades e pldadds adequadas e um potencial simples de repulsao,
conforme descritos na Equacédo 8. Os terpk,, k, kepuw Ki € ko S80 constantes de forca;é o
comprimento de ligacado calculadg;é o comprimento de ligacéo corretbe 6, sdo, respectivamente, 0s
angulos de ligacdo calculado e corrgpé o valor do angulo de tor¢cdo ou do angulo impodpr é o
namero de minimos do potencial de angulos de tprdd® o desvio do angulo de tor¢cdo e potenciais
impréprios;s é um fator de escalamenf®&;;, € a distancia em que o potencial de van der Waaisseu
valor minimoj;R é a distancia calculada entre um par de atomodigeios; 4, e 44 sdo os tamanhos das

violacdes de restricbes de distancia e angulasgectivamente.

E= Zkb(r_ro)z"' Z k9(0—00)2+ Z k¢[1+COS(n(0+5)]+ zk¢(¢‘5)2+

ligagdes angulos diedros impréprios
2 2\ 2 2 )(8
+ Z I(repul[rna‘x(o' (SRmin) R )] + Z ded + z kaAa
pares restricdes restrigdes
nédoligados dedistancia angulares

1.3.2.2. Atribuicdes Estereoespecificas

A verificacdo da consisténcia e conversdo dos dde@ntrada para o calculo, bem como a atribuigéo
estereoespecifica de hidrogénios diastereotépiodsrp ser feitas pelo método de busca em grdaed (
Search. Esse método consiste na decomposicdo da estremurdiversas grades multidimensionais e cada
dimens&o corresponde a um angulo diedro, utilizamdoormalmente apenas os angulag e ' de cadeias
peptidicas Figura 1.11, p. 13). Modelando a estrutura como se fosse uadegtorna-se possivel realizar
com maior rigor buscas conformacionais de regideBnidas de biomacromoléculas, detectando-se
facilmente inconsisténcias entre os dados (GurRegt, al., 1998).

Para atribuicdo estereoespecifica, hidrogénioslénitdbs e grupos isopropila podem ser tratados
apropriadamente como pseudo-atomos. Quando e#ss#igEo ndo pode ser feita manualmente, utilizam-se
os dados de nOe*@ (Giintert, Pet al, 1989). Pelo Método Local, duas buscas em gradercha paralela
sdo empregadas, sendo uma para cada possibilidgaddriduicdo. Assim, as conformacdes locais sdo
verificadas préximas aos grupos a serem atribuiQosndo ha convergéncia de dados apenas para uma

busca em grade, considera-se que a atribuicainsejaivoca.
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O Método Global é uma outra alternativa para aitgéimu estereoespecifica no célculo da estrutura
tridimensional ou por referéncia a estruturas dadlogos. Embora esse método apresente a vantagem de
levar em consideracdo a estrutura como um todoeregcgnsequéncia, todas as restricdbes conformasionai
presentes, uma analise sistematica de conformdgdais ndo é viavel. Dessa forma, as atribuicBes
estereoespecificas sdo baseadas apenas em agsthsistsicas de um numero limitado de conférmeros.

Quando a atribuicdo inequivoca pelos métodos Baghbbal ndo for possivel, diversos tratamentos
de restricdes de distancia de 4tomos diastereo®picdem ser empregados. Um tratamento considera qu
os nOe’s advém de um pseudo-atomo localizado nimocentre os atomos diastereotopicos (Withrich, K.,
1986). Como os nOe’s referem-se a atomos, umagémr@eve ser adicionada a restricdo de distanaia. P
nOe’s inter-residuais, a correcdo é igual a disédratre 0 pseudo-atomo e 0 atomo ou grupo que ele
substitui e, para nOe€’s intra-residuais, igualfardnga maxima estericamente permitida entre &&ndisis
relevantes aos &tomos ou grupos e aos pseudo-atoespectivamente. No caso de hidrogénfes
metilénico e grupos metila, as corre¢des sao réspeente de 0,3 e 1 A, ambos os valores adicionado

limite superior da restricdo de distancias. A r@taentre o limite superior da restricdo de distanelativa

ao pseudo-étomcb(?) e os limites superiores das restricdes relatiesshidrogénios metilénicof,(e b,),

com a correcao, € dada pela Equacao 9.
b, = min(b, b,) + ¢, ()

O método de simetrizacdo trata restricoes de distarlativas a hidrogénios diastereotépicos ndo
atribuidos de forma estereoespecifca. Nesse métmtkidera-se o limite superior menos restritivospas

para os dois hidrogénios envolvidos, conforme Egodg.
bQ = max(b, b)) (20)

Outro método combina técnicas de simetrizacdo cesugp-atomos, empregando os programas
DIANA (Giintert, P.et al, 19913) e DYANA (Giintert, Pet al, 1997), conforme Equacédo 11. Esse método
pode fornecer resultados melhores que os dois w&tpBndo tratados independentemente.

2 2
by =220 ] (12)

Um outro método utiliza a soma da média das duatardiias relativas aos substituintes

diastereotopicos d;, e d,), conforme Equagdo 12 (p. 23). Esta técnica ndwidera explicitamente
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pseudo-atomos, mas considera que os dados de n@gmam-se de ambos o0s substituintes
diastereotdpicos simultaneamente, podendo sexaddi para todos os grupos de hidrogénios nao iakmbu
estereoespecificamente, sem a necessidade dedewrde pseudo-atomos ou de dados de multiplicidade
(Brunger, A. T., 1992).

1
(d)=(d°+d,%) ¢ (12)

1.3.2.3. Metodologia de geometria de distancia

A geometria de distancias foi a primeira metodadgidrica empregada na andlise conformacional a
partir de dados de RMN. Através deste método h&erséio em coordenadas cartesianas de dados de
contornos NOESY em distancias espaciais entre &amogrupos (Blumenthal, L. M., 1953). Com o
desenvolvimento de programas computacionais paiisas estruturais, na década de 1980 (BraurgtW.
al.,, 1981; Havel, T. F. e Wiithrich, K., 1984; Williaoms M. P..et al, 1985) essa metodologia foi aplicada
também a biomacromoléculas. Inicialmente, a metmial baseou-se em geometria de distancias de
matrizes métricas, fornecendo as primeiras estsitcalculadas a partir de dados de RMN. Tendo sta vi
os limites computacionais daquela época, muita®rimcdes estruturais ndo eram consideradas
explicitamente nos calculos. Simplificac6es daesentacdo de residuos de aminoacido como conjdetos
pseudo-atomos foram realizadas para diminuir o ¢ed® processamento (Arseniev, A.é&b.al, 1984;
Havel, T. Fet al, 1983).

O DISGEO foi o primeirsoftwarecompleto para analise conformacional a partir atbod de RMN
(Havel, T. F. e Withrich, K., 1984). O algoritmo pieograma permitiu a utilizacdo de medidas de nicita
incluindo aquelas pouco precisas, para estrutgpsdicas. O alto tempo computacional (proporciarial
para um sistema d¢ atomos) e o fato de o programa néo ser capazcdahecer diferenca entre imagens
especulares para especificar quiralidade (poisadeside entrada baseavam-se em distancias int@aspm
ndo permitiram, no entanto, um largo uso do DISGE&Ganalise conformacional de peptideos de maiores
massas molares.

A geometria de distancias de matrizes métricastric matrix distance geomejryoi a primeira
metodologia utilizada para a conversdo de ressicle distancia obtidas por RMN em estruturas
tridimensionais. Através dos valores exatos destatadistancias entre um conjunto de pontos em um
espaco euclidiano, torna-se possivel determin@oasienadas cartesianas para esses pontos (Crippen,
M., 1977; Crippen, G. M. e Havel, T. F., 1978).

No calculo de estruturas tridimensionais, os dadkperimentais sdo inseridos no arquivo de entrada
do programa que é constituido por uma tabela degéss de distancia e de conectividades entréonsos.
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Primeiramente, séo especificadas as faixas deegttsm distAncia entre pares de atomos, realizadds s
combinacdes possiveis entre os atomos presentasl@eula, incluindo-se as restricdes de distanoimas
experimentalmente. Todas as faixas de valores st@ndias sdo submetidas a analise de consisténcia,
utilizando-se a desigualdade de tridngulos em coogude trés atomd#, B e C, Figura 1.17). Para cada

conjunto,A e C ndo se encontram ligados e as distancias &w€ ,A-BeB -C (d,., d,; e dg.,

respectivamentefievem satisfazer a Equacdo 13. Se um limite supdgodistancia for maior que a
permitida, esse limite deve ser diminuido até eje satisfeita a equacéo. Os limites superiorebdamsao

submetidos as mesmas consideracdes.

(13)

Figura 1.17.Representacdo de um conjunto de trés ato&dse C, mostrando a distancia entre eles.

Em seguida, para cada valor de restricdo de diatémm valor é escolhido aleatoriamente entre os
limites superior e inferior. A conversdo dessesnea de distancia para coordenadas cartesianatizade
fixando um ponto centréide em gue todos os valdosseixos cartesianos serdo zero, de tal formaogios

0S atomos passam a ter sua posi¢céo determinadacpel@enadas, y; ez (Equacéo 14kigura 1.18).

Z)g=0 Zyi:O Zzi=0 (14)

Xg, ¥

Figura 1.18.Conjunto de trés atoma4, B e C, com os vetores de distancia entre o ponto cetirgllano
cartesiano e cada atomo, localizados no espacaupsirespectivas coordenadas cartesianas.
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Os vetoredy, que representam a distancia de um &tormo ponto centr6id®, sdo entdo definidos e as
matrizes métricas sdo construidas considerandtoo®a dois a dois. Para dois atomas, os elementos
de uma matriz métric& x N, em queN é o nimero total de atomos na estrutura, podewatmrados pela
Equacéo 15.

9j :%(dizo +d, "'du2) (15)
Através da Equacédo 16 podem ser calculados osegatied;, e dpy sem as coordenadas cartesianas para uma

estrutura dé&l atomos.

1 13
diozizd'jz_izzzdjzk (16)
N j#i N j=1 k>j
As coordenadas cartesianas podem ser calculadagirados autovaloresi)) e autovetoresw|) da matriz
métricaG (Equacédo 17), em queorresponde aos eixasy, ez. As coordenadas cartesianas relacionam-se
com os autovalores e autovetores, conforme EquUER:ao

Gw, = Aw (17)

X =AW, Yi =AW, Z, = AWy (18)
As coordenadas geradas pelo algoritmo de geomeégrialistincias ndo sdo ainda satisfatérias,

ocorrendo distor¢cBes devidas a amostragem aleati@rialistancias entre os valores permitidos pelas

restricbes conformacionais. Portanto, otimizacGegeometria por mecéanica molecular (MM) tornam-se

necessarias. Um campo de for¢a simplificado é aultigpara verificar violagbes de restricdes de miiéha

se a distancid; entre os atomase | estéa fora dos limites permitidos. A determinagéeoe é calculada

pela Equacéo 19, em q; é o valor do limite (superior ou inferior) da rggio de distancia (restricéo

conformacional) que foi violada.

(dij2 B Bijz )2

e=
2
B;

(19)

No método de geometria de distancias de matrizéscas® apesar de ser intuitivo e de possuir uma
base tedrica solida, todas as propriedades confiwnas estdo codificadas em valores de distancia.
Portanto, informacgBes sobre quiralidade e anguledras ndo podem ser consideradas nos resultados da
analise conformacional. As restricdes de quirakdé@e@stricdes de distancia que sdo inequivocasrgeme
para uma configuracdo de um determinado centraljpiodem ser corrigidas pela otimizacdo de gedmetr
por MM, cujo campo de forca pode verificar as pasisi violaces. As restricdes dadas pelos angulos
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diedros devem ser primeiramente convertidas emigéss de distancia para poderem ser utilizadas nos
calculos.

A aleatoriedade dos valores escolhidos de distdnairatdmicas pelo método de geometria de
distédncias permite gerar um grande numero de esimittridimensionais diferentes que satisfazem as
restricBes conformacionais. Muitas estruturas gerggbdem ser distorcidas, provenientes do método de
selecdo das distancias que considera essa vatnidif@me, independente e distribuida entre os dsidas
restricbes consideradas. Além disso, como h4 odlabilidade de o valor de distancia estar préxiambo
do limite inferior quanto do superior, geometriateadidas séo freqientemente geradas (Metzler, &¥¢. J
al., 1989; Havel, T. F., 1990). Esse efeito € espmeiate pronunciado em cadeias peptidicas para & qua
ha apenas um pequeno numero de restricbes. Pararredsas distorcdes pode-se aplicar o processo de
triangulacdo (Equacao 13, p. 24) cada vez que Usténdia seja escolhida. Contudo, esse tratameige e
alto trabalho computacional. Devido a essas desgans, a geometria de distancias de matrizes atric
tem sido pouco usada atualmente na andlise conf@mnad de peptideos, porém continua sendo usada mai
freqlientemente em métodos estatisticas de buscdqmologia e previsdo de estruturas secundarias
(Huang, E. Set al, 1999).

1.3.2.4. Metodologia de Funcao Alvo Variavel

O método de funcado alvo varidv&lariable Target FunctionVTF) é baseado em informacdes de
distancias interatdmicas e de angulos de tor¢cdd/TA define a quiralidade a partir de geometrias
covalentes previamente parametrizadas, constrygiodetapas uma outra estrutura que satisfaca os died
RMN. Essa metodologia foi empregada primeirameste pacote computacional DISMAN (Braun, W. e
Go, N., 1985) sendo apropriadas para estruturas eitaformasz-hélice. Porém, o uso desse programa nao
se tem mostrado satisfatorio para formas f@lloa estruturas de topologias muito complexas (KlkxeD.
et al, 1988).

Técnicas hibridas de VTF com recozimento simulédogido utilizadas na andlise conformacional de
peptideos (Pfeiffer, %t al, 1997). Porém, o carater randémico da busca datwsts de partida, incluindo
os valores iniciais de distancias interatbmicas értyulos diedros, resulta em uma pequena porezntdeg
convergéncia das estruturas de partida em geomefua satisfagam as condigbes de contorno impostas
pelos resultados de RMN. O programa DIANA impleraeunn algoritmo de fung&o alvo varidvel que reduz
drasticamente o tempo computacional dessa tédBimatért, Pet al, 1991).

A funcdo alvo farget functiol inclui termos de restricbes conformacionais a@stid
experimentalmente. Pelo método de funcdo alvo walridvariable target function restricdes
conformacionais obtidas experimentalmente sdo dermilas sucessivamente para estruturas randémicas
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geradas de forma computacional. Agura 1.19 mostra um esquema do algoritmo utilizado neste
procedimento. Na primeira etapa da otimiza¢do cardoional L = 0) consideram-se apenas as restricdes
intra-residuais das estruturas randémicas que paasadotar de forma independente essas restrigées.
seguidal( = 1), sdo consideradas as restricdes entre resitiziohos.

R; Ry
L=0 I | |
—\N—-C*=CJ—N - C*—-C]—
R; R.n+J RJ+2
L=1 | | |
N-C-C N—-C*—C)-N-C*"—C)—

Figura 1.19.Restricdes utilizadas em varios niveis de mininéimdcdo algoritmo funcéo alvo variavel. Em
um dado nivel, todas as restricbes de distancia entre 0s residap com |j —i| < L sao considerados
(Gintert, P., 1997)

Posteriormente, as restricdes entre atomos ma#nths na estrutura primdria sdo consideradag (
—i) e, finalmente, restricBes entre extremos opatdawolécula podem ser consideradas, caso existam.

As estruturas de partida empregando funcdo alvddwelr sdo parametrizadas, apresentando
configuracBes definidas de centros quirais, comgmios das ligagbes e restricbes angulares. Assia, e
metodologia apresenta vantagens em relacdo a diede@o estrutural a partir da geometria de dist&nci
principalmente quando sé&o tratadas as questdedrdéidpade ou distor¢do das moléculas. Em conttigaar
0 método de funcao alvo variavel ndo é efetivo patauturas de biomacromoléculas de topologiasomuit
complexas. Apenas uma pequena fracdo das geomdtrigmrtida converge para conformagdes com
pequenas violacdes de restricdo, necessitand@anportde um maior nimero de geometrias de partida
randdmicas para se obter um maior nimero de estsufinais satisfatérias (com pequenas violacbes de

restricao).
1.3.2.5.Dinamica Molecular de Angulos de Torc&o
A dindmica molecular (DM) de coordenadas cartesiuale ser empregada eficientemente tanto para

sistemas de poucos numeros de atomos quanto maradromoléculas. Entretanto, cada atomo deve ser

definido por trés varidveis de posic&Qy(, 2) e, conseqlentemente, trés graus de liberdadeo @Gsultado,
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os célculos de otimizagdo de geometria tornam-sem@mente dispendiosos computacionalmente, em
especial para biomacromoléculas que podem contisrdaaentenas de milhares de atomos. Contud@ o us
de angulos de torcdo pode reduzir consideravelnmeEnggaus de liberdade da estrutura, pois a varidea
um angulo diedro afeta normalmente trés atomost@giifP., 1997). A Equacao 20 descreve 0 emprego da
equacdes de movimento para angulos de torcao ergiinética utilizada na otimizacdo de geomeinia

DM de angulos de tor¢do é dada pela Equacgéo 2guei(d) é uma matriz de massa.

dfoL)_oL _, (20)
dt\ag, ) a8,

B =2 ) M(6),88 )

2k,I:l

Para o tratamento de dados, utiliza-se o modelestieitura em &rvordrée structurg, em que a
molécula é representada como um conjunto de cofpio®s conectados entre si pelos angulos diedias,
constituem os Unicos graus de liberdade da esécuf@s corpos rigidos sédo constituidos por um o mai
elementos de massa (atomos) com distancias reldtivariaveis, sendo numerados de 8, a partir da
extremidadeN-terminal (denominada de base), finalizando naeexttadeC-terminal. Cada corpo rigido,
com uma numeracdo de=1, tem um Unico corpo rigido vizinho mais préximo direcdo a base, que

possui o nimerop(k) <k. O angulo de tor¢do entre os corpos rigilos p(k) € denominad@. A
conformacao da molécula é definida unicamented)gr(ﬁl,...,en). As energias cinética e potencial, bem

como as posicdes dos atomos e a aceleracdo tdrgmmuem ser calculadas com tempo computacional
proporcional ao nimero de angulos diedros, bem msaccomparado calculos de DM que empregam
coordenadas cartesianas.

Além disso, como apenas os graus de liberdadesdifexm ambos os métodos, os principios teéricos
sdo conservados, permitindo a otimizacdo de getrmir DM tanto em coordenadas cartesianas quanto

em angulos de tor¢do empregando recozimento simulad
1.3.3. ANALISE E VALIDAGAO DE ESTRUTURAS
1.3.3.1.Violacéo de restricbes
A conversédo de informacbes de RMN de proteinasdofaucléicos em estruturas tridimensionais

tem se mostrado dependente de metodologias congnaa; bem como as subseqiientes minimizacdes e

andlises. Se essas informacdes ndo forem sufisipat@ se obter estruturas definidas, ou se aseggasn
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resultantes séo inconsistentes com essas resfrigiiée deve-se determinar novamente o conjunttades

de entrada até que se obtenha uma estrutura gate&sféogo apds se obter esse conjunto de eshgjtastas
sdo submetidas a etapa posterior de analise, pdeaminar o grau de dispersdo entre os conférmeros
calculados, inferir a qualidade do conjunto resitiftale estruturas e, por fim, validar ou ndo o d@to

Uma violacdo de restricdo significa que o algoritmatlizado ndo satisfez as condi¢cdes
conformacionais impostas pelas restricdes. A n@dote dos erros inerentes aos célculos pode leglaisa
tipos de violagdo. A violagdo randémica é verifeatbrmalmente ao final dos célculos, ocorrendo em
regides diferentes de apenas algumas conformad@teta® Quando o desvio dos valores finais das
variaveis geomeétricas nao difere consideravelmatds restricbes, essas violagdes randdmicas nao
comprometem a analise conformacional. Contudoserefiancia muito grande entre as geometrias finais
as restricdes conformacionais correspondentes ode de erros em etapas anteriores ou do fatudes
dados utilizados ndo foram suficientes para geraguwpo definido de conformag6es similares.

As violacdes consistentes s8o assim consideradas a@rram em aproximadamente 75% das
conformacgdes do conjunto final calculado, indicanffdhas mais graves em regifes definidas,
principalmente na atribuicdo nos mapas de contodeoRMN. O ndamero e magnitude das violacdes de
restricio de um conjunto de conformag¢des podemcando grau de concordancia entre os dados
experimentais e os modelos teéricos empregadoset&nto, a interpretacdo desse numero de violacBes
pode ser dificultada pelos critérios de selecdadaformacdes baseada em energia.

Os programas computacionais de identificacdo dagdes utilizam um parametro denominado valor
de corte. As distancias ou angulos abaixo do wddororte ndo sédo considerados violagbes, poréralesqu
valores acima sao tratados como violacdes. Istmieavaliar se no conjunto final de geometriasicha
estrutura ha violagdes de restrices. No entaniodieacdo de um valor de corte pode encobrir igésts
oriundas de violac6es consistentes, resultandorgtisas conformacionais incorretas. Assim sendoato
se apropriada também a verificagdo de ocorréncigotigoes de restricdo a valores de corte mai®bai

As geometrias geradas a partir das informa¢Besdddss de RMN podem apresentar violagdes
estruturais, resultando em imprecisdes de alguema8as especificas do conjunto de geometrias gemda
até mesmo, em estruturas terciarias totalmentarigtes. Desta forma, a validacdo das geometriadasbt
pelas informacfes dos dados de RMN torna-se muipmitante para que a analise conformacional tenha
um grau satisfatério de qualidade.

Os programas utilizados no calculo estrutural persswma gama de algoritmos que medem a
qualidade dos resultados da andlise. Este ndo @racedimento trivial, pois envolve aspectos como a
qualidade da teoria ou modelo, amostragem e co@reig dos resultados, bem como a exatidao do campo
de forca, a eficiéncia e adequacaosdfiwareutilizado nos calculos (Spronk, C. A. E. Bt al, 2004). A
validacdo pode resultar em uma concordancia eneggperimento e 0 modelo. Isso pode indicar que a



simulacdo reflete realmente o sistema experime@tatécnica de simulagdo utlizada € insensivel a
propriedade estudada ou houve compensacao de Raiosua vez, a ndo concordancia entre os ressltado
tedricos e experimentais pode ser devida ao madtde incorreto, a um campo de forca inadequadépa
convergéncia da simulacdo, a problemas e a usogétas do software ou a dados incorretos (van
Gunsteren, W. F., 1998).

1.3.3.2.Distribuicdo de Angulos Diedros

Combinagfes dos angulos diedips v (Figura 1.4, p. 4)séo indicadores importantes da qualidade
da conformacédo de regifes definidas de cadeiasdps As possiveis combinacdes desses dois dngulo
estdo restritas por fatores estéricos a certadergio diagrama de Ramachandriigyra 1.20. O
diagrama de Ramachandran (Ramachandran, @t ldl, 1963) mostra também que essas combinacdes
estdo relacionadas com as estruturas secundamssdas. A analise da qualidade dos modelos é feita
geralmente classificando as combinacdespdey em quatro regifes do diagrama, que sdo apresentado
com cores diferentes fragura 1.20. Na regido favoravel ha conformacgdes que ndo eernokobreposicbes
estéricas. A regido adicionalmente permitida indicaformac¢des permitidas nos limites extremos para
contatos atébmicos desfavoraveis. A regido generasanpermitida reflete conformagdes que sdo pelasiti
somente se houver certa flexibilidade nos angudighcdo. Na regido proibida, as conformacgfes séo

totalmente impedidas por fatores estéricos.

180 90 0 o0 180

Figura 1.20.Diagrama de Ramachandran de um conjunto de vimtioeros da proteina Ciclofilina A
(Cttigeret al, 1997). Cada circulo corresponde aos valefgsde residuos que nao sejam glicina em um
dos vinte conférmeros. As regides favoraveis, ada@imente permitidas, generosamente permitidas e
proibidas, estéo representadas, respectivamentejrza-escuro, cinza-meédio, cinza-claro e branco.

A representacdo pelo diagrama de Ramachandranom@odera os valores especificos @e y dos

diferentes residuos de aminoécido, a excecao fiucssde prolina e glicina (Spronk, C. A. E. &l.al,
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2004). Um método que leva em consideracdo valoeeg @ y caracteristicos de cada residuo foi
desenvolvido no programa WHAT IF (Hooft, R. &t al, 1997). Esse método utilizascorescalculados
tanto para cada residuo quanto para a cadeia igpaptfdsultando em uma distribuicdo de a&ngulos mais
precisa. Normalmente, utiliza-s&-scores combinados a representacdo grafica do diagrama de
Ramachandran.

Os dados em regifes proibidas podem significaracordcGes anormais ou erros de calculo, o que
sera verificado apenas pela andlise dos dadostdelanOs residuos de D-aminoacidos sao um exeteplo
valores em regifes proibidas que ndo necessariangenstituem um erro. Todavia, residuos em regifes
permitidas do diagrama de Ramachandran nédo sigmificecessariamente auséncia de erros. Em todos os
casos, o¥-scorescalculados, bem como a dispersdo desses valoréi&agmma devem ser levados em
consideracao.

Uma validacdo pode ser baseada também nos angykigura 1.11, p. 13). Entretanto, esse angulo
pode assumir somente valores de 0° (focigpe 180° (formarans devido ao carater parcial de ligacao
dupla entre o carbono e o nitrogénio da ligacadigiep. A maioria dos residuos adota preferenciatma
formatrans A formacis pode adotada por residuos de prolina devido anaiasée ligacGes de hidrogénio
dos nitrogénio$\-terminais e a cadeia lateral ser mais rigida gu#oa outros aminoacidos (Rundgrengt.
al.,, 2007). No entanto, os campos de for¢ca na etapeéltelo podem restringir & formaans muitos
modelos com residuos de prolina. Neste caso, osegatlas devem ser explicitamente especificados antes

do célculo.
1.3.3.3.0utras Propriedades Geométricas

Além da distribuicdo de angulos diedros, diversagro3 métodos de validacdo diretamente
relacionados as propriedades geométricas tém sigoegados para inferir sobre a qualidade das geaset
calculadas. A maioria desses métodos utiliza-spagtémetro estatisticé-scoreou do RMSZ-score que
sdo capazes de indicar a aceitabilidade das pdapiés calculadas (Linge, J. €.al, 2003). OZ-score
relaciona um valok de um parametro a uma distribuicdo gaussiana dbamoo de dados (Equacdo 22).

Nesta equagéc(,xbd> e 0(X,4) séo respectivamente a média e o desvio padréo dassePelos valores de

Z-scorecalculados sabe-se quais dados sdo valores isofadiliers), ou seja, quais sdo improvaveis de

ocorrer.

—X_<X”d> (22)

O (%)
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O RMSZ-scorepermite a andlise da qualidade dos dados#£ stmore checando se a distribuigdo de valores
tem mais ou menos valores isolados que o esperadiado pela seguinte Equagdo 23. O parardgt®

Z-scoredefinido pela Equacédo 22 para a observacdendo quél é o numero total de observacées.

(23)

Alguns métodos de validacdo de geometria utilizeatamentos estatisticos para 0s comprimentos e
angulos de ligacao. Esses parametros sdo desuititeratura com um consideravel grau de exatpiia
um vasto numero de estruturas (Allen, FeHal. 1983; Engh, R. Aet al, 1991), encontrando-se definidos
nos campos de forca utilizados nos calculos. Nareof a aplicacdo de outras restricGes dessesesalor
disponiveis em bancos de dados pode limitar enoem& nimero de conférmeros calculados (Spronk, C.
A. E. M. et al, 2002).

Analogamente, outras propriedades como a quiraidad geometria tetraédrica de certos carbonos
podem ser também utilizadas. Em relacdo a quidgidsua utilizagdo para a validagdo tornou-se deqo
uso, pois as configuracbes dos carbonos nado s@udasf experimentalmente. A configuracdo é definida
durante o calculo estrutural e ndo ha riscos derg@o de configuracdes. Por outro lado, a geometria
tetraédrica de atomos de carbono pode ser utiliaadia, uma vez que grandes desvios dessa progeieda
séo improvaveis de ocorrer em estruturas reaisaftor distor¢des significativas dessa geometioafadie
indicio de erro.

A planaridade de certos grupos pode fornecer irdgfies sobre a qualidade da andlise estrutural.
Grupos planos estdo presentes em nove dos vint@aonlos naturais. Os desvios da planaridade que
podem ocorrer nos residuos da cadeia peptidicaenfesdensamente estudados por difracdo de raios-X e
encontram-se descritos em bancos como o @2mbridge Structural DatabaséAllen, F. H.et al. 1983;
Engh, R. A.et al, 1991). Como esses grupos podem ser modeladasrda fncorreta, com distor¢cdes em
relacdo a geometria plana, torna-se importantergpam¢do com os bancos de dados.

Além da planaridade, validacGes de geometria paslmmealizadas pelas conformacdes das cadeias
laterais ou, mais especificamente, de seus rot&nA cadeias laterais apresentam-se preferencisdme
em conformacdes alternadasij ou gauchg em detrimento das conformacdes eclipsadas. pepatacdes
conformacionais dependem da natureza do aminoaesijtura secundaria presente e 0 meio em que se
encontra, sendo conhecidas por difracdo de raids-dlta resolucéo e indexadas em bancos de dados. A
validagéo utiliza esses valores dos bancos de damhog pardmetros para comparacdo com as conformacoe
calculadas (Kuszewski, 8t al, 1996; Kuszewski, Et al, 1997; Kuszewski, Et al, 2000; Kuszewski, J.
et al, 2001; Bertini, l.et al, 2003).
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Esse tipo de validacdo é importante em geomethitidas por dados de RMN, pois quando os termos
relativos aos angulos diedros s@o desconsiderasgdaiculos, podem ocorrer conformacgdes eclipsadas.
Assim, a qualidade do modelo aumenta significatesaten quando se aplicam os valores de distribuigédo d
populacbes obtidos a partir desses bancos de dadosudo, uma validacdo das conformacdes baseada
apenas nesses mesmos bancos de dados pode mpsssinagis erros estruturais.

1.3.3.4.Interacdes entre Atomos N&o Ligados

Interacdes interatdbmicas podem ser utilizadas amitério para verificar a qualidade dos modelos. As
ligacBes de hidrogénio sdo muito utilizadas porerseresponsaveis pela estabilizacdo de estruturas
secundarias e terciarias de cadeias peptidicas.Estdo baseia-se em distancias 6timas entreogmst
gue participam da ligacéo de hidrogénio, tendoeseocreferéncia as posicdes dos heterodtomos eduslvi
na ligacdo. A qualidade e validagdo do modelo ddocmacfes derivadas por RMN sdo dependentes da
variagdo permitida das coordenadas desses hetmtdlo entanto, esse problema pode ser minimizado
aliando-se este método a validagéo por potenditi®staticos.

As interacdes eletrostaticas tém uma importangaaal na estabilizacdo de conformacdes e podem
ser empregadas eficientemente para a validacdoodelos calculados. Um exemplo é o uso de dados de
constante dgKa na andlise conformacional de certas cadeiasistéPowers, N. e Jensen, H. J., 2006).
Porém, as interagBes eletrostaticas apresentaas aificuldades em serem detectadas por RMN, uma ve
que diversos grupos responséaveis pela interac&dog guupos carboxilatos, s6 podem ter suas posicdes
inferidas por meios indiretos, através de hidrog€iie outras cadeias laterais e varia¢cdes no destodo
quimico de atomos proximos a esses grupos. Ummtesi as propriedades eletrostaticas pode ser dado
durante o célculo, escolhendo-se um campo de fgpg@priado e adicao explicita de moléculas de atdve
(Spronk, C. A. E. Met al, 1999).

1.3.3.5.Desvio Quadratico Médio (RMS — Root Mean Square)

O desvio quadratico médio (RMS) é um método utllizgeralmente para quantificar as diferencas
entre as geometrias de um conjunto de atomos. @slas do RMS dependem da forma da funcéo
restringente. A funcao potencial bi-harmémica inthgdos os desvios em relacdo a uma distanciaidefin
No caso da funcdo do tipo “potencial de poco qudmitaserdo considerados somente os desvios que se

encontrarem fora dos limites superior e inferiorif®yer, A. T.et al, 1998), resultando a Equacéo 24 (p.

34). O parametrdy é a distancia calculada para a restricio modeld, r.>** o limite superior da restrigédo
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ker, éo limite inferior da restricdk. A soma € calculada para todad\asestricbes de distancia e para

todos osN,, modelos. Como resultado, tem-se a medida da difaréas posicées entre os atomos nas

estruturas.
dy >r" Ay = (dkl - rksup)
N, Ny in su —
RMS, o :\/ 1 > () Com N <dgsr® Ay =0 (24)
NNy i 1= M < rkinf Ay = (rkinf _dkl)

O “raio de RMS” RMS radiuy € um método relativamente intuitivo, constituinolaaio de uma
circunferéncia que envolve as geometrias com RMfass proximos entre si. Esse método € usado
normalmente para medir a dispersao de geometrigneconjunto de conformacdes e trata-se de uma média
dos valores de RMS'’s calculados dos pares de cuoaftifes com a geometria média. Essa geometria média
€ determinada sobrepondo as geometrias e medimgalia aritmética entre as suas coordenadas cadssia
de forma a se obter um menor valor de RMS (GliriRert1997).

O valor de RMS néo fornece informacBes sobre aist@ngia entre os dados experimentais,
tampouco corresponde necessariamente ao espacoormanional permitido pelas restricdes
conformacionais. Além disso, a amostragem das ge@aseelo algoritmo de célculo pode estar viciada,
com geometrias em acordo com os dados, mas querdifsignificativamente das resultantes do calculo
estrutural. Isso pode ocorrer quando sdo empregedess geometrias para o tratamento estatisteEonD
modo geral, a qualidade/confiabilidade dos resoliatesse método esta relacionada a menor disptaséo
geometrias e, consequentemente, a menores vamRKI8. Normalmente, um valor de RMS entre 0 e 3 A
sugere forte similaridade entre as geometrias (Ts&., 2002). Entretanto, podem ocorrer situagéesgue
o valor de RMS é baixo, mas a qualidade dos reisgtaeja baixa.

1.3.3.6.Fatores R de RMN e Validacéo Cruzada

O fator R (R-facto) € um modelo utilizado inicialmente em cristaldigrade raios-X para se
quantificar a qualidade e exatiddo da geometrimintida por calculos computacionais. Apesar de ealor
baixos do fatorR indicarem uma concordéncia entre modelos expetaigere calculados, tém sido
verificados também baixos valores para modelosriatms (Bringer, A. T., 1982 Como alternativa, foi
proposto o uso do fatdR livre (free R-factoy, que consiste na divisdo dos dados de difracaaimm
conjunto de trabalho e um conjunto de teste. Ourinjde trabalho, com aproximadamente 90% dos dados
€ usado para calcular o modelo estrutural e o puiliidar o modelo estrutural. A geometria calcalad
apresenta-se préxima aquela obtida experimentagnmprando os valores do fat@rlivre tornam-se mais
proximos aos valores do fatBr Este método minimiza os erros de superajustanfenesfitting) presentes

no calculo do fatoR e aumenta a robustez dessa grandeza. Em RMN, dousdorR para intensidades de
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nOe’s é analogo aos realizados em Cristalografiaa@es-X, sendo definidas pela Equagdo 25. Nesta

calc exp

equacao,A"" e A;"sdo, respectivamente, as intensidades dos sinai©eecalculados e experimentais

resultantes da interagdo entrespisi ej, W (rm) ¢ o fator de peso dependente do tempo de migfum@

a variavelp pode possuir um valor unitario ou igual a 1/6 apaostrar a dependéncia entre a intensidade do
nOe e a distancia interatdbmica.

Vvij . A}:alc mp_ J?Xp mP
R:g (r) | A7) - A7P(r,)"| 5)

2, (n)AT ()"

Os fatoresR obtidos a partir de nOe’s ndo séo utilizados nbmmeate em analises conformacionais,

pois as intensidades dos sinais de nOe’s nem saepmesentam fielmente as distancias interatdmiRass.
isso, a validacdo cruzada tem sido utilizada pateutar o fatorR livre de um conjunto de restricbes de
distancias obtidas por RMN. Como as restricbesiskrttia contém apenas informacbes sobre posicdes
relativas dos atomos, um Unico conjunto de tesliesénsuficiente para calcular um faB®livre confiavel,
necessitando de um ndmero de conjuntos escolredtoalamente para se calcular um f&divre médio.

A utilizacdo de valores de RDC tem sido uma altieragpara o célculo de fatord®, conforme

descrito na Equacdo 25, em (Dgys € Dcac SA0 respectivamente os acoplamentos dipolareduegsi
observados e calculadoﬁ}aAB e 1) sdo respectivamente a componente axial e a raablieido tensor de

acoplamento (Clore, G. Mt al, 1999).

ip —

2\ 1%
5<(Dobs - Dcalc) > (26)
2p°f (a+3p?)

1.3.3.7.Validagao Independente e Fatores Q

Na validacdo independente de geometrias, um tipec#fico ou subconjunto dentre os dados
experimentais € desconsiderado e utilizado sonparte validar o resultado. A validacédo independéaite
utilizada na analise conformacional da ubiquiti@arfilescu, Get al, 1998), utilizando-se deslocamentos
quimicos anisotropicos de carbonos carbonilicoseratées de deslocamento quimico foram medidas em
meio liquido cristalino e comparadas com valorecutados de modelos ndo considerando essas
informacdes. Estruturas calculadas empregando a@oepltos dipolares residuais como restricbes

orientacionais mostraram alta concordancia constataras calculadas sem acoplamento dipolar ralsidu

Essa concordancia foi medida pelo fafor, conforme Equacédo 26. Nessa equadii®™ e AJd**“s&o as



variagbes medidas e calculadas de deslocamentdcguiraspectivamente. A maior concordancia entre o

modelo e o dado independente observado esta medaciacom o menor valor do fa@r

_ RMgAg™-A5")
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1.4. SINTESE EM FASE SOLIDA DE PEPTIDEOS, PELA ESTRATEGIA
FMOC.

A sintese em fase soélida baseia-se na construcéimdecadeia peptidica, residuo a residuo, sobre
um suporte sdlido insoldvel, residuo a residuoe Eagtodo tem algumas vantagens claras: possibilita
separar as cadeias peptidicas intermediarias serpetda retirada de solventes ou filtracdo, e atilim
menor volume de solventes, em comparacdo com #ssesnem solucdo. Esse método consiste em
acoplamentos de aminoécidos, lavagens da resieapradecdes dos grupbsteminais sucessivos, sendo
possivel automatizar todo o procedimento. Pelo fiosempre se utilizar reagentes em excesso, 0s
rendimentos dessa modalidade de sintese séo, amamrsideravelmente altos. Contudo, existem adgum
desvantagens, tais como a perda sucessiva de emdingquando um determinado acoplamento for
incompleto e 0 acumulo de impurezas na resina,pgpde ocasionar rea¢fes secundérias com o produto
(Chan e White, 2000).

Em geral, para se certificar do sucesso das reagtiizam-se testes qualitativos simples e d#é fac
execucao de forma a poderem ser utilizados a cafdaanento ou desprotecdo. O teste mais utilizada p
esse fim é o Teste de Kaiser (Troll e Cannan, 195iR) identifica aminas primarias na estruturarpeio
de uma variacao da coloracdo da resina.

Toda sintese em fase soélida, independentememstidd@égia empregada, tem o mesmo fundamento.
Primeiramente, todas as resinas empregadas térbasagolimérica insollvel e ligada a ela, variagpgs
reativos, denominados ligantes, que irdo reagir @smminoacidos e prendé-los ao suporte insollieelos
0s aminoacidos utilizados tém seus grupos reatamoino ou carboxila e alguns grupos de cadeiasalaje
protegidos para nao ocorrerem muitas reacdes s@tandOs grupos protetores da extremidade respeinsa
pelo acoplamento (extremidade amino ou carboxi)edewser labeis em um meio que ndo cause a
desprotecdo dos grupos protetores das cadeiasidatde forma que estes Ultimos devem permanecer
ligados aos residuos de aminoacidos até o finaimtase. Cada aminoacido da sequéncia é adiciagnado
cadeia pelo grupo néo protegido, sendo que, ab dimaacoplamento, tem-se a outra extremidade ainda
protegida. E feita, entdo, a desprotecio dessaneixkade e o subseqiiente acoplamento do proxinducesi
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Ao final da sintese, é feita a clivagem do peptidesparando-o da resina, e, concomitantemente, a

desprotecdo de todos os grupos protetores dasasaldéérais AFigura 1.21 mostra uma representacao

esquematica da sintese de peptideos em fase solida.
y o
pe x""o Q

Ry
I
¥y l Desprotecao do grupo protetor a-amino

T

Mo mh-Q

Repetir i
¥y o
N, M
g e
Rz
Y2
Acoplamento do aminoéacido seguinte
Yy
o H 0
X N
— XN xl_fiwo.. Q
o Ry

I
1

X= Grupo protetor temporario a-amino
Y= Grupo protetor permanente de cadeia lateral

A= Grupo ativador da carboxila
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Figura 1.21.Representagdo esquematica do principio da sineegepdideos em fase sélida. Modificado de
http://www.cem.com

A estratégia Fmoc é uma metodologia que envolusamdo 9-fluorenil-metoxi-carbonila (Fmoc,
Figura 1.22 p.38) como protetor do grupsamino. Esse grupo é facilmente removido em megicba
enquanto que 0s grupos protetores das cadeiaaisatievem ser facilmente removidos em meio acido. E
geral, utiliza-se para a desprotecdo uma solucguipeeidina e, para a clivagem final emprega-se ,Tdufe
provoca a quebra da ligac@o entre o peptideo simare retira 0s grupos protetores das cadeiazigte
além de ser uma substancia extremamente volatkermp ser retirada do meio por evaporagédo simples.
Juntamente com os aminoacidos sao utilizados cdogpatenominados ativadores, que irdo ativar o
componente carboxilico que ira reagir com a exidaeN-terminal desprotegida. Comumente, utilizam-se
compostos como carbodiimidas, sais de fosféniodeokibenzotriazola como ativadores. Os principais

ativadores utilizados nessa estratégia de sinfesmgstrados neigura 1.23 p. 38.

37



/_\ Oz;\’\

Figura 1.22.Grupo protetor 9-fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc)tdeminacaax-amino.
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Figura 1.23. Reagentes ativadores da carbonila mais utilizadosimese em fase sélida de peptideos, na
estratégia Fmoc

1.5. DICROISMO CIRCULAR

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) baseiana absorcdo preferencial de uma das
componentes circulares da luz plano-polarizadagpgpos croméforos de uma amostra opticamente ativa.
Entrando em contato com a amostra, essa luz pags@sentar certa diferenca de fase entre as adgsit
de suas componentes circulares (Brahms e Brahng§), Tantor e Timasheff, 1982). Essa diferenca é
denominada elipsidad®, podendo assumir valores positivos ou negativepeddendo da componente

preferencialmente absorvida.

38



A espectroscopia CD é bastante utilizada no eskstoutural de peptideos. Nesta classe de
substancias, o grupo croméforo de maior importa@aagrupo amida (RC=0)-NH-R,), correspondente a
ligacdo peptidica. Apesar de existir influéncia gtapos armoaticos pertencentes as cadeias latdais
determinados residuos de aminoacido, é a analsealosorvancias das ligacdes peptidicas que fornece
informacdes valiosas a respeito da estrutura sécandos peptideos.

As intensidades e energias referentes as absopgieasses cromoforos dependem dos valores
adotados pelos angulos diedroe ¢ (Figura 1.4, p. 4). Isso ocorre porque esses angulos diedfosed as
condi¢cBes de coplanaridade dos orbitais envolvido$igacado peptidica. Como os valores desses &ngulo
dependem das interacdes intramoleculares, do edtadgregacéo e interacées que a molécula pode faze
com o solvente, as absor¢fes sdo bastante depemdastconformacdes adotadas.

Através do estudo por CD, pode-se inferir a predantia das estruturas secundadasélice e
folha, ou a auséncia de um padrdo estrutural recor(det®mminado estrutura randémica). Cada estrutura
secundaria (ou auséncia dela) corresponde a detmtas transicdes eletrbnicas que implicam em
absorvancias, de sinal positivo ou negativo emrohét@do comprimento de ondd).(A determinacdo da
estrutura secundaria predominante ou estruturaxdéoa média € realizada por compara¢do com espectr
padrdes de CD de outras amostras cuja estrutunaddaia é conhecida e bem definida. Essa compa#gacéao
realizada por meio de célculos de deconvolucdot@an Timasheff, 1982), em que se considera que o
espectro CD do peptideo € uma combinacao linedifeieentes espectros. Esses espectros de CD paxdrbes

suas respectivas absorgdes e transicdes sdo nosstiakigura 1.24
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Figura 1.24. Espectros padrao de dicroismo circular, em gquse refere an-hélice; r, a estruturas
randdmicas @, a estruturag-folha.



CAPITULO 2

PARTE EXPERIMENTAL



2.1. MATERIAL E METODOS

2.1.1 MATERIAIS

-Todas as pesagens da sintese foram feitas nahalnalitica Metler, modelo AE166, com precisédo
de 0,0001g.

- Para a sintese da cadeia 1, foi utilizada aagRINK, com grau de substituicdo de 0,63 mmol/g.
Para a sintese da cadeia 2, foi utilizada a reBEMTAGEL SRAM, com grau de substituicdo de 0,27
mmol/g.

- Todos os derivados de aminoacidos tendo Fmoc cgmupo protetor da extremidade
aminoterminal foram da marca NOVABIOCHEM.

- A lavagem da resina antes e depois das etapdegpgotecdo foi feita com dimetilformamida
(DMF), diclorometano (DCM) e alcool isopropilicd®@) alternadamente.

- O DMF utilizado foi da marca SYNTH, sendo prevéte purificado por destilagdo a vacuo.

- Os DCMs utilizados foram das marcas SYNTH e MERCK

- O IPA utilizado foi da marca SYNTH.

- Nas etapas de acoplamento, utilizaram-se comgentes ativadores a 1-hidroxibenzotriazola
(HOBT), da marca NOVABIOCHEM, e a N,N’-dimetilcartionida (DIC), da marca SIGMA-ALDRICH.
Os solventes utilizados para esses reagentes fkéifne DCM.

- Para a desprotecé@o dos grupos N-terminais aetemdh acoplamento, utilizou-se, inicialmente
uma solugéo 20% v/v de piperidina (previamenteildds) em DMF e, em seguida, uma solug¢édo 20% v/v
de 4-metil-piperidina em DMF.

- Para uma avaliacdo qualitativa das reactes deaamento e desprotecédo, foi utilizado o teste de
Kaiser, que emprega trés solucdes: KCN em piridaragl em etanol e ninhidrina em piridina, adicidas
em pequenos volumes, na proporcdo 1:2:1, respewivi@ e, em seguida, aquecia-se 0 sistema a, no
minimo, 80°C por cerca de 5 minutos.

- Para a clivagem dos peptideos da resina, uiimae como reagentes sequestradores de
carbocéations triisopropilsilano (TIS) e 1,2-etaiodli(EDT), solubilizados em uma solucdo composta d
TFA e agua, na proporcéo de 19:1.

- A purificacdo dos produtos de sintese foi redézam cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). O método de identificacdo de substancihzatio foi deteccdo por ultravioleta na faixa 21%-2
nm, que corresponde a faixa de absorcdo da ligpeptidica. A purificacdo foi realizada em escala

semipreparativa, enquanto que a escala analiticgilfeada para se obterem perfis iniciais da anaos
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- Para a CLAE, utilizou-se um cromatografo Varidm,modelo ProStar 210, com detector na regido
do ultravioleta do modelo ProStar 330 e uma véalvidainjecdo da marca Rheodyne. Todos esses
equipamentos encontram-se no Departamento de QuénitCEx da UFMG.

- A coluna analitica utilizada foi uma Microsorb0td C18 250%4,6 mm e a coluna semipreparativa
utilizada foi uma Dynamax 100-5 C18 250x10 mm, geanmadas, respectivamente latgpsde 5ul e 250
uL.

- Para as fases moveis da CLAE foram utilizadascéels de 0,1% v/v de TFA, em agua MILI-Q, e
de 0,08% v/v de TFA, em acetonitrila, para commog@dientes utilizados.

- A agua no nivel de pureza Mili-Q foi obtida pelparelho QPAK, da marca Milipore, que se
encontra no Deartamento de Quimica, ICEx, UFMG.

- As amostras foram liofilizadas em um liofilizadoABCONCO, modelo 8910 e utilizou-se uma
bomba WELCH modelo Directorr 8915, pertencente apddtamento de Bioquimica e Imunologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

- Os espectros de massa foram obtidos em espettodBreker MALDI TOF modelo Autoflex Il
pertencente ao Departamento de Bioquimica e Imgimldo Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG
para as amostras previamente sintetizadas da Chdgiara a Cadeia 2 sintetizada manualmente.

- Os espectros de dicroismo circular foram obtelosum aparelho JASCO modelo J-810, com um
sistema de controle acoplado de temperatura daanRettier Jasco modelo PFD-425S, pertencente ao
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade FatiefRio de Janeiro (UFRJ). Foram feitos espectass d
cadeias 1 e 2, em agua mili-Q, em 10%, 20%, 40%, €80% v/v de TFE em agua e em tampéao fosfato.

- Os espectros de RMN d#l, **C e *®N foram obtidos no Centro Nacional de Ressonancia
Magnética Nuclear (CNRMN), no Centro de CiénciaSdade da UFRJ em um Bruker modelo DRX600 da
série AVANCE operando a 600,130, 150,903 e 60,834 MHz, reispentnte. Como solvente, foram
utilizadas solu¢des de trifluoretarsy-em dgua mili-Q e um tampéo fosfato que mantinpél @a solugéo
proximo de 8,0. Para a aquisicdo dos espectrdizoutise uma solu¢cdo de 4mM de cada peptideo e o
volume utilizado dessa solucédo foi de aproximadae@rb mL. O padréo utilizado para referénciarirde
foi 0 2,2-dimetil-2-isopentano-5-sulfonato de s6X$S) para os espectros’thee °C. Os espectros déN
foram calibrados com referéncia aos espectrdbl dg*C.

- Empregaram-se sequéncias de pulso padrdo pameriregptos de correlacdo 2D homo e
heteronuclear. Foi utilizada uma sonda de detegp&rsa multinuclear de 5 mm com puldé 90° e
largura de 11,3 s. Os mapas de contornos 2D HS@Enfobtidos com seqiiéncia de pulsi{(G,H) e
1J(N,H)), empregando incrementos de tempo de 512tambs para cada conjunto de dados de 1024 para

zero filling Foi utilizado o modo de aquisica®P1.
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- O tempo de mistura para a aquisicdo do mapa mtercms 2D'H x'H NOESY foi de 120 ms. O
experimento de TOCSY teve um tempo de mistura des80

- O processamento dos dados de RMN foi feito petlmgrama NMRDraw. Utilizando-se o
algoritmo NMRPipe (Delagicet al, 1995), converteram-se esses dados para o fordwmtprograma
NMRView 5.0 (Johnsowrt al, 1994), onde foram interpretados os mapas de mm#0Todos 0s programas
e algoritmos utilizados nesta etapa foram criadoa perem executados em plataforma Linux.

- O célculo do conjunto de estruturas obtidas pdlise de RMN foi realizado utilizando-se o
programa Xplor-NIH versdo 2.17 (Schwietest al, 2003; Schwieteret al, 2006) e o algoritmo de
simulated annealinga_new.inp(Schwieterset al, 2003). Utilizou-se uma estrutura de partida ramdé
gerada pelo algoritmgenerate_inpute com uma topologia determinada pelo prograeag2psf e que
levava em conta a terminacdo amidada da extremi{d#eleninal de ambas as cadeias.

- O calculo teve como parametros iniciais uma teatpea inicial de 1000 K, um numero total de
passos gtep$ em altas temperaturas igual a 14000, um niuméab de passos durante cada resfriamento
igual a 6000. O resfriamento simulado foi feito5leem 50 K até que se chegasse a uma temperatLiéd de
K. O calculo foi realizado em trés etapas prin@pama levando em conta um valor limite de violagéo
nOe de 0,5 A, a seguinte considerando um valor,8ld\ (para esse limite, e uma etapa final consiakran
um limite de violacdo de 0,1 A. S6 se considerodalzulo concluido quando as vinte estruturas mais
estaveis ndo apresentavam mais violagfes sistam&tic nenhum dos limites estipulados.

- Os valores de restricdo de distancia utilizadoarh os diretamente obtidos por meio de sinais de
nOe. As intensidades dos sinais de nOe foram ctdasrem valores de distancia por meio da metodolog
de calibracdo proposta por Hybettal. (Giintertet al 1991) que considera apenas trés valores de limite
superior para essas restricdes: 2,8 A, 3,4 A eA50s valores de nOe séo classificados qualitatareen
quanto as respectivas intensidades de seus siomi® fraco, médio e forte, respectivamente). Essa
conversao foi realizada por meio do programa NMRMO (Johnsomet al,1994).

- O célculo estrutural foi realizado para seremadas 600 estruturas. Desse numero, foram
selecionadas as 20 estruturas de menor energleetgbar meio do programa MOLMOL (Koraet al,
1996), elas foram agrupadas de modo a se obtedtomsobreposicdo das estruturas. Dessas estruturas
sobrepostas, foi obtido o valor de RM3Ropt Mean Square Deviatippara parte da validacao do célculo.



2.1.2 METODOS

2.1.2.1. Procedimento Geral
Ambas as cadeias foram sintetizadas em fase satitizando a estratégia Fmoc, iniciando-se do
residuo de amino&cido-terminal em direcdo a extremidadeerminal, de forma a serem obtidas cadeias

com a extremidad€é-terminal amidada.

2.1.2.1.1Preparacéo da Resina

O primeiro procedimento da sintese constitui ngamagdo da resina. Isto é feito primeiramente
colocando a resina seca no recipiente em que aaemprrera. Em seguida, verte-se sobre a resina um
pequeno volume de DCM (em geral 5 mL séo suficeentes deve ser, acima de tudo, um volume capaz de
cobrir toda a resina). A resina deve ficar em dontmm o DCM por cerca de 10 minutos. Findo este
periodo de tempo, deve-se remover este solventm@iorde uma bomba para criar um vacuo. Em seguida,
deve-se repetir este processo por mais trés Vegesetapa é importante, pois o DCM aumenta a fciper

de contato da resina, dando a esta um aspectdinfiido”, o que facilita o acoplamento dos aminidés.

2.1.2.1.2Desprotecao da Resina

Em seguida, sucede-se a desprotecdo da resina Aesio os derivados de aminoacido, resinas
que originam peptideos amidados na extremidatkrminal encontram-se protegidas pelo grupo FrAoc.
remocao desse grupo é feita utilizando-se uma &olde piperidina ou 4-metil-piperidina em DMF, na
concentragdo 20% v/v. Esta solugdo para a despmté@dicionada ao frasco da reacdo, a um volume
suficiente para cobrir toda a resina. Submetefsasco a agitacdo moderada, por cerca de 5 mieytes
seguida, remove-se a solucéo de piperidina por deigdcuo. Repete-se este procedimento por mass dua
vezes, porém com um tempo de agitacdo de 10 mirlasds procedimento deve garantir a desprotecéo de
toda a resina, para que nao se tenha diminuicdiée grandes do rendimento final da reacdo. Em segui
deve-se lavar a resina com DMF, IPA e DCM, nestigrore alternadamente, por trés vezes, removendo-se
cada solvente aplicando-se vacuo sobre o recipiBotefim, deve-se fazer o teste de Kaiser paraguar a
desprotecdo da resina. Neste caso, o teste deywsiEivo, ou seja, 0s grdos da resina devem bstar

azuis. Este procedimento de preparo da resina taesmresumido nesquema 2.1(p. 45).

44



I:resina I adigéo de DCM exposiGao ao solvente | Remogéo do DCM resina
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2) agitac@o
por 5 min
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| fregame}——
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desprotegida P

Esquema 2.1Preparacéo da resina amidada, com grupo protetoc,Hyara a sintese de peptideos.

2.1.2.1.3Sintese dos peptideos

Feita a preparacdo da resina, da-se inicio a eiptepriamente dita, que consiste em acoplamentos
consecutivos dos derivados de aminoacido a resineada acoplamento, deve-se verter sobre a resina
desprotegida uma solucdo contendo o derivado deodcido e as substancias ativadoras dissolvidos em
DCM e DMF na proporcédo 1:1. Para as duas caddiéizatam-se como ativadores HOBT e DIC que eram
misturados a cada aminoacido a ser acoplado namasagiantidades de equivalente molar. O frascoacom
solucéo supracitada é entdo submetido a agitacéerada durante todo o tempo de reagdo. Finda aaeag
realizam-se quatro lavagens de DMF, alcool isofioap{IPA) e DCM intercaladas, tal qual a lavagesitef
na etapa de preparacdo da resina e, apos, o e¥aiser que, depois da reacdo de acoplamento, deve
apresentar resultados negativos, ou seja, os deéiesina devem mostrar-se claros, em suas Cogasais.
Se o resultado for realmente negativo, submetessst@ma a desprotecao do grupo amino do ultinidues
acoplado, se nao, deve-se repetir a reacédo deaaveqmio até que o teste seja negativo. A desproéefgia
utilizando-se uma solugédo 20% v/v de piperidinadeu4-metil piperidina adicionada sobre a resinama
volume suficiente para cobri-la completamente. $esia €, em seguida, submetido a agitacdo moderada.
Em geral a desprotecdo é realizada em duas etdpak? minutos cada, sendo que a solucdo para a
desprotecéo é retirada do frasco entre as duaasetdfpvamente, realiza-se o teste de Kaiser @sta gez,

devera apresentar resultados positivos, ou sejgrdos, ao final do tempo de aquecimento devemn dsta



uma coloragcdo marrom escura, azulada ou arroxetetendendo do ultimo residuo acoplado ou das
caracteristicas da cadeia que esta sendo sintetiZah seguida, acopla-se o préximo residuo de
aminoacido. As etapas desse procedimento repeteatesgue todos os residuos de aminoacido sejam
acoplados. Quando isso ocorrer, a resina (com eiaxgptidica ligada a ela) é submetida a clivagem,
liberando, entéo, a cadeia peptidica amidada.Estecolo € ilustrado nBsquema 2.2

Acoplamento:
X Eg. Aminoacido
X Eq. HOBt

X Eq. DIC

Teste de Kaiser

N éol

Reacoplamento

lia

Desprotegao:

20% v/v piperidina

ou 4-metil piperidina

Nova desprotecéao Teste de Kaiser

l l Préximo acoplamento

Positivo

Esquema 2.20rganograma do protocolo utilizado nas sintesesatdsias 1 e 2 da distinctina.

2.1.2.1.4Clivagem dos peptideos

Ambas as cadeias foram clivadas com solucdo d@®de acido trifluoroacético (TFA), 2,5% de
agua Mili-Q, 2,5% de etanoditiol (EDT) e 1% deswjpropilsilano (TIS), seguindo-se o protocolo padfé
clivagem da estratégia de sintésaoc Para se realizar a clivagem, deve se utilizavalome de 10 a 25
mL dessa solucdo por grama do sistema resina-peptftliciona-se esse volume ao frasco em que se
encontra a resina a ser clivada e mantém-se mfsst agitacdo moderada durante o tempo reacigul,
€, em geral, cerca de 1h30min. Apés o fim da reagdpeptideo estara solubilizado nessa solucdo de
clivagem juntamente com 0s grupos protetores dasias laterais, e ndo mais ligado a resina. Seggara-
entdo, a fase liquida da resina, transfere-a aubmfalcon, submetendo-a & acdo de nitrogénio ggsas
evaporar todos os compostos volateis utilizadosfod®a a restar, na fase liquida, basicamente agua,
peptideo e os demais produtos secundarios. Coasidegue se chegou a esta condi¢cado quando o vdme
solucdo de clivagem ndo estiver mais reduzindo.nffioe adicionado ao tubo certo volume de éter
diisopropilico (aproximadamente 10 mL) previameasifriado em banho de gelo. O sistema é centrifugad
e as fases soélida e liquida sdo separadas. Novanaglitiona-se o éter ao soélido restante e, masuan,
centrifuga-se a amostra e separa-se o liquido liflosdepetindo-se este passo por pelo menos méss t

vezes. Ao fim das centrifuga¢des, quando o sélgliver bem compactado, este é dissolvido em agua de
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alto grau de pureza e a amostra é, por fim, |&fida, para o produto ser caracterizado e purificedo

procedimento de clivagem esta representadésgpema 2.3

Resina + peptideo

Solugéo de
clivagem

|

~1h30min de reagdo
(agitagc@o moderada)

|

1 - - Reducéo de
Fase sélida Fase liquida volume por N,
9

(resina) l
l Adicéo de éter
Descarte ou diisopropilico
recuperacgao l

~5X Centrifugagéo

—} Fase sélida ‘ ’ Fase etérea ‘
. Solubilizagédo
pepideo [+ Liotizagao || SOUDzaco ||

Esquema 2.Representacdo do protocolo da reacéo de clivagsrpeptideos

2.1.3. SINTESE DA CADEIA 1 DA DISTINCTINA

A cadeia 1, cuja seqUéncia encontra-s&atzela 2.1 foi sintetizada utilizando-se 220 mg de resina
da marca Rink, com grau de substituicdo 0,63 mmolietivando-se obter cerca de 350 mg de peptideo
bruto ao final da sintese. Como se tratava de esiaa amidada, a sintese se deu a partir da edtadet-
terminal em direcdo &l-terminal. Desta forma, o primeiro acoplamento doi residuo 1le22 e o ultimo
acoplamento, do residuo Glul. Utilizou-se, parasaas reagentes envolvidos na sintese uma quaatidad
4 equivalentes molares em relacdo a quantidaderagpalo produto final. Como ativadores foram
utilizados, para cada acoplamento, 85,7 miy-tédroxibenzotriazol (HOBt) anidro da marca Novaihiem
e 88 uL de N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) da marca Sigma-Aldri Foram utilizados ainda
aminoacidos da marca Novabiochem com as cadesailaprotegidas quando necessario.

Tabela 2.1.Seqiiéncia do mondmero Cadeia 1 da distinctina.

Monémero Seqliéncia Peptidic

Cadeia ENREV PPGFT ALIKT LRKCEK II-NH;
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As condi¢Bes reacionais foram as mesmas para toslagcoplamentos, variando-se somente o
aminodcido utilizado em cada etapa. O tempo reatfwara o primeiro acoplamento foi de 3h30min eapa
os demais acoplamentos, foi de cerca de 1h30mids Aptérmino da sintese, deu-se inicio a etapa de
clivagem. A clivagem foi realizada utilizando-sebs® a resina utilizando-se a solucdo descrita

anteriormente (p. 46).

2.1.4. SINTESE DA CADEIA 2 DA DISTINCTINA.

A cadeia 2, cuja sequéncia encontra-sd alzela 2.2 foi sintetizada a partir de 313 mg de resina
amidada Tentagel SRAM com grau de substituicdo,d@ thmol/g. A sintese foi planejada de forma a
produzir aproximadamente 250 mg do peptideo, comeagéo isotopica porN no residuo de leucina na
posicéo 16 (Leul6). O primeiro acoplamento foiizealo utilizando-se reagentes a 4 equivalentesremla
em relagdo a quantidade final de peptideo. Assimocoa sintese da cadeia 1, a seqiéncia de reagdes d
acoplamento se deu da extremid&@deerminal para aN-terminal, ou seja, do residuo de valina na posicao
25 da estrutura primaria (Val25) para o residuagp@ragina na posicao 1 (Asnl). As quantidadezaails
para os ativadores HOBt e DIC foram, respectivaeéesit,7 mg 53iL.

Tabela 2.2.Seqiiéncia do mondmero Cadeia 2 da distinctina.

Monémero Sequéncia Peptidica

Cadeia . NLVSG LIEAR KYLEQ LHRKL KNCKYV -NH,

A clivagem foi realizada de forma anéloga a realgcolivagem da cadeia 1, utilizando-se 4 mL da

solucéo de clivagem.
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CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO



3.1. SINTESE DAS CADEIAS DA DISTINCTINA

3.1.1. ANALISE CROMATOGRAFICA DE AMOSTRAS DA CADEIA 1.

Algumas amostras da Cadeia 1 obtidas previament&@rgstizador automatico (CH1-A, CH1-
B e CH1-C) foram utilizadas para estabelecer cd@rdigle analise e purificagdo por CLAE, apesar de
apresentarem bem degradadas com aspectos Umidssueecidas. ATabela 3.1 apresenta as
condi¢cbes de analise da amostra CH1-C-1Figura 3.1 mostra o cromatograma obtido nas
condicBes dadas pela Tabela 3.1. O baixo grau cezgwo peptideo foi evidenciado pelo grande
namero de picos até um tempo de reten¢gode 24 min, destacando-se os picos em tempo de
retencdo de 25,7, 28,9 e 30,9 min (FCH1-C-1, FCHL&FCH1-C-3, respectivamente), sendo um
desses provavelmente o mondémero da Cadeia 1 mn $&r mais abundantes e pelde polaridade
similar a peptideos e proteinas. Os pico$r daaior do que 31 min podem ser devidos a impurezas

em concentracdes significativas.

Tabela 3.1.Variagdo da composicdo da fase movel com o temmmédiise CH1-C-1, sob um fluxo
de 1,0 mL/min.

Agua (0,1% viv TFA) Acetonitrila (0,08% v/v TFA) Trgo (minutos)
100% 0% 0
0% 100% 60

Tempo de retencao (min)

Figura 3.1. Perfil de CLAE da amostra CH1-C, nas condi¢cdesismdH1-C-1 (coluna analitica
Microsorb C18; fluxo de 1 mL/min; solventes A;®HITFA (10:1) e B: ACN:TFA (100:8); gradiente
linear de 0 a 100% em 60 min.
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As condicdes dadas rieabela 3.1forneceram uma boa resolugdo dos sinais. No entant
tempo de analise nessas condicdes foi restritigain®y as condicdes foram alteradas para se obter
uma menor duracao do experimento. A Tabela 3.Zapta as condi¢cdes de analise da amostra CH1-
C-2, agrupando as impurezas em um tempo de amabsémo a 10 min todos os picos que foram
registrados em até 20 min nas nas condicdes am®ifogura 3.1, p. 50) Os picos correspondentes a
FCH1-C-1 e FCH1-C-2 daigura 3.1 seriam esperados de 10 a 20 min e a faixa iscardé 20 a 30
min para resolver melhor a regido correspondent@ie® de FCH1-C-3. Pelo cromatograma da
Figura 3.2, os picos atribuidos a FCH1-C-1 e FCHA fGram registrados em tempos de retencéo de
15,4 e 19,1 min, respectivamente. Nestas condigbes;o correspondente a FCH1-C-3 kigura
3.1 (p. 50) foi registrado em um tempo de retengcd@2ld min e com menor intensidade relativa
(Figura 3.2). Em 25 min de andlise foram registrados todosirzss de interesse. Assim, o gradiente
da fase moével dada reabela 3.2fornece uma andlise mais efetiva em tempo bem mergmm

menos gasto de solventes.

Tabela 3.2.Variacdo da composicao da fase movel com o temmnébise CH1-C-2, sob um fluxo
de 1,0 mL/min.

Agua (0,1% v/v TFA)| Acetonitrila (0,08% v/v TFA) o (minutos)
100 % 0% 0
60% 40% 10
55% 45% 20
55% 45% 30
0% 100% 40
0% 100% 50

45.152]
45 747
B
4g.011)

File: e:istandatatvictanuitore : 17,8213 Mlinut
Channel: 1= 225.00 nm Results ¥:9.83mAU
Last recale: A

18 T T T T
10 20 a0 40

Tempo de retencéo (min)

Figura 3.2. Perfil de CLAE da amostra CH1-C sob a condicdo CHA-(coluna Microsorb C18;
solventes KO:TFA 10:1 e ACN:TFA 100:8).
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As mesmas condi¢cdes CH1-C-Papela 3.2 p.51) foram empregadas na analise das amostras
CH1-A e CH1-B. O cromatograma de CH1-Ridura 3.3, p.52) apresenta um perfil semelhante ao
de CH1-C Figura 3.2, p.51). Porém, os picos FCH1-AtH 15,3 min) e FCH1-A-2t{= 19,1 min)
sdo correspondentes respectivamente aos picos H&-E€l e FCH1-C-2 do cromatograma da
Figura 3.2 (p.51) e com menores intensidades relativas. @ die FCH1-A-3 tf= 22,4 min)
correspondente a FCH1-C-3 apresenta intensidadenteor em relagdo a CH1-€igura 3.2, p.

51).

45577
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Tempo de retencao (min)

Figura 3.3 Perfil de CLAE da amostra CH1-A sob a condicdo @H2-(coluna Microsorb C18;
solventes KHO:TFA 10:1 e ACN:TFA 100:8).

A Figura 3.4 apresenta o cromatograma da amostra CH1-B. OdedeCH1-B-3 {f = 22,2
min) correspondente a CH1-C-3 no cromatograméigiara 3.2, (p. 51), apresenta maior intensidade
do que os picos de FCH1-B-t £ 15,4 min) e FCH1-B-2t( = 19,1 min), relativos a FCH1-C-1 E
FCH1-C-2, respectivamente. A relacdo das fracOeeus respectivos tempos de retencdo estdo

mostrados ndabela 3.3(p. 53).

Tempo de retencao (min)

Figura 3.4. Perfil de CLAE da amostra CH1-B sob a condicdo @HZ-(coluna Microsorb C18;
solventes KHO:TFA 10:1 e ACN:TFA 100:8).
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Tabela 3.3.Fracdes coletadas nas analises cromatograficaanuastras AKig. 3.3 p. 52), B Fig.
3.4, p. 52) e CKig. 3.2 p. 51), apresentadas de acordo com seus respeivpos de retengéo.

Fracbes Tempos de retencdo médios aproximadosg (min.
FCH1-A-1, FCH1-B-1, FCH1-C-1 154
FCH1-A-2, FCH1-B-2, FCH1-C-2 19,1
FCH1-A-3, FCH1-B-3, FCH1-C-3 22,4

As fragdes FCH1-A-1, FCH1-A-2, FCH1-A-3, FCH1-BACH1-B-2, FCH1-B-3, FCH1-C-1,
FCH1-C-2 e FCH1-C-3 foram recolhidas sequencialmaat coluna semi-preparativa, liofilizadas e
enviadas para analise por espectrometria de M&E8#&s A Figura 3.5 mostra o perfil CLAE da
purificacdo da amostra CH1-C. As fracGes da am@tta-B ndo apresentaram quantidade suficiente

de produto para analise e, portanto, foram obt@ofonogramas de massas apenas para as outras
duas amostras.

maU

Tempo de retencdo (min)

Figura 3.5. Perfil CLAE da purificacdo da amostra CH1-C soloadicdo CH1-C-2, com um fluxo
de 4,5 mL/min, destacando FCH1Cti<£ 11,6 min), FCH1C-2t( = 13,5 min) e FCH1C-3n = 14,1
min); coluna Dynamax C18 e solventesTFA 0,1% e ACN:TFA 0,08%

A Figura 3.6 (p. 54) apresenta o ionograma por espectrometmaadsas da fracdo FCH1-A-1.
Alguns picos podem ser destacados, como 0s retpstramm/z 2219,640, 2397,848, 2412 ,666,
2377,596, além do pico em/z2460,704 predominante nos trés ionogramas. O ranwg da fragédo
FCH1-C-1 Figura 3.7, p. 54) apresenta o pico-base ewnz 2168, seguido do pico em/z 670.
Nenhm pico corresponde ao valor de massa/cargandmadlecular da Cadeia 1, indicando que essas

fracBes correspondem a produtos secundarios dsaint
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(a) T T (b)

Cmiz

Figura 3.6.lonogramas: (a) da amostra CH1-A-1 e (b) da fr&@d1-C-1.

As Figuras 3.7 e 3.8 mostram os ionogramas por EM das fracdes FCH1eAFZH1-C-2,

respectivamente. O pico-base ez 2525, encontra-se préximo a massa molecular daiacad(cujo
valor calculado é de 2526 g/mol), podendo ser wittih ao picoM ™ —1, além de um sinal em/z

1263, correspondendo ao pibb** conforme mostra a&iguras 3.7e 3.8

2611601
asqos2  ATILIS3 2009316221457 26707111

Figura 3.7.lonograma da fracdo FCH1-A-2 da amostra CH1-A

(@) ).

aaaaaaa

Figura 3.8. (a) lonograma da fragdo FCH1-C-2; (b) ampliacdo dadwegiroxima ao pico do ion
molecular.
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As Figura 3.9 apresentas ionogramas das fragbes FCH1-A-3 e FCH1-C-3. Hrhoa o0s
ionogramas pode-se verificar apenas um pico-basm/eb73, indicando haver predominantemente

um produto secundario nessas amostras.

7777777

@) T T (b)
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sssssssssssss

Figura 3.9.lonogramas (a) da amostra CH1-A-3 e (b) da fragid FC-3.

3.1.2. SINTESE DA CADEIA 1

A sintese da Cadeia 1 foi feita manualmente, psti@atégia Fmoc (Chan e White, 2000). O
sentido de acoplamento € apresentadoTabela 3.4 O acoplamento e a desprotecdo foram
acompanhados pelo teste de Kaiser, um teste dialifgara a identificagdo de aminas primarias.
Assim, a presenca de grupos amino livres na se@lipaptidica é evidenciada pela cor parpura nos

gréos em que o teste é realizado.

Tabela 3.4. SeqUéncia peptidica da cadeia 1 da distinctina, aoordem de acoplamento dos
aminoacidos
Peptideo Sequéncia peptidica
Cadeial ENREV PPGFT ALIKT LRKCK 1]
22212019 18 1716 15 1413 121110 9 8 76 5 4 321

A sintese da cadeia 1 foi realizada eficientemeamdie necessitando de reacoplamentos. A
Tabela 3.5(p. 56) mostra as quantidades dos demais reagailizados para cada etapa, bem como
os resultados de acoplamento e desprotecdo attagédestes de Kaiser. Apds a concluséo da sintese,
foi realizada a etapa de clivagem, utilizando-selac¢ao descrita anteriormente (p. 46) sobre aaesi

Foram obtidos 286 mg do peptideo bruto ao finadideese, consistindo em 95% de rendimento.
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Tabela 3.5.Acompanhamento da sintese da Cadeia 1 — ENREV PRGIKT LRKCK II-NH ».

Numero do Derivado de Acoplamento Desprotecdo
Acoplamento Aminoécido Massa de Teste de Reacoplamento Solvente Tempo de| Tempo de Teste de
Aminoacido Kaiser reacdo desprotecéo Kaiser

1 Fmoc-lle-OH 198 mg Negativo N&o DMF 3 h 30 min Mib Positivo
2 Fmoc-lle-OH 198 mg Negativo N&o DMF/DCM 1:1  1(8in 12 min Positivo
3 Fmoc-Lys(Boc)-OH 262 mg Negativg Nao DMF/DCM 1i11 h 30 min 12 min Positivo
4 Fmoc-Cys(Trt)-OH 328 mg Negativa N&ao DMF/DCM 1i11 h 30 min 12 min Positivo
5 Fmoc-Lys(Boc)-OH 262 mg Negativd N&o DMF/DCM 111 h 30 min 12 min Positivo
6 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 363 mg Negativo N&o DMF/DCM 1:11 h 30 min 12 min Positivo
7 Fmoc-Leu-OH 198 mg Negativa N&ao DMF/DCM 1:1  1Chr8in 12 min Positivo
8 Fmoc-Thr{-Bu)-OH 223 mg Negativo Nao DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo
9 Fmoc-Lys(Boc)-OH 262 mg Negativa Nao DMF/DCM 1i11 h 30 min 12 min Positivo
10 Fmoc-lle-OH 198 mg Negativo Nao DMF/DCM 1:1  BGvmin 12 min Positivo
11 Fmoc-Leu-OH 198 mg Negativd N&o DMF/DCM 111 3Chmin 12 min Positivo
12 Fmoc-Ala-OH 174 mg Negativo Nao DMF/DCM L:L  BOmin 12 min Positivo
13 Fmoc-Thr(-Bu)-OH 223 mg Negativo N&ao DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo
14 Fmoc-Phe-OH 297 mg Negativo N&o DMF/DCM 1{1  30hmin 12 min Positivo
15 Fmoc-Gly-OH 120 mg Negativo Nao DMF/DCM 1:1  BGvmin 12 min Positivo
16 Fmoc-Pro-OH 189 mg Negativd N&o DMF/DCM 1711 30min 12 min Positivo
17 Fmoc-Pro-OH 189 mg Negativa Nao DMF/DCM 1j1  30min 12 min Positivo
18 Fmoc-Val-OH 190 mg Negativo Nao DMF/DCM L:L  BOmin 12 min Positivo
19 Fmoc-Glu(Trt)-OH 248 mg Negativo N&o DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo
20 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 363 mg Negativd N&o DMF/DCM 1111 h 30 min 12 min Positivo
21 Fmoc-Asn(Trt)-OH 334 mg Negativa Nao DMF/DCM 1i11 h 30 min 12 min Positivo
22 Fmoc-Glu(Trt)-OH 248 mg Negativa Nao DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo




3.1.3. SINTESE DA CADEIA 2

A sintese da Cadeia 2 foi feita manualmente, patatégia Fmoc (Chan e White, 2000), com
resina amidada. O sentido de acoplamento € apaelentiTabela 3.6 da extremidad€-terminal
para a extremidadiE-terminal. O acoplamento e a desprotecdo foram panhados pelo teste de
Kaiser, um teste qualitativo para a identificac&oathinas primérias. Assim, a presenca de grupos
amino livres na sequéncia peptidica é evidenciada por purpura nos grdos em que o teste é
realizado.

Tabela 3.6. Sequéncia peptidica da Cadeia 2 da distinctina, aoordem de acoplamento dos
aminoacidos

Peptideo Sequéncia peptidica

Cadeia2 | NLVSG LIEAR KYLEQ LHRKL KNCKYV
2524 2322 21 2019 18 1716 145131211 10 98 7 6 54 3 2 1

A sintese foi iniciada com a resina mantida poni® em um meio para desprote¢éo (neste
caso, o meio utilizado foi a piperidina). Procedeua sintese pela etapa de acoplamento do primeiro
residuo, a valina, por uma reacdo de cerca de 240@s acoplamentos seguintes ocorreram sob
agitacdo moderada por um tempo de reacdo de ce@@ min.

Até o oitavo acoplamento (Argl8) a reacédo foi mala eficientemente.No entanto, o nono
acoplamento, adi¢éo do residuo His17, o resultadeste de Kaiser foi duvidoso, apresentando gréos
de resina mais escuros que o usual, sendo realimade@acoplamento com tempo de reacdo maior
(120 min). O mesmo procedimento foi realizado maraois acoplamentos subseqientes (adigcdo dos
residuos Leul6 e GInl15). Para os proximos acoplmseas reagentes de Kaiser foram preparados
recentementes, mantendo o tempo de reacdo por tROApenas nos dois uUltimos acoplamentos,
realizaram-se as reacdes sob agitacdo moderadzmar de 150 min. Além disso, houve problemas
na desprotecdo do residuo Leu2, sendo que o tedt@ider apresentou graos de resina demasiado
claros. Adicionaram-se, entdo, algumas gotas denfK-305 da Sigma-Aldrich a fim de desagregar
0s grédos da resina, cuja compactacdo poderiaiggtadindo a acdo da solucdo de piperidina. Em
seguida foi realizada mais uma desprotecdo pori@0@bservou-se que, desta vez, os graos ficaram
mais escuros, mas, mesmo assim, ainda estavantlarais que o esperado.Tabela 3.7mostra um
resumo da sintese, com as massas utilizadas deagadaicido, tempos de reacéo e resultados dos

testes de Kaiser.
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Tabela 3.7Acompanhamento da sintese da Cadeia 2 — NLVSG RIEXLEQ LHRKL KNCKV-NH ,

Numero do Residuo de Acoplamento Desprotecdo
Acoplamento Aminoacido Massa de Teste de Reacoplamento Solvente Tempo de| Tempo de Teste de
Aminoécido Kaiser reacao desprotecao Kaiser

1 Fmoc-Val-OH 115 mg Negativo N&o DMF 3 h 30 min §i15) Positivo
2 Fmoc-Lys(Boc)-OH 158 mg Negativo N&ao DMF/DCM 1i1 1 h 30 min 12 min Positivo
3 Fmoc-Cys(Trt)-OH 198 mg Negativo N&o DMF/DCM 1i1 1 h 30 min 12 min Positivo
4 Fmoc-Asn(Trt)-OH 202 mg Negativo Nao DMF/DCM 11 1 h 30 min 12 min Positivo
5 Fmoc-Lys(Boc)-OH 158 mg Negativo N&ao DMF/DCM 1i1 1 h 30 min 12 min Positivo
6 Fmoc-Leu-OH 120 mg Negativo Nao DMF/DCM 11 1ChrBin 12 min Positivo
7 Fmoc-Lys(Boc)-OH 158 mg Negativo N&o DMF/DCM 1i1 1 h 30 min 12 min Positivo
8 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 219 mg Negativo N&o DMF/DCM 11 1 h 30 min 12 min Positivo
9 Fmoc-His(Trt)-OH 209 mg Ambiguo Sim DMF/DCM 1:1  h130 min 12 min Positivo
10 Fmoc-Leu*-OH 120 mg Ambiguo Sim DMF/DCM 1:1 2h 12 min Positivo
11 Fmoc-GIn-OH 124 mg Ambiguo Sim DMF/DCM 1:1 2h 2 rhin Positivo
12 Fmoc-Glu-OH 144 mg Negativo N&o DMF/DCM 11 2h 12 min Positivo
13 Fmoc-Leu-OH 120 mg Negativo N&o DMF/DCM 1i1 2h 12 min Positivo
14 Fmoc-Tyr{-Bu)-OH 155 mg Negativo Nao DMF/DCM 1:1 2h 12 min Positivo
15 Fmoc-Lys(Boc)-OH 158 mg Negativo N&o DMF/DCM 1]1 2h 12 min Positivo
16 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 219 mg Negativo N&o DMF/DCM 1i1 2h 12 min Positivo
17 Fmoc-Ala-OH 105 mg Negativo N&o DMF/DCM 1:1l 2h 12 min Positivo
18 Fmoc-Glu-OH 144 mg Negativo N&o DMF/DCM 11 2h 12 min Positivo
19 Fmoc-lle-OH 120 mg Negativo N&o DMF/DCM 1:11 2h 12 min Positivo
20 Fmoc-Leu-OH 120 mg Negativo N&o DMF/DCM 1i1 2h 12 min Positivo
21 Fmoc-Gly-OH 100 mg Negativo N&o DMF/DCM 1:11 2h 12 min Positivo
22 Fmoc-Set{Bu)-OH 130 mg Negativo N&o DMF/DCM 1:1 2h 12 min Positivo
23 Fmoc-Val-OH 115 mg Negativo N&o DMF/DCM 1:1L 2h 12 min Positivo
24 Fmoc-Leu-OH 120 mg Negativo N&o DMF/DCM 1i1 2thmin 20 min Ambiguo
25 Fmoc-Asn(Trt)-OH 202 mg Negativo N&o DMF/DCM 1j1 2 h 30 min 20 min Posiivo
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3.1.4. PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS

3.1.4.1 Purificacdo e caracteriza¢do da Cadeia 1

A partir das condicdes experimentais das analisessgdectrometria de massas e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) no estudo das amostrad 8BHCH1-B e CH1-C (ver item 3.1.1), a Cadeia 1
apresenta urtr = 19,4 min Tabela 3.3 p. 53). A analise por CLAE da Cadeia 1 sintetizathnualmente

apresenta um pico muito intensotde 19,8 min Figura 3.10, confirmando o produto desejado.

Tempo de retengdo (min)

Figura 3.10.Perfil CLAE da amostra bruta da Cadeia 1 sintetizadnualmente (método CH1-C-2 descrito
naTabela 3.2- p. 51; coluna Microsorb C-18; solventesC:HTFA 0,1% e ACN:TFA 0,08%.

O produto bruto (40 mg) foi purificado por CLAE,naanjecdes de 200L de solugdo 5 mg/mL da
amostra em coluna semi-preparativa. O perfil crogrdfico resultante dessa purificacdo é apresentado
Figura 3.11 Todas as aliquotas referentes ao produto foramidas e liofilizadas, obtendo-se 30 mg
(rendimento de 75%) de produto. As condi¢bes deofl gradiente utilizadas encontram-se resumidas na
Tabela 3.8(p. 60). O fluxo utilizado foi de 3.0 mL/min e tr = 17.1inm

¥

A7 T 1

‘fempo de retencéo (min)

Figura 3.11.Perfil CLAE da amostra purificada da Cadeia 1 sirdedla manualmente (método descrito na
Tabela 3.8— p. 60; fluxo de 3,0 mL/min; coluna Dynamax C&8jventes HO:TFA 0,1% e ACN:TFA
0,08%).



Tabela 3.8.Gradiente utilizado para a purificacdo da cade&ripregando fluxo de 3,0 mL/min.

Agua (0,1% v/v TFA) Acetonitrila (0,08% v/v TFA) Mo (Mminutos)
100 % 0% 0
60% 40% 10
55% 45% 20
0% 100% 25

3.1.4.2.Purificacéo e caracterizacdo da Cadeia 2

ApOs a liofilizacdo da Cadeia 2 sintetizada maneabe, foi realizada analise por CLAE. O produto
(1,0 mg) foi dissolvido em 1 mL de 4gua e as aegdlieram realizadas por inje¢Ges deR@essa solugéao.
Inicialmente foi empregado um gradiente de 100%catiecdo de 0,1% de TFA em agua e, no final, de 100%
de solucdo 0,08% de TFA em acetonitrila, por 6 (habela 3.9. O cromatograma resultante € mostrado na
Figura 3.14.

Tabela 3.9.Primeiro gradiente utilizado para analise da ca?le@anpregando fluxo de 3,0 mL/min

Agua (0,1% viv TFA) Acetonitrila (0,08% v/v TFA) Mo (minutos)

100% 0% 0

0% 100% 6C

mALl

Figura 3.12.Perfil de CLAE da Cadeia 2 sintetizada manualméetadic6es dadas na Tabela 3.9; coluna
Microsorb C18; solventes B:TFA 0,1% e ACN:TFA 0,08%).
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O cromatograma daigura 3.12 (p. 60) registra um pico intenso ém= 27,6 min, indicando um alto
grau de pureza do produto sintetizado. Para dimimiempo de andlise e resolver melhor os picos nas
regibes proximas ao da Cadeia 2, foi utilizado wadiggnte com duracdo de 40 minutos, conforme descri

naTabela 3.10 Nesta andlise o pico predominante foi registragddr = 27,5 min, conforme mostrado na
Figura 3.13

Tabela 3.10.Segundo gradiente utilizado para a analise do pooohtido da sintese da cadeia 2. O fluxo
para este gradiente foi de 3,0 mL/min.

Agua (0,1% viv TFA) Acetonitrila (0,08% v/v TFA) mMgo (nimutos)
100% 0% 0

75% 25% 10

50% 50% 35

0 100% 40

100

Tempo de retencéo (min)
Figura 3.13.Cromatograma do produto de sintese da cadeializantio-se o gradiente descrito na Tabela
3.10 (coluna Microsorb C18, solventegHTFA 0,1% e ACN:TFA 0,08%).

A purificacdo do produto de sintese da Cadeia 2rdalizada apds terem sido estabelecidas as
condi¢cBes de andlise. As condic8es utilizadas s8oritias nalabela 3.1Q porém com um fluxo de 4,5
mL/min. Uma solu¢éo do produto foi preparada a goracentracdo de 5 mg/mL, injetando-se 20Qde
cada vez. O cromatograma obtido é mostradoFigara 3.14 (p. 62). Durante a purificacdo, foram

recolhidas duas fragBes: FCH2-1, que consistiu gmpico de intensidade muito baixa, com tempo de
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retencdo muito préximo ao do sinal principal, e R que consistiu no pico predominante do
cromatograma.

12407 |
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200 Width: 8.0 sew
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-32
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Minutes

Tempo de retencdo (min)

Figura 3.14.Cromatograma do produto purificado da sintese daig®, nas condi¢8es descritasahela
3.10

Ambas as fracdes foram recolhidas e liofilizadas paalise por espectrometria de massas. Apesar de
quantidade recolhida de FCH2-1 n&o ter sido sufieipara andlise, pbde-se obter o ionograma de 2CH2

(Figura 3.15, que confirmou ser esta fracdo a cadeia 2, urnajwe foram observados picos enfz2952,

correspondendo 8 * -1, e dem/z 1479, relativo aM 2+ Além disso, pode ser verificar o alto grau de

pureza apresentado pelo produto final da sintese.

2052704 2052.704
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Figura 3.15.(a) lonograma da fracdo FCH2-2; (b) ampliacdoeatpdo do ionograma proxima ao pico do
ion molecular.
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3.2. DICROISMO CIRCULAR (CD)

Os estudos de dicroismo circular (CD) foram realis com o intuito de serem obtidas informacdes
a respeito das estruturas secundarias de ambo®mdnmaros da distnctina (Cadeia 1 e Cadeia 2), em
diferentes concentracbes de TFE, que foi o melzadbo nos experimentos de RMN. A literatura regist
que 2,2,2-trifluoroetanol é um solvente que promafermacao de ligacdes de hidrogénio intramoleesla
em regides de peptideos onde h& tendémdialicoidal, porém ndo induz estruturas onde naedsa
tendéncia (Goodmaet al, 1971; Marioret al, 1988; Brusch e Gierasch, 1990; Blamtal, 1994; Gesell
et al, 1997).

O espectro de CD do mondmero Cadeia 1, mostradéiguma 3.16, indica um certa tendéncia
desse peptideo em adotar a formaelicoidal. Isso é evidenciado pela presenca da tegido positiva
préoximo a 190 nm, correspondente a uma transicdm , seguida de dois minimos com valores negativos
em 205 nm e em 220 nm, correspondendo as transicdes e n—x, respectivamente. Entretanto, se
comparado ao padrao desse tipo de estrukigar@ 1.24, p. 39), percebe-se que os minimos do espectro
registrado para a Cadeia 1 ocorrem a uma menarsidegde e sdo menos definidos. Isso sugere queramb
haja estrutura-hélice, esta ndo se encontra presente em grameduapeptideo, coexistindo com outras
formas. Todavia, foi também observado que o aumgatooncentracédo de TFE favorece a fooatglice
desse peptideo, ocorrendo um maximo de estrutueag6®o de TFE.

— 10% TFE

20% TFE

so00] /' — 40% TFE
) 60% TFE

80% TFE

4000/

14
20004 ||

-2000
-4000

-6000

T T T T T T T T T T T T ]
190 200 210 220 230 240 250

Elipticidade Molar por Residuo (6 x 10”/graus cm’ dmol™)

Comprimento de Onda (./nm)

Figura 3.16.Espectros de dicroismo circular (CD) do monémerde@al da distinctina, em 10% de TFE
(vermelho), em 20% de TFE (magenta), em 40% de (BE&), em 60% de TFE (preto) e em 80% de TFE
(marrom).



O espectro de CD da Cadeia EBigura 3.17) mostrou uma forte tendéncia-helicoidal,
correspondendo perfeitamente ao espectro padrasa destrutura secundaridigura 1.24, p. 39),
apresentando dois minimos na regido negativa, €me2P22 nm. Foi observado também o aumento da
estruturacdo com o aumento da concentra¢do de @aRBlacdo, apresentando um méximo de estruturagéo
em 80% de TFE, assim como observado para a Cadé&atrktanto, se comparada a este monémero, a
Cadeia 2 apresentou uma predominancia de esturuglice, evidenciada pelo espectro com os minimos e
maximo bem definidos.

—10% TFE
—20% TFE
——40% TFE
2000000 Y Scale 60% TFE
bxsaai 80% TFE

10500 A
7000 ]

3500 {/’

-3500 A

-7000 +

T T T T T
195 210 225 240 255

Elipticidade Molar por Residuo (6 x 10‘3/grau cm’ dmol'1)

Comprimento de Onda (3./nm)

Figura 3.17.Espectros de dicroismo circular (CD) do monémerde@a2, da distinctina em 10% de TFE

(azul), em 20% de TFE (preto), em 40% de TFE (véra)eem 60% de TFE (magenta) e em 80% de TFE
(marrom).
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3.3. ANALISE CONFORMACIONAL POR RESSONANCIA MAGNETI CA
NUCLEAR

A andlise estrutural da distinctina em sua formgereeimérica e com as extremidadeserminal
carboxiladas em ambas as cadeias foi realizadai@ntente por RMN em solucdo aquosa (Raimoetdo
al., 2005). Como resultados desse estudo, ambas @&sasadjuando condensadas no heterodimero,
apresentam-se preferencialmente em solucdo aquosarma a-helicoidal e como tetrAmero (estrutura
quaternaria composta por dois dimeros, mantiddigegdes de hidrogénio). No entanto, ndo sdo descri
na literatura estudos sobre a estrutura do hetessdiou dos seus mondmeros por RMN em meios que
mimetizam membranas. Nesta se¢cdo sera descritdliseanonformacional por RMN dos monémeros da
distinctina (Cadeia 1 e Cadeia 2).

Pelos estudos anteriores (Raimomdlal, 2005) e os dados de dicroismo circular, ambasdasias da
distinctina apresentam alto contetddo de formbslicoidais, tendo a cadeia 1 um contelido menaddex
presenca de residuos de prolina. Desta forma, foemtivados experimentos de RMN em que a forma
helicoidal fosse favorecida, obtendo-se mapas déonmw 2D TOCSY, NOESY'H ®N-HSQC e'H *C-
HSQC. Nesses experimentos foram empregados tefiaoold, (TFE-d,) em agua, na concentracdo 50%
v/v, com os peptideos amidados na extremidaterminal para favorecer adocao de formdeelicoidais.

A analise dos espectros de RMN foi realizada pedtodo de atribuicdo sequencial (Billetsral,
1982). Este método consiste na identificacdo taa® residuos de aminoacido por meio de mapas de
contornos TOCSY quanto da seqiiéncia peptidica elarentos de estruturas secundaria e terciaria por
meio de mapas de contornos NOESY. Outros experiaeramo'H *C-HSQC e'H ™N-HSQC foram
utilizados como fontes auxiliares de informaca@paelucidacdo estrutural e para resolver ambigéilda
analise dos outros mapas de contornos.

As atribuicdes dos hidrogénios iniciaram-se peldise dos mapas de contornos TOCSY, assinalando
0 maximo possivel de conectividades intra-residueigando-se em conta os padrées TOCSY descritos na
literatura para cada residuo (Wuthrich, 1986). &lestapa, priorizou-se a identificacdo de residuos
caracteristicos e/ou Unicos na sequUéncia peptigieanitindo a atribuicdo de forma inequivoca de
hidrogénios de uma determinada regido da sequpepiidica. Para ambas as cadeias teve-se como ponto
de partida o residuo de glicina, pois apresentaatmidades caracteristicas que facilita sua ifleatdo,
além de ser encontrado apenas um deste residuadarcadeia. Os residuos de aminoacidos aromaticos,
como fenilalanina (Cadeia 1) e tirosina (Cadeia 8% residuos de valina, isoleucina e alanina ebasms
cadeias auxiliaram também a elucidagdo estrutNaéntanto, como varios residuos idénticos enconsa
em ambas as cadeias, ndo se pOde concluir asigigbusomente pela andlise dos mapas de contornos
TOCSY.



A interpretacdo dos dados de RMN foi dificultaddaperesenca de varios residuos de lisina e
leucina, pois hidrogénios destes residuos apresetéslocamentos quimicos e padrdes de conectividade
muito similares entre si. Dessa forma, foram aadfis as correlagfes inter-residuais advindas da oep
contornos NOESY e de informag¢Bes complementares rdapas de contornos HSQC, que foram
importantes para interpretar correlagbes sobreposta especial, nos mapas de contornos TOCSY e
NOESY.

3.3.1. ANALISE POR RMN DA CADEIA 1 DA DISTINCTINA.

A Figura 3.18 mostra 0 mapa de correlacdo TOCSY da cadeia lasoatribuicbes de sinais. Pela

analise, foram identificados os sinais relativeesdduos caracteristicos, como glicina, fenilalaptreonina
e arginina e cisteina. Nessa etapa inicial, fortnbuddos os hidrogénios, f e amidicos de residuo da
sequéncia peptidica.
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Figura 3.18 Mapa de contornos TOCSY da cadeia 1 (600 MHz; -@ifi#,O 1:1) mostrando
conectividades intra-residuais dos tipos: ($)H4 e (b) H'/H”.

A Figura 3.19 p. 67, apresenta mapas de contornos NOESY d&chdegistrando as quatro regides
principais utilizadas para a elucidacéo estrututalcorrelacdes entre‘t¢ H', H' e H', H" e H, além de
correlagdes entre‘He H. De acordo com os dados de Dicroismo Circular @de@ 1, a regido entre a

extremidadeN-terminal e o residuo Pro7 ndo apresenta forehbslicoidais, diferentemente da regi&e
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helicoidal entre Gly8 e lle22. Apesar do residuo7Pndo se encontrar na regi@ehelicoidal, seus
hidrogénios puderam ser atribuidos pela proximideggecial com o residuo Gly8. A partir da atribaigé
hidrogénios do residuo Gly8, foram assinaladosolg@hnios de residuos adjacentes, até a extremidade
terminal da Cadeia 1. Em seguida, os sinais relati& hidrogénios dos residuos Glul a Pro6 foram

atribuidos
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Figura 3.19. Mapas de contornos NOESY da Cadeia 1 (600 MHz; -0 1:1) mostrando
conectividades inter-residuais dos tipos:da)i, i+1), du(i, i+2), dun(i, i+3) ed,n(i, i+4); (b) dun(i, i+1) e
dun(i, i1+2); () dgn(i, i+1) e (d)d,4(i, i+3).

A identificagdo dos sinais relativos aos hidrogérdo residuo de Gly8 foi realizada inicialmenteapel
atribuicdo de Mno mapa de contornd¥C-*H HSQC Figura 3.2, p. 68). A correlacdo entre*@ H foi
identificada inequivocamente por ser o Unico sdeddobrado de fase negativa registrado naquelaoregi

permitindo a atribuicdo estereoespecifica dos Hmirogénios K deste residuo. Além disso, o mapa de
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contornos TOCSY mostra correlagbes dos dois higiogéH com o hidrogénio amidico. O hidrogénio
amidico do residuo de Pro7 foi atribuido pelasetagbes NOESY do tipd(i, i+1) (Figura 3.193 p.67) e
ds(i, i+1) (Figura 3.19¢ p. 67) com os hidrogénios do residuo Gly8, aléncahfirmado pelo padréo de
correlacBes escalares de prolina no mapa de cost@i@CSY. O hidrogénio amidico do residuo Phe9 foi
atribuido pelo padrdo TOCSY. Os hidrogénios ararnétH e H foram atribuidos a partir das correlacdes
NOESY dedwn(i, i+1) ed,(i, i+1) com o residuo Gly8-{guras 3.19be 3.193 p. 67, respectivamente).
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Figura 3.20. Mapa de contorno$®C-*H HSQC da Cadeia 1 (600 MHz; TFE#d,0 1:1) mostrando
conectividades intra-residuais§ € H' (em destaque correlag6es do residuo Gly8).

Os sinais dos hidrogénios do residuo Alall foraentificados principalmente pela correlagcéo entre
¢’ e H no mapa de contorndSC-'H HSQC e pelo fato de n&o haver correlagbes corhumeroutro
hidrogénio de cadeia lateral além do& Mo mapa de contorndSC-'H HSQC sdo registradas duas
correlag@es relativas aos hidrogénios metilicotedesiduo. A atribuicdo foi confirmada pelas dagées
NOESY dos tiposl(i, i+2) (Figura 3.193 p. 67) edy(i, i+3) (Figura 3.19d p. 67) entre os hidrogénios da
Alall com Phe9 e Gly8, respectivamente.

A Cadeia 1 apresenta dois residuos de treonind0TeniThrl5. O residuo Thrl0 foi identificado pelo
sinal de RMN de'H com deslocamentos quimicos dos hidrogénios betaoeno dedy 3,9 ppm. A
atribuicdo dos hidrogénios do residuo Thrl0 folizada pelas correlacdes de n@g(i, i+1) (Figura
3.193 p. 67),dwn(i, i+1) (Figura 3.19h p. 67) edg (i, i+1) com Alall Figura 3.19¢ p. 67). Correlagdes
de nOe do tipan(i, i+1), d.(i, i+1) edsu(i, i+1) com Phe9 ndo foram observadas, pois os vati#es

deslocamento quimico de HN de ambos os residuasisio préximos, sobrepostos a outros sinais.
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O residuo Leul2 foi identificado pela correlaghgi, i+3) com Phe9Kigura 3.19d p. 67) e pelo
padrdo TOCSY caracteristico deste residuo. Apesdrager poucas correlagbes envolvendo esse residuo,
através da atribuicdo das correlacGes dos residijasentes foi possivel realizar o assinalamenticeda?2.

A identificacdo do residuo lle13 foi realizada petarrelacées com os hidrogénios do residuo Leadiip
dun(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67),dx(i, i+1) (Figura 3.19cp. 67) ed,(i, i+1) (Figura 3.19a p. 67). Além
disso, foram identificados os nOd;x(i, i+3) com Thr10 @l(i, i+4) com Phe9Rigura 3.193 p. 67).

O residuo Lys14 apresentou um grande numero delapies no mapa de contornos NOESY.
Correlagdes de nOe do tipin(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67),d(i, i+1) (Figura 3.193 p. 67) ed(i, i+1)
(Figura 3.19¢ p. 67) com llel3dyn(i, i+2) com Leul2 Kigura 3.19h p. 67) ed,(i, i+3) com Alall
(Figura 3.19d p. 67) permitiram identificar o residuo Lysl4pbeomo confirmar atribuicdes anteriores. O
residuo Thrl5 apresentou também correlacBes da@gosuficientes para o seu assinalamento. Aléso dis
0 padrdo TOCSY observado para Thrl0 foi utilizadoigentificacdo dos sinais do residuo Thrl5. As
correlagBes de nOe encontradas para a Thrl5 fatatn: i+3) com Leul2 d,(i, i+2) com llel3 Figura
3.193 p. 67) edun(i, i+1) (Figura 3.19h p. 67) eda(i, i+1) (Figura 3.19G p. 67) com Lys14.

O residuo Leul6 apresentou correlacdes escalaressens atomos de hidrogénio pouco sobrepostas,
permitindo a identificacdo através do seu padra€3® Além disso, foram observados sinais de nOe
referentes a Leul6 comubn(i, i+1) (Figura 3.19a p. 67),dun(i, i+1) (Figura 3.19h p. 67) e gh(i, i+1)
(Figura 3.19¢ p. 67) com Thri5¢(i, i+2) (Figura 3.19b p. 67) com Lys14 d(i, i+3) (Figura 3.193
p. 73) edy(i, i+3) (Figura 3.19d p. 67) com llel3.

O residuo Argl7 foi identificado pelas correlacd€3CSY de H com H, H e H, caracteristicas
desse residudrigura 3.18 p. 66). A atribuicdo de Hoi confirmada pelo mapa de contorrds¥-‘H HSQC,
através da correlacdo do sinal de nitrogéniade®3,5 com o sinal de hidrogénio ém7,1 Figura 3.21).

A inspecgédo do mapa de contornos NOESY permitibaitras correlagcdes de nOe do tdh@(i, i+1) eds(i,
i+1) com Leul6d,(i, i+3) com Lvs14 @l (i, i+4) com llel3.
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Figura 3.21 Mapa de contorno$N-‘H HSQC da Cadeia 1 (600 MHz; TFE4d,0 1:1) mostrando
conectividades intra-residuais entreeH\ dos residuos Arg3 e Argl7.



O residuo Lys18 foi identificado pelas seguintesetacdes de nOelyy(i, i+1) com Argl7,dun(i,
i+2) com Leul6 Kigura 3.19b p. 67) ed(i, i+3) com Thrl5 Figura 3.193 p. 67). A identificacdo de
Lys18 foi completada pela identificacdo do resi@ys19, que apresentou correlacdo de nOe dadfio
i+1) (Figura 3.193 p. 67),ds(i, i+1) (Figura 3.19G p. 67) edun(i, i+1) (Figura 3.19h p. 67) com Lys18.
Foram registradas ainda outras correlac6es de m@reresiduais, comd,(i, i+3) (Figura 3.193 p. 67) e
d,(i, i+3) (Figura 3.19d p. 67) com Leul6.

A presenca de uma correlagdo NOESY devida a n@edatrelativo a kldo residuo Cys19 na regido
dos hidrogénios amidicos permitiu a identificacaaebkiduo Lys20. Esta correlacao de nOe foi ciaasi
como sendo do tipdun(i, i+1) com Lys20 Figura 3.19hb p. 67). Essa atribuicdo foi confirmada por outras
correlagbes inter-residuais registradas no mapeodrnos NOESYd,(i, i+1) (Figura 3.193 p.67) e
dsn(i, i+1) (Figura 3.19¢ p. 67) com Cys19,(i, i+3) (Figura 3.19a p. 67) ed(i, i+3) (Figura 3.19d p.

67) com Argl7.

O residuo lle21 foi identificado a partir das ctagdes de nOey(i, i+1) (Figura 3.19h p. 67) e
den(i, i+1) (Figura 3.19a p. 67) com Lys20 e lle22, dén(i, i+1) (Figura 3.19h p. 67) ed,(i, i+1)
(Figura 3.193 p. 67) com lle21, de(i, i+2) (Figura 3.19b p. 67) com Lys20 e déy(i, i+3) (Figura
3.19d p. 67) ed.(i, i+3) (Figura 3.193 p. 67) com Cys19. Esses residuos apresentaranegatiOCSY
de residuos de isoleucina. Os hidrogénios do gantida na extremidade-terminal foram atribuidos pela
andlise do mapa de contorrids"N HSQC e pelas seguintes correlagdes de nOe iidenttifs:d (i, i+4)
com Cys19 al,\(i, i+2) com lle21.

ApGs a atribuicdo da regido alfa-helicoidal do fogu, foi realizada a atribuicdo dos sinais retegiv
aos demais residuos. O residuo Val5 foi considepaitioeiramente por ser o Unico residuo na cadeia 1
apresentar um padrdo TOCSY caracteristico que pedéaciimente confirmado pelo mapa de contornos
'H-3C HSQC. O mapa de contornos TOCSY mostra corresagéeesiduo Val5 bem definidas e intensas,
permitindo identificar os sinais relativos aos bglnios da cadeia lateral. O mapa de contornos NOES
mostra correlac¢des inter-residuais de Val5 e Glo4ipb dyn(i, i+1) (Figura 3.19h p. 67) eds(i, i+1)
(Figura 3.19¢ p. 67). O residuo Glu4 mostra correlag@es de dpod,(i, i+1) (Figura 3.193 p. 67) e
dun(, i+1) (Figura 3.19b p. 67) com o residuo Arg3, que foi identificada ppresentar os mesmos tipos de
correlacBes observadas para o residuo de Afg@dra 3.21, p. 69).

O residuo de Pro6 foi identificado pelo mapa detaowos TOCSY, por apresentar um padrao
semelhante ao observado para o residuo Pro7. Est® (esiduo apresentou correlacdes de nOe nao
observados para peptideos alfa-helicoidais, cdgio i+2) com Glu4,d, i, i+2) com Val5 ed,s(i, i+1)
com Pro7. Os residuos Glul e Asn2 foram identifisasgbmente pelo mapa de contornos NOESY e apenas

por correlac@es intra-residuais. Ndo se encontraanelacdes inter-residuais para estes residuos.
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Apesar dos mapas de contorrfids-‘H HSQC e**C-'H HSQC néo terem sido empregados de forma
tdo sistematica quanto aos mapas de contornos N@ERXCSY, os primeiros foram muito importantes na
confirmacédo das atribuicBes realizadas pela técr@@syY, por meio da investigacdo de sinais relato
hidrogénios de cadeias laterais, bem como na igwlde sinais sobrepostos. Os mapas de contorr@€HS
foram importantes principalmente quando os sinais thapas de contornos TOCSY se apresentaram
sobrepostos. Como nas dimensdes’Mee *C ndo foram observadas sobreposicdes de sinaisbaigio
de todos os residuos de aminoacidos da Cadeiaelspgddealizada de forma inequivoca.

Pela andlise realizada, a atribuicdo dos sinaisrésisluos da Cadeia 1 foi quase que totalmente
atribuida, exceto os grupos CH do residuo Glulrobhios M e nitrogénios N e nitrogénios N de
residuos de arginina e os grupos amino da pogid&oresiduos de lisina. Além disso, foi obtida usde
coerente de correlacdes de nOe, evidenciando uetbminancia da forma-helicoidal. A Figura 3.22
mostra um resumo das correlagBes de nOe caracesisge formax-helicoidal na Cadeia 1, indicando a
estrutura secundéria esperada do residuo de @yBeattremidad€-terminal da cadeidd Tabela 3.11(p.

72) mostra os deslocamentos quimicos'tdee *C* atribuidos para cada residuo da Cadeia 1. Tendo
concluidas as atribuicBes, pdde-se especificapos tle correlacdes devidas a nOe e, para cadasi@sd
tipos de nOe, foram estabelecidas as restricoelisthncia dos dados de entrada para o calculcteds

otimizacdo de geometria em nivel de dinamica mdadecu

1 2 3 4 5 & 7 3 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 | 22 23

E I3 E E W P P G F T A L I K T L E E C K I I |Amida

dn,n(s‘,ﬂ})

drx nelET)

Aoy gt 12y

de:r, nel 3]

oy gl i)

Ao g

danpeen)

dn, Hii+2)

Figura 3.22. Resumo dos tipos de nOe’s caracteristicos de farrhalicoidal presentes no mapa de
contornos NOESY do monémero Cadeia 1 em TEB-® (1:1).
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Tabela 3.11.Deslocamentos quimicos dos sinais de RMNHlee de'*C da Cadeia 1 (600 MHz; TFE-
d>:H,0 1:1; pH 8,0; 22 °C)

Deslocamentos Quimicos d (ppm)

Residuo NH CH CPH Outros c*
Glul - - - - -
Asn2 - - - - -
Arg3 8,35 4,39 1,92; 1,78 y-CH, = 1,67; 1,65 55,0

0-CH, = 3,21

e-NH =7,17
Glu4 8,18 4,47 2,20; 2,12 y-CH, = 2,40 54,5
Val5 7,80 4,44 2,05 y-CH, = 0,87 59,6
Pro6 - 4,73 2,44 y-CH, = 2,14 60,1

0-CH, = 3,90; 3,48

Pro7 - 4,45 2,37 y-CH, = 2,16 62,4
Gly8 8,41 4,03; 3,96 - - 45,7
Phe9 7.92 4,45 3,30; 3,24 0-CH=17,30 58,0

Thrl0 7,96 4,21 3,87 y-CH, = 1,27 22,9
Alall 7,71 4,10 1,48 - -
Leul2 7,73 4,11 1,67 - 57,1
llel3 7,99 3,65 1,90 y-CH, = 1,36 62,2
Lys14 8,17 3,92 1,92 y-CH, = 1,47 59,0

e-CH,= 2,95
Thrl5 7,90 4,56 3,95 y-CH, = 1,20 23,1
Leul6 8,67 4,13 2,03 y-CH, = 1,53 57,6
0-CH, = 0,85
Argl7 8,34 4,12 2,01; 1,92 y-CH, =1,73 54,5
0-CH, = 3,20; 3,13
&-NH =7,10
Lys18 7,91 4,16 2,10 y-CH, =1,74; 1,52 57,8

Cysl19 8,18 4,27 3,11; 3,02 - 60,5

Lys20 7,99 4,22 2,04 y-CH, =1,61 56,4
0-CH, =1,70

lle21 7,90 4,00 2,05 y-CH, = 1,23 61,4

lle22 7,76 4,15 1,92 y-CH, = 1,25 60,3

3.3.2. ANALISE POR RMN DA CADEIA 2 DA DISTINCTINA.

A atribuicdo dos sinais dos residuos da Cadeiai 2efdizada analisando inicialmente o mapa de
contornos TOCSY (Figura 3.Y1) nas regides de cagfEs envolvendo hidrogénios amidicos com
hidrogéniosz e das cadeias laterais. Isto foi possivel poiade@@ 2 contém muitos residuos caracteristicos,
tais como valina (Val3 e Val25), glicina (Gly5),garina (Arg1l0 e Argl8), tirosina (Tyrl2), asparagin
(Asnl e Asn22), histidina (His17) e cisteina (Cys2®m do residuo Leul6 marcado isotopicamente com
>N. Assim, pontos da sequiéncia peptidica da Cadéi@afn determinados e permitiram a atribuicéo dos
demais residuos. Assim mesmo, a atribuicdo dosssit@ ressonancia foi dificultada por diversas

sobreposicdes entre sinais referentes a residarisas entre si na seqiiéncia peptidica.

12



lan 314:23:19 2006 ( ) THN7HA Tue Jan 315:52:34 2006 oHN (b)
2LHN 21.HGL
3HN 3.HA 20Hn  9HBL
20.HB2 24HN 6.HN 6.HG
24HG1
= Y 13 HN 13 HG
16.HN 16.HA 15 S 18HE
- ) - ¥, 18HG? 10.HN
2.HN 2.HB 10He2
i 18.HN 18.HA @ 4 2LHN
13HN - o /0 BL
51 10 HE 10 HG1

2LHi
~23HN23HB  18HE 18HGL ’

6.HN 18HE 18, Ha 10.HE 10.HB1

25.HN 25.HA

- 16.HN
) 16.HB1 : ¥
L piHN 13HE gg:gi T
AN (<)
S 1LHN B

11HB

B
o]

13HA 5
40 @ o
14.HN 14.HA

HB1

9, 0
[+
a 19HZ
251 i9HBL T3N3 HB

L 25HB
@ 2
rm\ 24.HB

HN
@ 5 22HN

) 6.HA -
4.4
17.HN 17.HA 8.HN 22.HB
. 23HN 23HA 8.HB
e o

42

1Hi

14HN 14Hgy

24HA

- @
e GL=4.HN 4.HB; 10 ® [
8.HN 8.HA; 10HE 10HD2 g
0 o ® 10.HN 10.HA 12N 1208 2 2 18.HE 18.HD g
q G2 = 15.HN 15.HA;
. 19.HN 19.HA ° e\
35 17.HN 17.HB 9 17HD2 17.HB
(-] 7HNTHA &
1 1 1 1 1 1 1 1 1 L L 1 1 1 1
87 85 83 8.1 79 7.7 75 73 7.1 8.8 83 7.8 73 6.8 6.3

1H

Figura 3.23. Mapas de contornos TOCSY da Cadeia 2 (600 MHz;-df£0 1:1) mostrando as
conectividades intra-residuais dos tipos: ($)H4 e (b) H'/H”.

ApGs a atribuicdo dos hidrogénios # e amidicos, foi realizada a andlise do mapa deonurs
NOESY. Tendo em vista que os dados de CD da Ca&deidicaram formas:-helicoidais, a analise por
NOESY foi realizada considerando correlacdes dosstiH/H" (Figura 3.24a p. 74), H/H" (Figura
3.24h p.74), B/H’ (Figura 3.24¢ p. 74) e WH’ (Figura 3.24d, p. 74).

O residuo Gly5 foi confirmado pelo mapa de contsrtié *C-HSQC FEigura 3.25 p. 74) e
utilizado tanto para atribuicdo dos sinais refergeraos demais residuos quanto para identificaragties
inter-moleculares. A identificacdo de Gly5 foi izatla pelo mapa de contornos TOCSY, pois o hidiogén
H“ deste residuo apresenta correlacdo somente latadse residuo. Como ha apenas um residuo deaglicin

na Cadeia 2, esse residuo foi identificado ineaquaintente, permitindo a identificacdo dos demaislivesi

da seqiéncia peptidica.
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Figura 3.25. Mapa de contorno$’C-*H HSQC da Cadeia 2 (600 MHz; TFE#d,0 1:1) mostrando

conectividades intra-residuaié/B”.
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A partir das correlagBes entre hidrogéniqs (Rigura 3.24hb, p. 74) foram identificados os residuos
Val3, Ser4 e Leu6. As correlagBes TOCSY da Cad@agrira 3.23 p. 73) permitiram identificar o residuo
Val3, confirmado pelo padréo TOCSY caracteristievalina e pelas correlag8ag (i, i+1) (Figura 3.24h
p. 74) eds(i, i+1) (Figura 3.24G p. 74) com Serdj,\(i, i+2) (Figura 3.24a p. 74) com Gly5d.(i, i+3)
(Figura 3.243 p. 74) ed(i, i+3) (Figura 3.24d p. 74) com Leu6. As correlacdes entre Gly5 e &main
confirmadas pelo padrdo TOCSKFigura 3.23 p. 73), caracterizado por deslocamentos quinpo@s&imos
de He H’. O hidrogénio Hifoi confirmado pelo mapa de contorres™*C-HSQC, devido & presenca de um
sinal de CH na regido caracteristica dé, @orém o carbono apresenta um deslocamento quimicio
grande para pertencer a uma gliclRigura 3.25, p. 74) . O residuo Leu6 apresenta um padrdo TOGSRY
caracteristicoKigura 3.23 p. 73), mostrando as correla¢cdes com V@3esiduo Leu2 foi identificado
pelas correlagGedyn(i, i+1) (Figura 3.24h p. 74),dx(i, i+1) (Figura 3.24G p. 74) ed(i, i+1) (Figura
3.24h p. 74) com Val3. O residuo Asnl foi identificgolglo mapa de contornos NOESKidura 3.243 p.
74), pois as correlagBes devidas aorido foram registradas no mapa de contornos TOBSXorrelacdes
de Asnl foranmdn(i, i+1) (Figura 3.24a p. 74) eds(i, i+1) (Figura 3.24¢ p. 74) com Leu2 e(i, i+2)
(Figura 3.243 p. 74) com Val3.

O residuo lle7 foi identificado pelo seu padrdo BYQFigura 3.23 p. 73) e seus hidrogénios foram
confirmados pofH *C-HSQC. As correlagdes de NOESY deste residuo fdgini+3) (Figura 3.24d, p.
74) com Ser4ddun(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) com Leu6 @,(i, i+3) (Figura 3.243 p. 74). Demais
correlag@es ndo foram confirmadas poisdd lle7 apresenta um deslocamento quimico mudximio a Hy
de Ser4 e Gly5.

O hidrogénio K do residuo Glu8 néo foi atribuido inequivocameptis a correlagcdo TOCSY do
tipo H*/Hy apresenta-se sobreposta as correlacéiés o residuo Arg10 e/iHy da Ser4Figura 3.23 p.
73). No entanto, os demais hidrogénios foram dittiisi pelas correlacbes TOCSY dé Ebm os
hidrogénios da cadeia lateral. Além diss6,fél confirmado pela correlagay(i, i+3) com Gly5 Figura
3.24d p. 74). A atribuicdo de {ifoi realizada pelas correlacdbes NOESY dos tigagi, i+2) (Figura
3.24h p. 74) com Leu6d,n(i, i+1) (Figura 3.248 p. 74) edu(i, i+1) (Figura 3.24¢G p. 74) com lle7. As
correlagBesiy(i, i+1) com lle7 e com Ala9 apresentam-se sobrepasdassendo facilmente observadas no
mapa de contornos NOESFiura 3.24b, p. 74).

O residuo Ala9 foi identificado pelas correlac8ids>C-HSQC Figura 3.25 p. 74) dos hidrogénios
H’ da cadeia lateral. O \Hdesse residuo apresenta deslocamento quimiconmréabs hidrogénios
correspondentes de Glu8 e Argl0. Além disspaptesenta-se sobreposto ao sinal correspondehiude
Consequentemente, Ala9 foi identificado inequivoeata pelas correlagfes dos tipgg(i, i+3) com Tyrl2
ed,(i, i+4) com Leul3Kigura 3.24a p. 74).



Os residuos Argl0 e Argl8 foram identificadas peldrdo TOCSY, conforme correlac6es mostradas
na Figura 3.26 dos hidrogénios He H com H e H em cada residuo. O residuo Arg10 foi identificado
pelas correlagdes devidas a nOe dos tihoE, i+1) eds(i, i+1) com o residuo Lys11, como mostrado nas
Figuras 3.24ae 3.24¢ respectivamente (p.74). A correlacdo de Argl@mimdyn(i, i+1) com Ala9 pode ser
atribuida apesar da sobreposicdo de sinais negfa o mapa de contorndsdura 3.24b p. 74).
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Figura 3.26. Mapa de contornos TOCSY da Cadeia 2 (600 MHz; @FH,O 1:1) mostrando
conectividades intra-residuais deédem os demais hidrogénios da cadeia lateral déAegArgl18.

O residuo Lys11 foi identificado pelas correlacdesiOe do tipa,(i, i+4) com lle7, além dos tipos
ds(i, i+1) (Figura 3.24G p. 74) edwn(i, i+1) (Figura 3.24h p. 74) com Tyrl2. Padrdes TOCSY de lisina
para Lys11 néo foram observados pela ausénciardelaggdes de kicom hidrogénios da cadeia lateral do
residuo. Além disso, ndo foram confirmadas as lem@es de K com H' do residuo, pois h& sobreposicéo
de correlagdes de “Hlos residuos Glu8, Glul4, GInl5, Leu20 e Lys21 csems correspondentes
hidrogénios de suas cadeias laterais. No entantesiduo Lys11 foi confirmado a partir da identfiéo
inequivoca de Tyrl2 devida a padrées TOCSY benmide§, principalmente pelos sinais desdobrados de
H’ na correlacdo desses sinais com Homo mostrado n&igura 3.23 (p. 73). Além disso, foram
observadas as correlagbes TOCSY entre H deste residudF{gura 3.273 p. 77) e esses hidrogénios
foram atribuidos pelo mapa de contoriia*H-HSQC na regi&io dos carbonos aromati¢ogura 3.27h,

p. 77).
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Figura 3.27.Mapas de contornos (a) TOCSY, mostrando conectieislintra-residuais entre os hidrogénios
aromaticos da cadeia lateral de Tyrl2 e His17 eeerg hidrogénios fide Asn22, e (b}*C-'H HSQC,
mostrando conectividades intra-residuais entreobiéiios e carbonos aromaticos das cadeias latiais
Tyrl2 e Hisl7, da Cadeia 2 (600 MHz; TFEHJO 1:1).

O residuo Leul3 foi identificado facilmente, poisHQ ndo apresenta sobreposicdo com outros
hidrogénios amidicos. Apesar desse residuo ndgeapeg um padrdo TOCSY devido aos muitos residuos
de leucina e lisina presentes na cadeia que samepth diferentes regides do mapa de contornos TOCSY
No entanto, foram registradas as correlacdes NOE&SNo dn(i, i+4) com Ala9 Figura 3.24g p. 74),
dun(i, i+2) com Lys1lFigura 3.24b p. 74),dun(i, i+1) (Figura 3.24¢G p. 74),d.(, i+1) (Figura 3.243 p.

74) edu(i, i+1) (Figura 3.24G p. 74) com Tyrl2, ds(i, i+1) com Glul4 Eigura 3.24G p. 74). Essa Ultima
correlagdo foi importante para atribuicdo de sidaisesiduo Glul4. Apesar da sobreposicao de djo@is
envolviam correlagBes entre hidrogénios de cadsaidl e hidrogénios ‘Hdos residuos Glu8, Glul4 e
GInl5, estes sinais foram resolvidos na regido merada “GIx”, possibilitando uma atribuicdo mais
precisa de Glul4, bem como dos demais residuo$ {Gigura 3.28 p. 78). Como o sinal deyHlo residuo
Leul3 apresenta-se muito proximo ao sinal corredgmue de Leul6 (ver p. 7Bigura 3.23), as correlaces
TOCSY de H do residuo Glul4 do tipdyn(i, i+1) com GInl5 edyn(i, i+2) com Leul6 ndo foram
confirmadas. No entanto, as correlacdes NOESY pmtw din(i, i+1) (Figura 3.24h p. 74) ed.(i, i+1)
(Figura 3.24a p. 74) com Leul3 d(i, i+4) (Figura 3.24a p. 74) com Argl0, forneceram atribui¢cBes
inequivodas desse residuo. No grupo Glx, a co&ela@©CSY entre He H, do residuo GInl5 apresenta-se
sobreposta a correlacdo correspondente de Lysl8mA<Inl5 foi identificado principalmente pelas
correlagdes de nOe dos tipdg(i, i+3) (Figura 3.24d p. 74) ed.(i, i+3) (Figura 3.243 p. 74) com Tyrl2,
dun(i, i+2) com Leul3 elw(i, i+1) com Glul4 Figura 3.24b, p. 74).
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Figura 3.28. Regido “GIx" do mapa de contornos TOCSY da Cadeigg@® MHz; TFE-d:H,O 1:1)
mostrando conectividades intra-residuais das cadmi@rais de Glu8, Glul4 e GIn15.

A Figura 3.29apresenta o mapa de contorfids®N-HSQC da cadeia 2. O residuo Leul6 apresenta
desdobramento do sinal de Hevido a marcacao d&N neste residuo. Os sinais de HN, registradog,em
8,55 e 8,38, apresenta correlacbes TOCHYuUfa 3.23 p. 73) e NOESYHKigura 3.24a p. 74) com M O
sinal emdy 8,38 foi importante na identificacdo de Leul6spaio se encontra sobreposto a nenhum outro.
O hidrogénio HN apresenta correlagdes NOESY dass tigy(i, i+1) (Figura 3.24d p. 74) edw(i, i+1)
(Figura 3.24b p. 74) com GIn15d,(i, i+1) com Hisl7 Figura 3.243 p. 74) ed(i, i+3) com Lys19
(Figura 3.24a p. 74).
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Figura 3.29. Mapa de contorno$°N-'H HSQC da Cadeia 2 (600 MHz; TFE4d,0 1:1) mostrando
conectividades intra-residuais N{H
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O residuo Hisl7 foi identificado pelas correlac®€3CSY (Figura 3.27a p. 77) dos hidrogénios
aromaticos da cadeia lateral dos tippgi, i+3) (Figura 3.24d p. 74) ed,(i, i+3) (Figura 3.243 p. 74)
com Glul4, (i, i+2) com GIn15d,(i, i+1) com Leul6Kigura 3.24a p. 74),ds(i, i+1) (Figura 3.24G p.
80) edun(i, i+1) (Figura 3.24h p. 74) com Argl8 @,(i, i+4) com Leul3 e com Lys21. O residuo Argl8
foi identificado de forma semelhante a ArgHig(ra 3.26, p. 76), porém com correlagbes NOESY dos
tipos dy(i, i+3) com GInl5 Figura 3.24d, p. 74),dw(i, i+1) (Figura 3.24b p. 74) eds(i, i+1) (Figura
3.24¢ p. 74) com His17cun(i, i+1) com Lys19dun(i, i+2) com Leu20Kigura 3.24h p. 74) ed.(i, i+3)
(Figura 3.24a p. 74) com Lys21.

As correlagdes TOCSY entreyHe H do residuo Lys19 apresentam-se sobrepostas asacoese
correspondentes de GlnlBigura 3.23 p. 73). Além disso, correlacbes TOCSY entreethidrogénios da
cadeia lateral apresentam-se sobrepostas as ¢oagleorrespondentes dos residuos de lisina exéeldo
entanto, Lys19 foi identificado pelas correlac6&38$Y dos tipos,(i, i+3) com Leul6 (Figura 3.26a, p.
80), dnn(i, i+1) com Arg18dwn(i, i+1) com Leu20dwn(i, i+2) com Lys21 Eigura 3.24b, p. 74) edy(i, i+3)
(Figura 3.24d, p. 74) ed(i, i+3) (Figura 3.243 p. 74) com Asn22.

O residuo Leu20 apresentou um padrdo TOCSY caistaterde leucinaHigura 3.23 p. 73) e as
correlacdes dos tipakn(i, i+1) (Figura 3.243 p. 74) edu(i, i+1) (Figura 3.24G p. 74) com Lys21 d(i,
i+3) (Figura 3.24d, p. 74) com Cys23, além de correlacdes NOESY cemesiduos Argl8 e Lysl19,
permitiram a indicacdo de Leu20. O residuo Lys2identificado pelas correlacbes de nOe do tipdi,
i+3) com Argl8 Figura 3.24g p. 74),dun(i, i+2) com Lys19 Figura 3.24a p. 74),dun(, i+1) (Figura
3.248 p. 74),ds(i, i+1) (Figura 3.24G p. 74) ed.(i, i+1) (Figura 3.463 p. 74) com Leu20, além di(i,
i+1) com Asn22. Por sua vez, este Ultimo residuesamtou um padrao TOCS¥igura 3.23 p. 73)
caracteristico de asparagina, com sinais‘tédddobrados e correlacdes NOESY tanto cqmuénto com
H”. As correlagbes NOESY do tifhy(i, i+3) foram observadas entre esse residuo e Ly&S@@ra 3.24d
p. 74). No entanto, as sobreposi¢@es do sinalydéeldse residuo com o sinal correspondente de Cys23
permitiram a atribuicdo inequivoca das correlagd@ESY dos tipogun(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) e
den(i, i+1) (Figura 3.243 p. 74) com Cys23.

O residuo Cys23 foi identificado pelo padrdo TOGAYacteristicoKigura 3.23 p. 73) que apresenta
apenas um sinal relativo & Hao desdobrado e pelas correlagdes NOESY dosdjpbsi+2) com Lys21
(Figura 3.243 p. 74),d(i, i+1) (Figura 3.243 p. 74) edun(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) com Lys24. Este
tltimo residuo apresentou um padrdo TOCSY complaim correlagdes NOESY dos tipdg(i, i+4)
(Figura 3.24a p. 74) com Leu20 (i, i+1) (Figura 3.24h p. 74) ed(i, i+1) (Figura 3.243 p. 74) com
Val25. O residuo Val25 foi identificado pelo padf&©CSY caracteristico de valinkigura 3.23 p. 73) e
pelas correlagbes NOESY com Lys2#l(i, i+2) com Cys23 e com o hidrogénio do grupo amida
terminal, com sinal ey 7,62 figura 3.24a p. 74).



A analise por RMN da Cadeia 2 ndo permitiu idecuifialgumas correlacdes NOESY devido a
sobreposicdes de sinais. No entanto, uma rederteegaobusta de restricdes de distancia entréoasa
de hidrogénio pdde ser proposkigura 3.30).

Amida

dn,n(:,ﬁf)

d, anfii+i)

daping)

dypiiva

da: nfLitd)

dn,ﬂr,rﬂ)

d,&n(:,ﬁf)

dn,n(z,gﬁ)

Figura 3.30.Resumo dos tipos de nOe’s caracteristicos de fosmhadicoidais obtidas a partir do no mapa
de contornos NOESY da Cadeia 2 da distinctina eEr&GH,0 1:1).

A Tabela 3.12(p. 87) apresenta os dados de deslocamentos gainetH e '*C” atribuidos para cada
residuo. Os dados de NOESY foram convertidos etrig@ss de distancia para serem utilizados no kalcu
de dindmica molecular.
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Tabela 3.12.Deslocamentos quimicos dos sinais de RMNHlee de'*C da Cadeia 2 (600 MHz; TFE-
d>:H,0 1:1; pH 8,0; 22 °C)

Deslocamentos Quimicos (ppm)

Residuo NH CH C’H outros c*
Asnl - 4,31 3,40; 3,16 o-NH, =7,71; 6,62 52,5
Leu2 8,50 4,22 1,69 y-CH, = 0,97 58,4
Val3 7,32 3,79 2,12 y-CH, = 0,98; 1,03 65,6
Ser4 8,22 4,13 3,91; 4,01 - 61,8
Gly5 8,12 3,92 - - 47,0
Leu6 7,98 4,24 1,62; 2,02 y-CH =1,62 58,1

5-CH, = 0,92
lle7 8,20 3,70 1,99 y-CH, = 1,16; 1,18 65,3
»-CH, = 0,94
0-CH, = 0,85
Glu8 8,23 4,05 2,28; 2,27 y-CH, = 2,55; 2,63 Sobr.
Ala9 8,21 4,20 1,58 - 55,4
Argl0 8,18 4,03 2,05 y-CH, =1,70; 1,86 Sobr.
0-CH, = 3,15
e-NH = 7,08
Lys11 8,33 4,05 1,94; 2,04 y-CH, = 0,85 Sobr.

0-CH, = 1,45; 1,69
&-CH, = 2,95; 2,99

{-NH, = 7,60
Tyrl2 8,41 4,25 3,22; 3,28 6-CH,=7,10 61,6
&-CH, = 6,79
Leul3 8,68 4,02 2,03 y-CH, = 1,50 Sobr.
0-CH, = 0,96
Glul4 8,54 4,09 2,19; 2,35 y-CH, = 2,50; 2,73 Sobr.
GInl15 8,11 4,07 2,15; 2,30 y-CH, = 2,43; 2,61 Sobr.
Leul6 8,39 4,00 1,71 y-CH, = 1,49 59,5
0-CH, = 0,85
His17 8,47 4,20 3,37 0-CH, =7,22 59,3
&-NH = 8,50
Argl18 8,00 3,98 2,01 y-CH, = 1,68; 1,86 Sobr.
0-CH, = 3,22
&-NH = 7,29
Lys19 8,12 4,07 1,99 {-NH, = 7,60 Sobr.
Leu20 8,32 4,17 1,51; 1,83 y-CH = 0,84 57,4
Lys21 7,93 4,07 1,86 y-CH, = 1,46 Sobr.
&-CH, = 2,95
{-NH, =7,54
Asn22 7,95 4,70 2,86; 2,93 0-NH, = 7,53; 6,74 Sobr.
Cys23 7,95 4,45 3,00; 3,04 0-SH, = 2,26 60,1
Lys24 8,12 4,35 1,92; 1,87 y-CH, = 1,48 56,7
&-CH, = 3,00
{-NH, =757
Val25 7,77 4,10 2,09 y-CH, = 0,96 62,2
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3.4. CALCULO ESTRUTURAL A PARTIR DOS DADOS DE RMN.

ApOs a atribuic@o dos hidrogénios de ambos os merm@snforam realizadas as restricdes de distancia
entre esses nlcleos a partir dos dados de nOelikacdo das intensidades dos sinais foi realizada
empregando o programa NMRView (Johnsemnal), pelo método de Hybertst al. Este método de
calibracdo semi-quantitativo considera apenas tiggss de sinais de nOe, classificados por suas
intensidades: fraca, média ou forte. A cada classiui-se um valor de limite superior das reSes de
distancia: 2,8 A para nOe’s de intensidade for fBpara nOe’s de intensidade média e 5,0 A p@san
de intensidade fraca, referentes a interacdes itabetomoleculares quanto intra-moleculares.

Todos os dados de entrada para o calculo foranepientes dos sinais de nOe. Para o tratamento dos
grupos diastereotépicos, utilizou-se o0 método @eighe-atomos e o hidrogénio amidico de cada red@uo
adicionado na lista de informagcfes de restricbedid&ncia, considerando-se um limite superior da
restricdo de distancia de 5,0 A. Como resultad@atsulos forneceram as geometrias da Cadefaglira
3.31 p.83) e da Cadeia Figura 3.32 p. 84). Para ambos os conjuntos de estrutureestduos polares
foram representados em verde e os apolares em azul.

A Cadeia 1 apresenta uma formdélice do residuo Gly8 até a exrtremid&ierminal amidada,
com uma dobra bem definida da cadeia principakg#&o das prolinas (Pro6 e Pro7), deduzida por10e’
relativos as interacdes entre hidrogéniosde aminoacidos anteriores aos residuos de prainas
hidrogéniosé das cadeias laterais dos residuos Pro6 e Pronflééncia dos residuos de prolina na
formacdo de dobras e, em especial, em diversosctaspestruturais de proteinas e peptideans
membranas tem sido amplamente estudada, pois segidas em residuos de prolina apresentam
normalmente um importante papel na atividade dmosqreptideos antimicrobianos (Csordes, Fet&l,
2002; Pal, Det al, 1999; Orzaez, Met al, 2004; Lu, H.et al, 2001; Cai, Met al,1995; Nardi, Fet al,
2000; Williamson, M. P.; 1994). No caso da Cadeia fragmento Pro6-Pro7-Gly8 é responsavel pela
flexibilidade da estrutura, pois residuos de peolmpedirem a formacao de ligacdes de hidrogérnigidez
da estrutura, além do residuo de glicina acentflaxidilidade nessa regido.

A regido de formax-helicoidal da Cadeia 1 mostra um carater anfipadéicentuado, com residuos
polares e apolares orientados em faces opostaaddéac Ao contrario da regido préxima a dobragéfice
de formaa-helicoidal mostra-se melhor definida, apresentamddRMS de 0,54 A, contra 1,34 A da cadeia

toda.
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Figura 3.31.Conjunto das vinte estruturas mais estaveis regaitado calculo de dindmica molecular da
Cadeia 1, com o alinhamento das estruturas naor&lié-1le22.

A Cadeia 2 apresentou, por sua vez, formaeglicoidais em toda a sua extensdo, em conse@lénci
principalmente do grande nimero de nOe's do tpdi, i+4). Apesar da regia@-terminal amidada
estabilizar acentuadamente a formdoelicoidalis, uma menor definicdo dessa forma éeplada na
extremidadeN-terminal. Similarmente a Cadeia 1, as regides alends a-helicoidais da Cadeia 2
apresentam um carater anfipatico acentuado no monjotal das estruturas, evidenciando a capacidade
desse peptideo em interagir com membranas. As egitaturas mais estaveis foram alinhadas do msidu

Ser-4 até a extremidade amidada, gerando um conjien¢struturas cujo RMS calculado foi de 1,33 A.



Figura 3.32.Conjunto das vinte estruturas mais estaveis regatalo calculo de dindmica molecular para a
Cadeia 2, com o alinhamento das estruturas naor&gigd-Val25.
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3.5. ANALISE CONFORMACIONAL POR METODOLOGIAS TEORICAS

Nesta secao sera apresentado o artigo intituladélise Conformacional por Calculos Tedricos da
Distinctina, Peptideo Antimicrobiano Isolado de Assida Espéci€hyllomedusa distinctasubmetido a
revista Quimica Nova em fevereiro de 2008.
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CONFORMATIONAL ANALISYS BY THEORETICAL CALCULATIONS OF DISTINCTIN,

ANTIMICROBIAL PEPTIDE ISOLATED FROMPhyllomedusa distincta

Various studies demonstrate that different frogcsse produce distinct classes of biologically
active peptides. These peptides can act as alteragents against pathogenic bacteria and fungi,
by membrane permeability. Although studies havemdyg demonstrated that this process is utterly
related to the secondary structure adopted byepéde (in this case, thehelix structure) when in
contact with the bacterial membrane, the detaileghanism is still unknown. In this work, we
describe a conformational analysis of distinctimh&terodimeric peptide isolated from the skin of
Phyllomedusa distinctaan anuran found on the Brazilian Atlantic Fordste study yielded stable
geometry in which is perceivable the high conten&-belix secondary structure in both chains 1

and 2 of distinctin and the strong interaction aghtrem.

Keywords:Phyllomedusa distinctantimicrobial peptide; distinctin; conformaciorsadalysis.
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INTRODUCAO

Peptideos biologicamente ativos sdo encontradodifenentes espécies de andragtuando
como agentes alternativos contra bactérias patcggei fungos, por permeabilizacdo da membrana
bacteriand®. O processo inicia-se basicamente com o peptigsesttuturado em solucdo que
adota uma estruturar-helicoidal, com seus residuos catidnicos atraielesrostaticamente a
membrana O mecanismo detalhado dessas permeabilizacSespequifdeos antimicrobianos
(AMP) é ainda pouco conhecitfb No entanto, tem sido proposto que o peptideconaa o-
helicoidal mantém suas regifes hidrofilicas em atontom os grupos hidrofilicos da membrana
lipidica para formar poros. Uma outra proposta suggeracdes de sitios hidrofébicos do peptideo
com regides hidrofébicas localizadas na parte aedér membrana. Neste Ultimo caso, as formas
helicoidais ndo sdo requeridas para as interagd@eptideo com a membrdia Assim sendo, o
balanco hidrofébico-hidrofilico de um peptideo #xse um fator determinante para compreender
as interacdes lipideo — peptideo e, por extens@aides peptideo — membrana bacteftdfia

Diferentes metodologias tém sido empregadas paranalise conformacional de
peptideos™'® a qual tem sido uma estratégia muito importantéusta de informacdes sobre as
atividades biolégicas que os envolvem, uma vezmuas destas estdo relacionadas a processos
de permeabilizacdo de membranas. Os métodos exgreais, principalmente Dicroismo Circular,
difracdo de raios-X e RMN, tém sido eficientemepsga este fim. No entanto, o uso desses
experimentos pode ser limitado por requerer masenia forma de monocristais, como no caso da
difracdo de raios-X, ou em solucdo com solvente@@do, ou em meio sélido como no caso da

RMN. Para todas essas andlises, é necessario angrall de pureza e as vezes quantidades
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relativamente grandes de peptideo. Isso pode ngistid trabalho, uma vez que, normalmente,
peptideos antimicrobianos ocorrem na natureza etrorguantidades e, por outro lado, o custo
para sintetiza-los é significativamente alto. Coalternativa, e, em muitos casos, como uma
técnicacomplementar, uma ferramenta muito utilizada tetio si busca em bancos de dados de
sequéncias peptidicas homologas que apresentanriegiages quimicas conhecidas. Essa
ferramenta tem sido muito utilizada, pois peptideos seqiiéncias semelhantes possuem, em
alguma extensao, estruturas secundarias tambénihsees entre si. As estruturas secundarias
podem ser previstas ainda por metodologias estad$t'’. Essas ferramentas podem ser acessadas
pelos bancos de daddspert Protein Analysis SystetExPASyf>* Basic Local Alignment
Search Too(Blastf** Network Protein Sequence Analydi®SAY*?° e MetaServet’.

A literatura descreve também o emprego de metowadgoricas na andlise conformacional
de peptidedS. Célculos tedricos de otimizacdo de geometria @l le Mecanica Molecular
(MM) sé@o os mais empregados normalmente devidanglisidade de operacdo e de recursos
computacionaf$ . Os célculos semi-empiricos (AM1, PM3 e MNDQjtinitio (HF e DFT) tém
sido relativamente pouco explorados por requerenorgg recursos computacionais, apesar de
fornecerem normalmente resultados mais proximosgasrimentars.

A distinctina (, Figura 1) € um peptideo isolado das glandulapeala dePhyllomedusa
distincta anuro natural da Mata Atlantica Brasileira. Epeptideo apresenta atividade contra
bactériasGram-positivas e negativas e sua estrutura heterodimériconstituida por cadeias de 22
e 25 residuos de aminoAcidos, com ligacdo dismadfientre seus residuos de cist&inAnalises
por CD e IV del indicaram um alto contelido de folhggregueadas em solugéo aqias@or sua

vez, as analises por RMN em 2D (TOCSY e NOESY) den meio aquoso indicaram a ocorréncia

de vérias regides com estruturabelicoidais em ambas as cad@as



Neste trabalho, nés descrevemos a andlise confamnahalel por trés métodos: a partir de
informacdes de homodlogos em bancos de dados, podategias estatisticas também em bancos
de dados e por metodologias tedricas em nivel a@mua molecular (MMFF94) e semi-empirico
(PM3). O procedimento foi baseado inicialmente melise estrutural das cadeias tratadas

isoladamente (Cadeia 1 e Cadeia 2) para, depaigaea analise de

PARTE EXPERIMENTAL

As consultas a sequéncias homologas foram reatizpdaa as duas cadeias isoladas
empregando o banco de dados MetaServer. As horaslag 100% sdo as proprias sequéncias
peptidicas estudadas e, por sua vez, as homoldgi@%6 sdo aquelas com nenhuma identidade
com a sequéncia estudada.

As previsdes de estruturas secundarias por mefgdsl@statisticas foram realizadas pela
consulta ao banco de dados NPSA para as duas sasieiadas. As metodologias de previséo
empregadas foram DPVM GORT*, GORZ®, GOR4°, HNNC*, PHD® SIMPA96®, SOPM°,
SOPMAMe Secondary ConsengsOutra previsdo de estruturas secundarias foizeet pelo
banco de dados ExPASy, utilizando-se os método€himi & Fasmati, Deleage & Rou¥,

t** e de previsdo da natureza gafolhas (paralelas ou antiparalef8s)Estas metodologias

Levit
sdo mais confiaveis, pois se baseiam no alinhantent@rias sequéncias peptidicas.
Para cadeias pequenas, com menos de 90 residuesydologia de previsdo mais indicada é

a PHD®** Essa metodologia baseia-se em um tratamentdséistaindo-linear, por meio de um

sistema de redes neurais, prevendo qual a confé@omam@is provavel por comparagdes entre
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sequéncias homologas. Essas previsdes sdo ressltapenas da sua estrutura primaria e
consideram implicitamente o efeito do solvente comeio, uma vez que advém de dados
experimentais. O método PHD é o mais indicado pa&m®ir de comparacdo na modelagem
molecular das cadeias por apresentar maior exatitdorevisdes de estruturas secundarias.

As regibes de hidrofilia dd foram investigadas para cada cadeia tratada mmoladite,
empregando as metolodologias segundo OMHKyte & Doolittle’®, Abraham & Le8®, Bull &
Beesé’ Guy”, Miyazawd? Rosemart, Welling®*, Parker (HPLCT, Cowan (HPLC pH 7,5 e
3,47° Wilson (HPLC§’, Chothi@®, Eisenbery, Hopps & Wood¥, Manavalaf, Black?
Faucher®, Janift*, Rao & Argo§®, Wolkendef’, Mobilidade de R¥ e Ros€. As regides de
minimo de hidrofilia foram consideradas como aquelegides hidrofobicas. Esses métodos
baseiam-se normalmente na particdo de aminoacidaews analogos entre 4gua e um solvente
menos polar, bem como em andlises estatisticassttibuicdo de residuos de aminoacidos em
proteinas solUveis de estrutura conhecida. Algua®dos consideram também a influéncia da
estrutura secundaria sobre a hidrofobia de cedg®eas, uma vez que formas helicoidais em
especial tém uma certa polarizacdo devido as giliesa intramoleculares do tipo ligacdo
hidrogénio.

Os estudos tedricos foram realizados empregandirote computacional SPARTARara
célculos em nivel de mecanica molecular MMFEY2 O pacote computacional GAUSSIANoi
empregado para célculos em nivel semi-empirico BMBeometrias otimizadas em nivel
MMFF94 foram utilizadas como modelo inicial paraagculos de otimizacdo da geometria da
Cadeia 1 e Cadeia 2 em nivel PM3. Em todos os casazslculos foram realizados para estruturas
ndo ionizadas em suas extremidades e no estadosogasem considerar interacdes

intermoleculares.
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A andlise conformacional da Cadeia 1 foi realizadacalculos de otimizacdo de geometria
(MMFF94 e PM3) de fragmentos dessa cadeia, emempzssivas de adicdes de aminoacidos na
extremidadeN-terminal de sua sequéncia peptidica e re-otimegagde geometria. A busca
conformacional foi realizada pela alteracdo mar(n@b sistemética) dos angulos diedros das
ligacdes das cadeias principais e laterais do &stqueeptidico. Assim, na anélise conformacional
da Cadeia 1 foram sendo adicionados os residusenimo da extremidadé-terminal (residuo de
acido glutamico) para a extremida@derminal (residuo de isoleucina) e fazendo-setacém das
ligacdes das cadeias principal e lateral a cadsiadie residuo.

Por esse procedimento, apés otimizacdo de geondetr@imeiro residuo, foi adicionado o
segundo residuo, conforme sequéncia peptidicarmaéidgura 1, e feita a minimizacédo de energia
desse fragmento contendo apenas dois residuos.ofegiga otimizada desse fragmento com
menor energia foi utilizada para a adicao do tesaeisiduo de aminoacido da sequéncia da Cadeia
1 e posterior otimiza¢do de geometria. Esse prowubd foi repetido até otimizacdo de geometria
completa da Cadeia 1. Procedimento idéntico foireggmlo para a andlise conformacional da
Cadeia 2.

Para otimizacdo de geometria leas geometrias otimizadas de ambas as cadeias fora
ligadas pelos residuos de cisteina e, depoisjmezatda em niveis MMFF94 e PM3. As analises da
estabilidade de formag-helicoidal e folhasB na estrutura d& foram realizadas considerando

ambas as cadeias totalmente nessas duas formsisutara secundaria.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados das consultas em bancos de dados

A busca por homologos foi realizada empregandonadade dados MetaServer. Esse banco
de dados fornece informacfes obtidas pelo empregdifdrentes técnicas de alinhamento dos
residuos, permitindo a comparacao e procura partesds recorrentes entre os resultados gerados.
Pelas limitagbes dos programas de busca em bamcamabs ndo foi considerada a estrutura
dimérica del, realizando a busca apenas para as cadeias gtratattas isoladamente. Ambas as
cadeias apresentam 100% de homologia com sequé@&espasitadas no banco de dados, indicando
alta concentracdo de formashelicoidais pelas analises por RMN em soldtao

A consulta ao banco de dados NPSA mostraram qus tm&imétodos indicam uma regi&o
helicoidal entre os residuos All e L16 da Cadelaxteto os métodos DPM e GOR4, os demais
métodos indicam ainda uma expansao da fosrh@lice, incluindo os residuos F9 e T10. Nas
regides E1 — P6 e K18 — 122 da Cadeia 1, os métodasam estruturas secundarias randémicas e
formas indefinidas, respectivamente. No caso deei@a?, a consulta ao banco de dados NPSA
mostraram que todos os métodos indicam regiielicoidal entre os residuos E8 e R18. No
entanto, as previsdes da estrutura secundéria e&msams extremidades diferem consideravelmente
entre as metodologias empregadas.

A consulta ao banco de dados ExPASy para a Cademstrou que todos os métodos
indicaram regida-helicoidal principalmente entre T10 e L15. As d&ga-helicoidais podem ser
encontradas também em E1 — R3 e L16 — K20 L, pemnproporcdes relativamente menores. Na
regido entre F9 e L15 ha probabilidade de ocoambém a forma folhg com predominancia da

natureza antiparalela. Além disso, na regido éedre G8 ha uma alta probabilidade de ocorrer a



forma dobraf. No caso da Cadeia 2, o banco de dados ExPASyangsé todos os métodos
indicaram uma regiaa-helicoidal entre 17 e L20, regido de folhad entre N1 e L6 (com
predominancia de natureza antiparalela) e regiboagdentre K19 e C23.

De um modo geral, os resultados obtidos a partirbdoco de dados ExPASy foram
condizentes com a previsao fornecida pelo bancdad® NPSA. Na Cadeia 1, observa-se um
conteudo significativo de-hélices. Na regido contendo os residuos de preliglecina, observa-se
uma guebra dessa estrutura secundaria, conforsgensaelo, dado ao impedimento desses residuos
a adocédo da forma helicoidal. Na Cadeia 2, obssevam conteudo ainda maior de formas
helicoidais, em conformidade com o previsto pelastoaologias anteriores. As previsdes
especificas dg-folhas indicaram uma preferéncia em se adotaa$gtipregueadas antiparalelas.
No entanto, de acordo com as previsodes realizaatasgs cadeias separadas, as formas em folhas
p-pregueadas ndo se encontram presentes nas estrutur

A previsdo de sitios hidrofilicos nas duas cad@&asealizada por consultas ao banco de
dados ExPASy, empregando 23 metodologias difereResa a Cadeia 1, em 52,2% dos
resultados, o sitio mais hidrofilico localiza-seraesiduo R3, seguido pelo residuo L16, presente em
30,4% dos resultados. Ainda na Cadeia 1, os resgltanostraram um minimo de hidrofilia
(maximo de hidrofobia) no residuo All (78,3% dasultados) e no residuo P7 (13,0%). No caso
da Cadeia 2, observa-se que 43,5% dos resultadbbsaiam o residuo L20 como o mais
hidrofilico, seguido dos residuos L16 e K19, com0% Os maximos de hidrofobia foram
encontrados nos residuos G5 (50,0%) e S4 (39,3%hoCpode ser observado, as previsdes de
hidrofilia e hidrofobia convergem para determinadggdes de cada cadeia, apesar das diferencas

de metodologias.
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Um fato interessante é a presenca de residuosrepalamo centros hidrofilicos (L20 da
Cadeia 2 e L16 de ambas as cadeias). Isto podieweo as suas estruturas secundarias, tanto pela
polarizacdo inerente as formashelicoidais quanto pela possivel adocdo de cordodms onde
atomos de hidrogénio e oxigénio da ligacdo peptidigresentam-se disponiveis para ligacoes de

hidrogénio com as moléculas de agua.

Resultados dos calculos tedricos

A Figura 2 mostra a geometria otimizada em niveBRM Cadeia 1. A maior parte de sua
estrutura secundéria apresenta-se na ferhalicoidal, principalmente as regiées que cont&m o
residuos de lisina (K14, K18 e K20), leucina (L1216) e isoleucina (113 e 12%) A distorcédo
torna-se mais acentuada na extremidsletlerminal contendo residuos de prolina e glicine qu
desfavorecem normalmente a formacao cdeélices, e localizadas em P6, P7 e G8Jref]. A
geometria otimizada em nivel MMFF94 da Cadeia gsgnta-se semelhante a geometria mostrada
na Figura 2. Entretanto, a regido proxima ao resttkicisteina apresenta uma forsmlelicoidal

mais distorcida em relacdo geometria otimizada el PM3.

Célculos de otimizacdo de geometria em nivel PM3Cddeia 1 foram também feitos,
partindo de estruturas totalmente na fommlaelicoidal e folhass8, nao realizando variacdes de
angulos diedros ou de ligacdo para busca confoomalci A geometria otimizada partindo da
estrutura totalmente na forneahelicoidal AH; = -142,67 kcal/mol) mostra-se menos distorcida,
podendo ser observadas regidesoce®élice, com excecdo das regides contendo resigues
desfavorecem essa conformacéo. Pode-se obsemnda, ai maior semelhanca dessa estrutura com

as obtidas por meio de ferramentas de previsactdet@a secundaria. No entanto, essa estrutura



apresentou uma entalpia de formagédo mdibk € —142,6744 kcal/mol) do que aquela obtida pelo
primeiro método empregado. Portanto, esses ressltatbstram que a geometria obtida por
calculos sem considerar formashélice como modelo de partida proporciona confgdea de

menores energias.

Os calculos de otimizacdo de geometria em nivel E&&adeia 1 partindo da estrutura na
forma totalmente folhag? ndo convergiram, indicando tratar-se de uma cordQ&o pouco
favorecida termodinamicamente ou estado de tramsikér sua vez, a geometria otimizada em
nivel MMFF94 partindo da estrutura totalmente feljfamostrou-se em forma de fita altamente
estirada, com acentuada torcdo da cadeia na regiatendo os dois residuos de prolina,
consequéncia do impedimento estérico da cadeia dguira uma estrutura com formgs

pregueadas. Os calculos mostraram uma energia (dgty, ....,= —99,75 kcal/mol) em relacao a

geometria dada na Figura 2 ou partindo da fornsn@ntes-helicoidal.

A geometria otimizada em nivel PM3 da Cadeia 2yi@&@) mostra predominancia da forma
a-helicoidal, com uma acentuada distorcdo proxima eesiduos L16 — K19. A geometria
otimizada em nivel MMFF94AH; = -266,30 kcal/mol) mostra-se semelhante a geametr
otimizada em nivel PM3, porém apresentando a regiérima a extremidaddl-terminal com
forma a-helicoidal menos explicita. Nesta regido estasenes residuos de leucina, valina e

serina, que favorecem formaselicoidal.

Os calculos de otimizacdo de geometria da Cademarndo da geometria na forma
totalmenten-helicoidal foram realizadas em niveis MMFF®&H( = -244,19 kcal/mol) e PM3. A

geometria otimizada em nivel MMFF94 manteve-selrtaate na formax-helicoidal. Porém, a

9€



geometria otimizada em nivel PM3 apresentou degasicoes nas extremidades (N1 — L6 e R18 —

N22), sugerindo que essas regides as foorradicoidal apresentam-se menos favorecidas.

Os calculos de otimizacdo de geometria em nivel EM&adeia 2 partindo da estrutura na
forma totalmente folhag? ndo convergiram, indicando tratar-se de uma cordQ&o pouco
favorecida termodinamicamente ou estado de tramsiRé fato, os célculos MMFF94 resultaram
em uma estrutura linear com suaves dobramentosrgw Ida seqiéncia peptidica, com energia

relativamente muito alta\H; = -164,94 kcal/mol).

A Figura 5 mostra a geometria otimizada em nivel3Pd& distinctinal. A geometria
otimizada QH; = -479,16 kcal/mol) apresenta-se essencialment#mica, com algumas regides
gue podem ser classificadas combélice distorcida. A geometria otimizada em niViIFF94
difere apenas pela regiaehelicoidal da Cadeia 2 ser menos evidente.

A geometria otimizada dkea partir das estruturas totalmentbelicoidal em nivel MMFF94
(AH; = -422,38 kcal/mol) apresenta-se em sua maioe parmasce-helicoidais distorcidas, exceto
nas regides proximas as extremidades e aos resifldupsolina e glicina da Cadeia 1, em que
predominaram estruturas randémicas. Por sua vealoslos de otimizagdo de geometria em nivel
PM3 del partindo da estrutura na forma totalmemteelicoidal ndo convergiram.

As geometrias otimizadas dea partir das estruturas totalmente folhpregueada em nivel
MMFF94 (AH; = -342,54 kcal/mol) e PM3 apresentam-se muito #samées tanto entre si quanto
em relacdo as geometrias de partida. Ambas as gemsna@presentam uma pequena regido

proximas aos residuos de cisteina com forma dddipe-pregueada paralela.
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CONCLUSOES

Nos modelos construidos para as cadeias 1 e Ztiactina, pode-se perceber uma tendéncia
das suas respectivas sequéncias de aminoacidodotirean a forma helicoidal. As geometrias
otimizadas por PM3 apresentam uma distorcdo meméorcha helicoidal. Induzindo-se as cadeias
a adotarem essa conformacgé&o, obtiveram-se essutarmaior energia, porém mais semelhantes as
previstas por consulta aos bancos de dados. Isstramgue a adocdo de estruturas terciarias e
guaternérias ricas em formas helicoidais pelas i@adseria menos favoravel em relacdo as
estruturas ricas em formas randémicas, nas corgliedtidadas. Assim, geometrias otimizadas
restringindo formasr-hélice fornecem energias maiores em relacdo asjgeladas com alteracdes
dos angulos diedros das ligagbes da cadeia tatifgeptidica quanto lateral. Porém, as primeiras

sdo mais similares as geometrias fornecidas petesittas a bancos de dados.

A restricdo a formas do tip@-pregueada como geometria de partida para analise
conformacional mostrou que essa estrutura sec@nédnienos favorecida que as formas helicoidais
e randomicas. Por esses resultados, pode-se comaduas interacdes do tipo ligagdo de hidrogénio
resultariam em geometrias na forma helicoidal, caieracdes intra-cadeias, mais estaveis do que

as geometrias na fornfapregueada, com interacdes inter-cadeias.

O estudo de previsdo de sitios hidrofilicos parduas cadeias forneceu informacdes sobre os
residuos que apresentam maiores ou menores ingsragim moléculas de agua quando a
distinctina se encontra em meio aquoso. Essasspe=/fornecem ainda dados que podem ser uteis,
por exemplo, no estudo da interacdo desse polgeptiom membranas celulares e no mecanismo

de acédo sobre bactérias patogénicas.
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A busca conformacional (MMFF94 e PM3) tleealizada pela otimizagdo de geometria em
etapas recursivas de adicdo de residuos da segii@nCadeia 1 e, depois, da Cadeia 2, mostrou-se
adequada, pois a geometria otimizadd deresentou: (a) muitas regibesadbélice; e (b) ligacbes
de hidrogénio entre cadeias laterais de suas sagelgeptidicas, que resultam em formas folhas
[pregueadas. Os célculos realizados no estadogyadosconcordantes com as analises por CD,
RMN e IV realizados em meio aqufsindicando que a metodologia tedrica utilizada taese
apropriada a andlise de podendo, portanto, ser empregada convenientemengstudo de suas

propriedades.
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ENREVPPGFTALIKTLRKCKKII (Cadkel)

NLVSGLIEARKYLEQLHRKLKNCKYV Cadeia 2)

Figura 1. Estrutura priméaria da distinctind)( com indicacdo da ligacdo dissulfeto entre os

residuos de cisteina da Cadeia 1 e Cadeia 2.

Figura 2. Geometria otimizada em nivel PM3 da cadeia 1 déndiga, calculos considerando

estrutura no estado gasoso, sem interacoes ineculates e extremidades ndo-ionizadas.

105



Figura 3. Geometria otimizada em nivel PM3 da Cadeia 2 dindisa, célculos considerando

estrutura no estado gasoso, sem interagdes inecutates e extremidades nao-ionizadas.
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Figura 4. Geometria otimizada em nivel PM3 da distinctindcudas considerando estrutura no

estado gasoso, sem interacdes intermolecularesesrgckades néo-ionizadas.
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CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel obter os mondémerosié@al e Cadeia 2) do peptideo antimicrobiano
distinctina através da sintese quimica em fasda@élkgundo a estratégia Fmoc. A metodologia uldiza
para a sintese mostrou-se eficiente, obtendo-skimentos expressivos dos mondémeros brutos (95%€ 91
para as Cadeias 1 e 2, respectivamente). A puwdiicjpor CLAE mostrou-se também adequada, sendo
possivel obter peptideos puros e com picos benivigs® nos cromatogramas. Devido ao estudo préeio d
amostras da Cadeia 1, foi possivel caracterizamndmero sintético somente por técnicas analitieas d
CLAE, por meio de comparacao entre tempos de r@tea@erfil cromatogréfico. As amostras sintetisada
de forma automatizada e a Cadeia 2 foram caraatiexizpor espectrometria de massas, utilizando-se a
técnica MALDI/TOF, que se mostrou bastante adequsetado possivel identificar os sinais do ionograma
correspondentes as massas calculadas dos monémeros.

O estudo estrutural dos mondmeros iniciou-se cetuades de dicroismo circular de ambas as
cadeias, utilizando-se solu¢des em que se vari@emeentracdo de TFE na solu¢do tampéao fosdato. pH 8
Para ambas as cadeias, percebeu-se uma estrutwd@ime que aumentava proporcionalmente a
concentragdo de TFE na solucdo. Entretanto, a &ddeipresentou menor estruturagdo que a Cadeia 2,
devido a presenca de uma regido rica em prolinaunsequéncia, o que desestabiliza este tipo gueat
secundaria. Esse estudo preliminar por dicroismeuleir permitiu escolher uma concentracdo de TFE
adequada para os experimentos de RMN e tambénicauaibusca de correlagcdes nos mapas de contornos
NOESY, uma vez que se sabia de anteméo a estagoumdaria preferencialmente adotada por ambas as
cadeias.

Os estudos por RMN foram coerentes com os resgltabtidos por dicroismo circular, sendo que
ambas as cadeias apresentaram alto conteldo dasfarhelicoidais. Além disso, foi possivel elucidar
varios aspectos das estruturas terciarias despédgms, em especial da Cadeia 1, em que se obsema
dobra pronunciada e bem definida na cadeia prihapaido a regido de alta flexibilidade, que coegmde
os residuos Pro6, Pro7 e Gly8. A Cadeia 2, porveaaapresentou uma estruturhiélice em toda a sua
extensdo. Em ambos os casos, observou-se umaifdigaticidade, que é uma propriedade caracteaidgc
peptideos com tendéncia a interagir com membraacieranas.

O estudo tedrico dos mondmeros da distinctina nmostesultados interessantes, evidenciando a
tendéncia desses mondémeros em adotar forntedicoidais, mesmo sem considerar o efeito doesié:

Os métodos de previsdo de estrutura secundarianinifeizacdo de energia a partir de uma estruhicél
totalmentea-hélice apresentaram certa similaridade com odtagis obtidos por RMN, em especial na

identificac@o de regifes que adotam preferenciainessa estrutura secundaria. Tais resultados arerstr
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gue a metodologia tedrica adotada é coerente camsatados experimentais, mostrando a viabilidigle
se utilizar técnicas computacionais para estugaeeer propriedades dos mondmeros estudados.

No futuro, pretende-se realizar estudos por qakdria de titulacéo isotérmica e espalhamento de
luz dindmico com ambos os monémeros para avergtemdéncia de interacdo com membranas, bem como
estudos com a distinctina para elucidar aspectssi@atividade e interagcdo com membranas.

109



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Allen, F. H.; Kennard, O.; Taylor, R1983 Systematic Analysis of Structural Data as a Rebeiechnique
in Organic ChemistryAcc. Chem. Red6, 146.

Arseniev, A. S.; Kondakov, V. I.; Maiorov, V. N.;yBtrov, V. F.;1984 NMR solution spatial structure of
‘short’ scorpion insectotoxinA. FEBS Lett165, 57.

Barsukov, I. L., Lian, L.-Y 1993 Structure determination from NMR data I. AnalysisNMR data In:
Roberts, G. C. K. (Org.NMR of Macromolecules: A Practical Approac®xford: IRL Press.

Batista, C. V. F.; Rosendo da Silva, R.; Sebben,Skaloni, A.; Ferrara, L.; Paiva, G. R.; Olamendi-
Portugal, T.; Possani, L. D.; Bloch, @999 Oxyopinins, Large Amphitathic Peptides Isolateshf the
Venom of the Wolf SpideiOxyopes kitabensisvith Cytolytic Properties and Positive Insectidida
Cooperativity with Spider NeurotoxinBeptides 20, 679.

Batista, C. V. F.; Scaloni, A.; Rigden, D. J.; @il.. R.; Romero, A. R.; Dukor, R.; Sebben, A.;armb, F.;
Bloch, C.;2001 A novel heterodimeric antimicrobial peptide frahe tree-frogPhyllomedusa distincta
FEBS Lett. 494, 85.

Bechinger, B.;1999 The structure, dynamics and orientation of amtiobial peptides in membranes by

multidimensional solid-state NMR spectroscoBiochim. Biophys. Actd462, 157.

Bendiak, B.; 2002 Sensitive Through-Space Dipolar Correlations ketw Nuclei of Small Organic
Molecules by Partial Alignment in a Deuterated lij§olventJ. Am. Chem. So&24, 14862.

Berman, H. M.; Bourne, P. E.; Westbrook, J.; Zak@et.; 2003 The Protein Data Bank: Chasman, D. |I.
(Org.); Protein Structure: Determination, Analysis and Agglions for Drug DiscoveryNew York: M.

Dekker, Inc.

Bertini, I.; Cavallaro, G.; Luchinat, C.; Poli, RO03 A use of Ramachandran potentials in protein goiut

structure determinations. Biomol. NMR 26, 355.

110



Billeter, M.; Braun, W.; Withrich, K.;1982 Sequential resonance assignments in prdﬂdimuclear

magnetic resonanclature Struct. Bioll, 584.

Bierbaum, G.; Sahl, H.-G1,985 Induction of autolysis of Staphylocci by the lzagéeptide antibiotics pep5
and nisin and their infuence on the activity ofodytic enzymesArch. Microbiol. 141, 249.

Blanco, F.; Rivas, G.; Servano, 11994 A short linear peptide that folds into a natitabde. Nature Strct.
Biol. 1, 584.

Blumenthal, L. M.;1953 Theory and Applications of Distance Geomef@ambridge, UK: Cambirdge
University Press.

Boman, H. G.1995 Peptide antibiotics and their role in innate inmitt Annu. Rev. Immurd.3, 61.

Brahms, S.; Brahms, J198Q Determination of protein secondary structure otuon by vacuum
ultraviolet circular dichroismJ. Mol. Biol. 138, 149.

Braun, W.; Bosch, C.; Brown, L. R.; 35 N.; Withrich, K.; 1981 Combined use of proton-proton
overhauser enhancements and a distance geometoyittaly for determination of polypeptide

conformations. Application to micelle-bound glucagdiochim. Biophys. Act&667, 377.

Braun, W.; &, N.; 1985 Calculation of protein conformations by protomyan distance constraints. A new
efficient algorithm.J. Mol. Biol, 186, 611.

Bruch, M. D.; Gierasch, L. M.199Q Structures of wild-type and mutant signal seqasnafEscherichia
coli ribose binding proteinl. Mol. Biol.265, 351.

Bringer, A. T.; Clore, G. M.; Gronenborn, A. M.; itus, M.; 1986 Three-dimensional structure of
proteins determined by molecular dynamics withripteton distance restraints: application to crambin

Proc. Natl. Acad. Sci. USA&3, 3801.

Bringer, A. T.; Krukowski, A.; Erickson, J. W199Q Slow-cooling protocols for crystallographic
refinement by simulated annealirgcta Cryst A46, 585.

111



Bringer , A. T.;1992a. X-PLOR, Version 3.1. A System for X-ray Crystabgdry and NMRNew Haven:

Yale University Press.

Bringer, A. T.;1990. Free R value: A novel statistical quantity fosessing the accuracy of structures.
Nature 335, 472.

Bringer, A. T.; Adams, P. D.; Rice, L. ML997 New applications of simulated annealing in X-ray
crystallography and solution NMBtructure 5, 325.

Brunger, A. T.; Adams, P. D.; Rice, L. ML998 Recent developments for the efficient crystakimuipic
refinement of macromolecular structur€sirr. Op. Struct. Biol8, 606.

Bruschweiller, R.;1992 Normal modes and NMR order parameters in Pratdindm. Chem. Sqcll4,
5341.

Cai, M.; Huang, Y.; Liu, J.; Krishnamoorthi, RL995 Solution conformations of praline rings in protei
studied by NMR spectroscopy. Biomol. NMR6, 123.

Cantor, C. R.; Timasheff, S. NL982 in Optical Spectroscopy of Proteird’ Ed. Vol. 5. (Neurath., H.; Hill
R. L.; Eds.) New York: Academic Press.

Case, D. A.1981 Encyclopaedia of Computational Chemistry, VoIN8w York: Wiley.

Case, D. A.;200Q Interpretation of chemical shifts and couplingis@ants in macromolecule8urr. Op.
Struct. Biol, 10, 197.

Cavanagh, J.; Fairbrother, W. J.; Ill, A. G. P.elBn, N. J.; France, M2006 Protein NMR Spectroscopy:
Principles and PracticeOxford: Elsevier Academic Press.

Chan, W. C.; White, P. D200Q Fmoc solid phase peptide synthesis. A practicat@ggh Oxford: Oxford

University Press.

Clarke, J., Itzhaki, L. S1998 Hydrogen exchange and protein foldir@urr. Opin. Struct. Biol8, 112.

112



Clore, G. M.; Nilges, M.; Sukumaran, D. K.; Bringér. T.; Karplus, M.; Gronenborn, A. M1986 The
three-dimensional structure of al-purothionin idution: combined use of nuclear magnetic resonance,

distance geometry and restrained molecular dynaBM80O J.5, 2729.

Clore, G. M.; Gronenborn, A. M1991 2-Dimensional, 3-Dimensional and 4-Dimensional RiMlethods
for Obtaining Larger and More Precisa 3D Structireu.Rev. Biophys. Biophys. Chef, 29.

Clore, G. M.; Starich, M. R.; Bewley, C. A.; Cai,.Muszewski, J.1999 Impact of Residual Dipolar
Couplings on the Accuracy of NMR Structures Deterdi from a Minimal Number of NOE Restrainis.
Am. Chem. Socl21, 6513.

Cordier, F.; Grzesiek, S.; Temperature-dependefiqeratein hydrogen bonding properties as studied by
high-resolution NMR2002 J. Mol. Biol, 317, 739.

Cornilescu, G.; Marquardt, J. L.; Ottiger, M.; B#x; 1998 Validation of protein structure from anisotropic
carbonyl chemical shifts in a dilute liquid crysitaé phaseJ. Am. Chem. S0&20, 6836.

Cornilescu, G.; Ramirez, B. E.; Frank, M. K.; Clo@& M.; Gronenborn, A. M.; Bax, A1999 Correlation
betweert"J(N-C’) and hydrogen bond length in protein Am. Chem. Sqcl21, 6275.

Crippen, G. M.;1977. A novel approach to the calculation of conformatiDistance geometry.. Comp.
Phys.26, 449.

Crippen, G.; Havel, T. F1978 Stable calculation of coordinates from distantferination.Acta Cryst.
A34, 282.

Csordes, F. S.; Bright, J. N.; Sansom, M. S2B02 Proline-induced distortions of transmembranecksili
J. Mol. Biol.323, 951.

Delagio, F. S.; Grzesiek, G. W.; Vuister, @995 NMRPipe: a multidimensional spectral processing
system base don UNIX pipek.Biomol. NMR6, 277.

Engh, R. A.; Huber, R.1991.Accurate bond and angle parameters for X-ray pnagiucture refinement.
Acta CrystA47, 392.

113



Evans, J. N. SBiomolecular NMR Spectroscoft995 Oxford: Oxford University Press.

Freudenberger, J. C.; Spiteller, P.; Bauer, R.;sk&esH.; Luy, B.;2004 Stretched Poly(dimethylsiloxane)
Gels as NMR Alignment Media for Apolar and Weaklgld® Organic Solvents: An Ideal Tool for
Measuring RDCs at Low Molecular ConcentratichsAm. Chem. So#26, 14690.

Freudenberger, J. C.; Kndr, S.; Kobzar, K.; Heckmab.; Paululat, T.; Kessler, H.; Luy, B2005
Stretched poly(vinyl acetate) gels as NMR alignmemwdia for the measurement of residual dipolar

couplings in polar organic solvenfsngew. Chem. Int. Ed44, 423.

Furrer, J.; John, M.; Kessler, H.; Luy, B2007 J-Spectroscopy in the presence of residual dipolar
couplings: determination of one-bond coupling cantt and scalable resolutiah. Biomol. NMR 37,
231.

Gessell, J.; Zasloff, M.; Opella, S. 1997 The structural and functional diversity of natlyraccurring
antimicrobial peptidesl. Biomol. NMR9,127.

Ginzinger, S. W.; Gerick, F.; Coles, M.; Heun, ¥2007. CheckShift: automatic correction of inconsistent
chemical shift referencind. Biomol. NMR39, 223.

Goodman, M.; Naider, F.; Toniolo, C1:971 Circular dichroism studies of isoleucine oligofidgs in

solution.Biopolymers 10, 1719.

Griesinger, C.; Sgrensen, O. W.; Ernst, R. R985 Two-dimensional correlation of connected NMR
transitions.J. Am. Chem. So&07, 6394.

Gintert, P.; Braun, W.; Billeter, M.; Wiithrich, KL989 Automated stereospecifiel assignments and their
impact on the precision of protein structure deteations in solutionJ. Am. Chem. Soé11, 3997.

Guntert, P.; Braun, W.; Withrich, KL991 Efficient computation of three-dimensional pratstructures in

solution from nuclear magnetic resonance data iotiso using a novel strategy for the structure
calculation with the programs DIANA, CALIBA, HABASnd GLOMSA.J. Mol. Biol, 217, 517.

114



Gilntert, P.; Mumenthaler, C.; Withrich, K997 Torsion angle dynamics for NMR structure caldolat
with the program DYANA.J. Mol. Biol.273, 283.

Glntert, P.1998 Structure calculation of biological macromolesuteom NMR dataQuart. Rev. Biophys.
31, 145.

Havel, T. F.; Kuntz, I. D.; Crippen, G. M1983 The theory and practice of distance geomd&unll. Math.
Biol. 45, 665.

Havel, T. F.; Withrich, K.[1984 A distance geometry program for determining ttreicsures of small
proteins and other macromolecules from nuclear miggnesonance measurements of intramolectdar
'H proximities in solutionBull. Math. Biol.46, 673.

Havel, T. F.; 1990 The sampling properties of some distance geonadgiorithms applied to unconstrained

polypeptide chains: a study of 1830 independertigmuted conformation®iopolymers29, 1565.

Hansen, M. R.; Mueller, L.; Pardi, A998 Tunable alignment of macromolecules by filamentphage

yields dipolar couplings interactiordat. Struct. Biol.5, 1065.

Heikkinen, S.; Aitio, H.; Permi, P.; Folmer, A.999 J-Multiplied HSQC (MJ-HSQC): A new method for
measuringJ(HN-Ha) couplings in**N-labeled proteins). Mag. Res.137, 243.

Hendrickson, W. A.;1981 Biomolecular Structure, Conformation, Function aBksolution, Volume 1:
Diffraction and Related Studie®xford: Pergamon.

Hooft, R. W.; Sander, C.; Vriend, GL997 Objectively judging the quality of a protein stture from a
Ramachandran ploGomp. Appl. Bioscl3, 425.

Huang, E. S.; Samurdrala, R.; Ponder, J. Mh;Initio fold prediction of small helical proteins using

distance geometry and knowledge-based scoringifunsct. Mol. Biol.290, 267.

Jacobson, B.; Anderson, W. A.; Arnold, J. T954 A Proton Magnetic Resonance Study of the Hydnatio
of Deoxyribonucleic AcidNature 173, 772.

115



Johnson,B. A.; Blevins, R. A1994 A program for the visualization and analysis d¥IRl datasetsJ.
Biomol. NMR 4, 603.

Kaptein, R.; Zuiderweg, E. R.; Scheek, R. M.; Bosl®.; van Gunsteren, W. A.985 A protein structure
from nuclear magnetic resonance data. lac représsaipiecel. Mol. Biol.182, 179.

Karplus, M.;1963 Vicinal proton coupling in nuclear magnetic resoce.J. Am. Chem. Sq@5, 2870.

Kemmink, J.; Scheek, R. M1995 Dynamic modelling of a helical peptide in solatiasing NMR data:
Multiple conformations and multi-spin effects JoBol. NMR, 5, 33.

Kline, A. D.; Braun, W.; Withrich, K.1986 Studies by'H nuclear magnetic resonance and distance

geometry of the solution conformation of th@mylase inhibitor Tendamistak. Mol. Biol. 189, 377.

Kline, A. D.; Braun, W.; Withrich, K.1988 Determination of the complete three-dimensiotralcture of
the a-amylase inhibitor tendamistat in agueous solutignnuclear magnetic resonance and distance
geometryJ. Mol. Biol.204, 675.

Konrat, R.; Tollinger, M.; Kontaxis, G.; KrautleB,; 1999 NMR techniques to study hydrogen bonding in
aqueous solutiomMonatshefte fiir Chemid 30, 961.

Koradi, R.; Billeter, M.; Withrich, K.;1996 MOLMOL: A program for display and analysis of
macromolecular structured. Mol. Graph.14, 51.

Kragol, G.; Lovas, S.; Varadi, G.; Condie, B. Adoffman, R.; Otvos, Jr., L.;200], The antibacterial
peptide pyrrhocoricin inhibits the ATPase actiorfsDmaK and prevents chaperone-assisted protein
folding. Biochemistry 40, 3016.

Kumar, A.; Ernst, R. R.; Wiuthrich, K198Q A two-dimensional nuclear Overhauser enhancer(bt

NOE) experiment for the elucidation of completetpmproton cross-relaxation networks in biological

macromoleculesBiophys. Res. Comn®5, 1.

116



Kuszewski, J.; Gronenborn, A. M.; Clore, G. MI996 Improving the quality of NMR and crystallographic
protein structures by means of a conformationadhzde deried from structure databaBestein Sci.5,
1067.

Kuszewski, J.;Gronenborn, A. M.; Clore, G. M997. Improvements and extensions in the conformational
database potential for the refinement of NMR anchiXstructures of proteins and nucleic aciisMag.
Res.125, 171.

Kuszewski, J.; Clore, G. M200Q Sources of and solutions to problems in the egfiant of protein NMR
structures against torsion angle potentials of nfesre.J. Mag. Res146, 249.

Kuszewski, J.; Schwieters, C.; Clore, G. 001 Improving the accuracy of NMR structures of DNA b
means of a database potential of mean force basefissitional interactiond. Am. Chem. Sod.23,

3903.

Linge, J. P.; Habeck, M.; Rieping, W.; Nilges, Q03 ARIA: automated NOE assignment and NMR

structure calculatiorBioinformatics 19, 315.

Lipsitz, R. S.; Tjandra, N2004 Residual dipolar couplings in NMR structure asayAnnu. Rev. Biophys.
Biomol. Struct.33, 387.

Lu, H.; Marti, T.; Booth, P. J.2001 Proline residues in transmembraméielices affect the folding of
bacteriorhodopsinl. Mol. Biol.308, 437.

Macura, S.; Ernst, R. R1:98Q Elucidation of cross-relaxation in liquids by B AIMR spectroscopyMol.
Phys, 41, 95

Marion, D.; Zasloff, M.; Bax, A.;1988 A two-dimensional NMR study of the antimicrobipéptide
magainin2 FEBS Lett227, 21.

Matsuzaki, K.;1999 Why and how are peptide-lipid interactions uétizon self-defense? Magainins and

tachylplesins as archetyp&iochim. Biophys. Actd.462, 1.

117



Metzler, W. J.; Hare, D. R.; Pardi, A1989 Limited sampling of conformational space by thstahce
geometry algorithm: implications for structures gexted from NMR datdBiochemistry 28, 7045.

Mujeeb, A.; Ulyanov, N. B.; Billeci, T. M.; Farr-des, S.; James, T. L1999 Conformational Ensemble
Calculations: Analysis of Protein and Nucleic AN§R Data.In: Krishna, N. R.; Berliner, L..JOrg.).
Biological Magnetic Resonance, Vol. 17: Structuremutation and Dynamics in Protein NMRew

York: Kluwer Academics/Plenum Publishers.

Nardi, F.; Kemmink, J.; Sattler, M.; Wade, R. 800Q Thecisproline{ —1)-aromatid( interaction: Folding
of the AlacisPro-Tyr peptide characterized by NMR and theoréparoachesl. Biomo. NMR17, 63.

Neal, S.; Nip, A. M.; Zhang, H.; Wishart, D. 2003 Rapid and accurate calculation of proti 13C and
®N chemical shiftsJ. Biomol. NMR26, 215.

Nelson, D. L.; Cox, M. M.2002 Lehninger Principios de Bioguimic® ed.; Sdo Paulo: Sarvier,

Neri, D.; Otting, G.; Senn, H.; Wiuthrich, K990 New nuclear magnetic resonance experiment for

measurements of the vicinal coupling constahis, in proteins.J. Am. Chem. Sqcl12, 3663.
Nilges, M.; Clore, G. M.; Gronenborn, A. M1988 Determination of three-dimensional structures of
proteins from interproton distance data by dynahs@aulated annealing from a random array of atoms:

Circumventing problems associated with foldiRgBS Lett239, 129.

Orzaez, M.; Salgado, J.; Giménez-Giner, A.; Pémm@PE.; Mingarro, 1.2004 Inluence of proline residues

intransmembrane helix packing. Mol. Biol.335, 631.

Nilges, M.; 2001 Applications of Molecular Modeling in NMR Structubetermination.in: Becker, O. M.
et al. (Org). Computational Biochemistry and Biophysjddew York: M. Dekker, Inc.

Osapay, K.; Case, D. A.; Analysis of proton chematfs in regular secondary structure of proteihs.
Biomol. NMR 4, 215.

Ottiger, M.; Zerbe, O.; Guntert, P.; Wuthrich, K997 The NMR solution conformation of unligated
human Cyclophilin AJ. Mol. Biol.272, 64.

118



Ottiger, M.; Delaglio, F.; Bax, A.1998 Measurement of and dipolar couplings from simplified two-
dimensional NMR spectrd. Magn. Reson131,373.

Pal, D.; Chakrabarti, P1999 Cis peptide bonds in proteins: Residues involved,rtieenformations,

interactions and locationd. Mol. Biol.294, 271.

Pastore, A.; Saudek, V199Q The relationship between chemical shift and sdapnstructure in proteins.
J. Mag. Res90, 165.

Pfeiffer, S.; Karimi-Nejad, Y.; Riterjans, HL997Limits of NMR Structure Determination using Varab
Target Function Calculations: RibonucleagealCase Studyl. Mol. Biol.266, 400.

Pflugrath, J.; Wiegand, E.; Huber, R.; Vértesy,1986 Crystal structure determination, refinement, tred
molecular model of the-amylase inhibitor Hoe-467Al. Mol. Biol.189, 383.

Powers, N.; Jensen, 2006 Chemically accurate protein structures: Validatd protein NMR structures

by comparison of measured and prediqikdvalues.J. Biomol. NMR 35, 39.

Prestegard, J. H200Q NMR structure of biomolecules using field oriahtenedia and residual dipolar

couplings.Quarterly Rev. Biophys33, 371.

Prestegard, J. H.; Mayer, K. L.; Valafar, H.; Bemis G. C.;2005 Determination of protein backbone
structures from residual dipolar couplinfyethods Enzymql394, 175.

Rundgren, H.; Mark, P.; Laaksonen, 2007 Molecular dynamics simulations of conserved Hoatgin
hexapeptides Il. Folded structures in water safutioMol. Struct805, 61.

Quine, J. R.; Cross, T. A.; Chapman, M. S.; Berfr&n 2004 Mathematical aspects of protein structure
determination with NMR orientational restrainBull. Mathl. Biol.66, 1705.

Raimondo, D.; Andreotti, G.; Saint, N.; Amodeo, Renzone, G.; Sanseverino, M.; Zocchi, |.; Molle; G

Motta, M.; Scaloni, A.;2005 A folding-dependent mechanism of antimicrobiapti#e resistance to
degradation unveiled by solution structure of digin. Proc. Natl. Acad. Sci USA02, 6309.

119



Ramachandran, G. N.; Ramakrishnan, C.; Sasisekh&tari963 Stereochemistry of polypeptide chain
configurations.J. Mol. Biol. 7, 95.

Rule, G. S.; Hitchens, T. K2006 Focus on Strunctural Biology, Vol. 5. FundamentaisProtein NMR
SpectroscopyDordrecht: Springer.

Saunders, M.; Wishnia, A.; Kirkwood, G957 The Nuclear Magnetic Resonance of Ribonucleakedm.
Chem. So¢.79, 3289.

Schwieters, C. D.; Kuszewski, J. J.; Tjandra, Glgre, G. M.;2003 The Xplor-NIH NMR Molecular
Structure Determination Package Mag. Res160, 66.

Schwieters, C. D.; Kuszewski, J. J.; Clore, G. BDPG& Using Xplor-NIH for NMR molecular structure
determinationProgr. NMR Specti48, 47.

Sibley A. B.; Cosman, M.; Krishnan, V. V2003 An empirical correlation between secondary stmect

content and averaged chemical shifts in prot@igphysical Journal81, 1223.

Shai, Y.1999 Mechanism of the binding, insertion and destahilon of phospholipid bilayer membranes
by a-helical antimicrobial and cell non-selective meeni®-lytic peptidesBiochim. Biophys. Actal462,
55.

Spitzfaden, C.; Braun, W.; Wider, G.; Widmer, H.jiikfich, K.; 1994 Determination of NMR solution
structure of the cyclophilin A-Cyclosporin A comglée. Biomol. NMR4, 463.

Sprangers, R.; Bottomley, M. J.; Linge, J. P.; $zhd.; Nilges, M.; Sattler, M200Q Refinement of the
protein backbone angigin NMR structure calculationd. Biomol. NMR 16, 47.

Spronk, C. A .E. M.; Bovin, A. M. J. J.; Radha,K2; Melancini, G.; Boelens, R.; Kaptein, R.999 The
solution structure of Lac repressor headpiece 62pbexed to a symmetricdc operator.Structure 7,
1483.

Spronk, C. A. E. M.; Linge, J. P.; Hilbers, C. Wuiister, G. W.;2002 Improving the quality of protein
structures derived by NMR spectroscopyBiomol. NMR22, 281.

120



Spronk, C. A. E. M.; Nabuurs, S. B.; Krieger, Erjénd, G.; Vuister, G. W.2004 Validation of protein
structures derived by NMR spectroscoByogress Nuc. Mag. Res. Spéb, 315.

Sutcliffe, M. J.;1993 Structure determination from NMR data II: Computagl Approachesin: Roberts,
G. C. K.; (Org.)NMR of Macromolecules: A Practical Approacbxford: IRL Press.

Szilagyi, L.; Samu, J.; Harsanyi, 11995 Structure Elucidation of Two Acetylated Derivagsv of
Oligomycin A.Sepctr. Lett28, 699.

Tjandra, N.; Bax, A.1997a. Direct measurements of distances and anglesoinddecules by NMR dilute
liquid crystalline mediumScience278,1111.

Tjandra, N., Bax, A.199%. Measurement of Dipolar Contributions‘g.Splittings from Magnetic-Field
Dependence diModulation in Two-Dimensional NMR SpectdaMagn. Reson124, 512.

Troll, W.; Cannan, R. K.1953 A modified photometric ninhydrin method for theadysis of amino and
imino acids.J. Biol. Chem200, 803.

Tsai, C. S.2002 An Introduction to Computational BiochemistNew York: Wiley-Liss.

van Gunsteren, W. F.; Brunner, M.; Gros, P.; vahaic R. C.; Schiffer, C. A.; Torda, A. E1994
Accounting for molecular mobility in structure deténation based on nuclear magnetic resonance
spectroscopy and X-ray diffraction daéethods Enzymql261, 619.

van Gunsteren, W. F1998 Validation of molecular dynamics simulatiagh.Chem. Phys108, 6109.

van Gunsteren, W. F.; Bonvin, A. M. J. 1999 Daura, X.; Smith, L. JBiological Magnetic Resonance:
Volume 17: Structure Computation and Dynamics iot€in NMR New York: Kluwer Academic/Plenum

Publishers.

Vogt, T. B.; Bechinger, B.; Kinder, R.; Helmle, MHarzer, U.; Schinzel, S1999 Peptide structural
analysis by solid-state NMR spectroscoBippolymers51, 174.

121



Wang, L.; Eghbalnia, H. R.; Markley, J. 12007 Nearest-neighbor effects on backbone alpha atal be
carbon chemical shifts in proteink.Biomol. NMR 39, 247.

Wang, Y.; Wishart, D. S2005 A simple method to adjust inconsistently refesshcC and™°N chemical
shift assignments of proteind. Biomol. NMR31, 143.

Westerhoff, H. V.; Juretic, D.; Hendler, R. W.; K#§ M.; 1989 Magainins and the disruption of
membrane-linked free-energy transductiroc. Natl. Acad. SclUSA.86, 6597.

Williamson, M. P.; Havel, T. F.; Withrich, K1,985 Solution conformation of proteinase inhibitor ftam
bull seminal plasma b\H nuclear magnetic resonance and distance geordeiol. Biol. 31, 1647.

Williamson, M. P.;1994 The structure and function of praline-rich regian proteins.J. Biochem297,
249.

Wishart, D. S.; Sykes, B. D.; Richards, F. 992 The chemical shift index: A fast, and simple noeth

for the assignement of protein secondary struchmaigh NMR spectroscopRiochemistry 31, 1647.

Wishart, D. S.; Nip, A. M.;1998 Protein chemical shift analysis: a practical guBiochem. Cell Biol76,
153.

Wishart, D. S.; Case, D. A2001 Use of chemical shifts in macromolecular struetdietermination.
Methods EnzymoB38, 3.

Wright, P. E.;1989 What can two-dimensional NMR tell us about prw&iTrends Biochem. Sci4, 255.

Withrich, K.;1986 NMR of Proteins and Nucleic Acidsew York: Wiley.

Withrich, K.;1989 The development of nuclear magnetic resonanceregeopy as a technique for protein
structure determinatiocc. Chem. Re&2, 36.

Xia, Y.; Kong, X.; Ip, N.; Zhu, G.200Q A J-Multiplied HMQC (MJ-HMQC) experiment for measuring
3J(HN-Ha) coupling constantsl. Mag. Res.146, 228.

122



Yang, L.; Weiss, T. M.; Lehrer, R. |.; Huang, H. ;2200Q Crystallization of antimicrobial pores in
membranes: magainin and protegBiophys. J79, 2002.

Yao, J.; Dyson, H. J.; Wright, P. .997. Chemical shift dispersion and structure predictiounfolded and
partly folded proteind-EBS Lett419, 285.

Zasloff, M.; 2002 Antimicrobial peptides of multicellular organisniature 415, 389.

Zhang, H.; Neal, S.; Wishart, D. 2003 RefDB: A database of uniformly referenced protefremical
shifts.J. Biomol. NMR25, 173.

Zuiderweg, E. R. P.; Billeter, M.; Boelens, R.; 8ek, R. M.; Withrich, K.; Kaptein, R1984 Spatial

arrangement of the threehelices in the solution structure Bf coli lac repressor DNA-binding domain.
FEBS Lett174, 243.

123



