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Resumo

Este trabalho consiste no estudo de estrutura e interac¢io com meios miméticos de
membrana dos peptideos antimicrobianos Distinctina, heterodimero composto de duas cadeias
polipeptidicas (cadeia 1 e cadeia 2) ligadas covalentemente por meio de uma ligagio de dissulfeto
entre residuos de cisteina, e isolada de secre¢des epiteliais de anuros da espécie Phyllomedusa
distincta, nativa da Mata Atlantica brasileira; Hilaseptina P2 (HSP2) e das fenilseptinas,
constituidas pelo par de epimeros [L-Phe?]-Fenilseptina (L-Phes) e [D-Phe?]-Fenilseptina (D-
Phes), todas as trés isoladas de glandulas epiteliais de anuros da espécie Hypsiboas punctatus,
nativa da Floresta Amazonica. Todos esses peptideos apresentam consideravel atividade contra
bactérias Gramr-positivas e Gram-negativas e, por isso, hé interesse em se estudar o mecanismo
pelo qual essas substancias exercem essa atividade biolégica. O modelo de mecanismo mais
aceito para esse tipo de peptideo, denominado modelo de Shai-Matsuzaki-Huang (Matsuzaki,
1999; Shai, 1999; Huang, 2000; Yang, 2000; Papo, 2005) leva em conta forte influéncia da
estrutura dos peptideos sobre suas atividades bioldgicas. Tendo isso em vista, surge a necessidade
de se estudar as estruturas dessas biomoléculas para se elucidar o mecanismo de suas atividades

antimicrobianas.

Os peptideos em questdo foram estudados a nivel estrutural utilizando-se técnicas de
Dicroismo Circular (CD) e Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) em solu¢do. Resultados
mostraram que todos eles apresentam estruturas tercidria ordenadas, ricas em @-hélice e de
carater altamente anfipatico. O modelo estrutural do peptideo distinctina, embora tenha
apresentado ordenacdo considerdvel levando-se em conta cada cadeia monomérica
separadamente, ndo apresenta orientacao relativa entre as duas cadeias muito bem definida.
Resultados de CD, no entanto, indicam forte estrutura¢do -helicoidal, tanto do heterodimero
quanto de suas cadeias monoméricas individuais, apesar de sugerir que a interagdo peptideo
fosfolipideo se da por meio de um equilibrio envolvendo mais de dois estados. Para a HSP2,
resultados de CD em vesiculas unilamelares e RMN em 2,2,2-trifluoretanol (TFE) mostraram
alto contetdo de a-hélice e os modelos obtidos a partir da RMN apresentam ainda alto grau de

anfipaticidade. Estudos de RMN em DPC das fenilseptinas levaram a modelos também ricos em

a-hélice, sendo que a D-Phes mostrou grau de estruturagdo ligeiramente maior que a L-Phes.
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Os experimentos de RMN em fase solida foram realizados para a HSP2 e as fenilseptinas,
com amostras mecanicamente orientadas contendo bicamadas do fosfolipideo 1-palmitoil-2-
oleoilfosfatidilcolina (POPC) e os respectivos peptideos seletivamente marcados com N e 2H. A
partir da medi¢do de propriedades anisotrépicas como deslocamento quimico de “N e
desdobramento quadrupolar de 2H, foi possivel determinar as possiveis orientagbes das
estruturas calculadas com base nos dados de RMN em solucao e inferir a respeito da maneira pela
qual a interagdo peptideo-membrana ocorre. Para a HSP2, a andlise conjunta dos resultados de
RMN em solugdo e em fase sélida mostrou que o peptideo interage fortemente com a bicamada,
de forma que sua face hidrofébica estd em contato direto com o interior alifitico da estrutura
fosfolipidica e orientado quase totalmente paralelo a superficie da bicamada. Os epimeros L-Phes
e D-Phes, embora tenham estruturas tercidrias préximas, mostraram orienta¢des bastante

diferentes entre si, evidenciando que os peptideos interagem com membrana de formas distintas.

Uma outra parte do trabalho diz respeito aos estudos termodinamicos da interagdo
peptideo-lipossoma da HSP2 por meio da técnica de Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC).
Esses estudos mostraram que a interacao em questio é fortemente dependente da concentra¢ao
do peptideo no meio e que, apesar de possuir um carater mais eletrostatico em um momento
inicial, que envolve a aproximac¢ao do peptideo com a membrana, ela é mantida principalmente
por interacdes do tipo hidrofébicas entre os residuos de cadeia lateral apolares e o interior
alifatico da bicamada fosfolipidicas. A andlise conjunta de todos os resultados obtidos por
diferentes metodologias permitiu construir um modelo mais detalhado para a interagdo entre o

peptideo e a membrana bacteriana.
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Abstract

This work consists of studies on the structure and interactions with membrane-mimetic
media of the antimicrobial peptides distinctin, an heterodimer composed of two peptide chains
(chain 1 and chain 2) covalently bonded through a dissulfide bond and isolated from the skin of
Phyllomedusa distincta anurans, native from the Brazilian Atlantic Forest; Hylaseptin P2 (HSP2)
and the phenylseptins [L-Phe?]-Phenylseptin (L-Phes) and [D-Phe?]-Phenylseptin (D-Phes), all
three isolated from Hypsiboas punctatus anurans, found on the Amazon tropical forest. All these
peptides show considerable activity against both Gram-positive and Gram-negative bacteria,
reason why there is growing interest in better understanding the mechanistic pathway these
molecules follow on exerting their biological activities. The most widely accepted model for such
mechanism is the Shai-Matsuzaki-Huang model (Matsuzaki, 1999; Shai, 1999; Huang, 2000; Yang,
2000; Papo, 2005), which takes into account a strong influence of the peptides’ structures on their
biological activities. Hence the need to study these peptides on a structural level in order to

propose a consistent model.

The aforementioned peptides had their structures studied and determined by means of
Circular Dichroism (CD) and solution Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The results showed
that all peptides presented well-ordered tertiary structures, all of them also quite rich on @-helical
secondary structure and with a sharp amphipathic character. Distinctin’s structural model, albeit
showing considerable ordering when taking into account each monomeric chain separately, did
not present a very well-defined overall orientation of one chain in relation to the other. The CD
results, however, indicated stark @-helical structuration for both the chains as well as for the
heterodimer, although it suggests that the interaction between the peptide and the phospholipid
is better described as an equilibrium with more than two states. For the HSP2, the results of the
CD experiments on small unilamelar vesicles and the NMR experiments in 2,2,2-triluoroethanol
(TFE) showed a high content of @-helix and the models derived from the NMR data also showed
a sheer amphipathic character. For the phenylseptins, the NMR experiments in DPC also led to
O-helix-rich structures, being that D-Phes showed a slightly higher structuration degree than L-

Phes.

The solid-state NMR experiments were performed for HSP2 and the two phenylseptins,

with mechanically-oriented samples containing 1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholine (POPC)
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bilayers and the peptides selectively-labeled with N and 2H. From the measurements of
anisotropic properties such as ’N chemical shifts, and 2H quadrupolar splitting, it was possible to
calculate the possible orientations for the structure determined from the solution NMR data. For
HSP2, the concomitant analysis of both solid-state and solution NMR results showed that the
peptide interacts strongly with the bilayer, in way such that its hydrophobic side is in direct
contact with the phospholipids’ aliphatic chains and in a quasi-paralell orientation in relation to
the bilayer’s surface. The epimers L-Phes and D-Phes, albeit showing very similar tertiary
structures, their calculated orientations are significantly different, which suggests that these

peptides interact with the bilayer in distinct manners when comparing one to the other.

Another part of this work comprises the study of the HSP2 peptide-lyposome
interaction’s thermodynamics through Isotermal Titration Calorimetry (ITC). These studies
showed that the interaction in question is strongly dependent on the concentration of the peptide
on the media and that, in spite of having a sharp electrostatic character at an initial moment
which consist on the approximation of the peptide to the membrane, it is mostly maintained by
hydrophobic interactions between the non-polar sidechains and the membrane’s hydrophobic
core. The analysis of these results together with the NMR ones, allowed us to build a more
complete and detailed model for the interaction between the peptide and the bacterial

membrane.
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Tabela de Aminoacidos

Simbolode  Simbolode  Massa monoisot6pica

Aminoacido o
uma letra trés letras

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

Triptofano w Trp 186,079
A%

Valina Val 99,068




Apresentacao

Esta tese teve como objetivo estudar a estrutura e a interacdo com meios miméticos de
membrana de quatro peptideos antimicrobianos: Distinctina, heterodimero composto de duas
cadeias polipeptidicas (Cadeia 1 e Cadeia 2) ligadas covalentemente por meio de uma ligacdo de
dissulfeto entre residuos de cisteina; Hilaseptina P2 (HSP2) e das fenilseptinas, constituidas pelo
par de epimeros [L-Phe?]-Fenilseptina (L-Phes) e [D-Phe?]-Fenilseptina (D-Phes). Todos esses
peptideos apresentam consideravel atividade contra bactérias Gram-positivas e Gramr-negativas e,
por isso, ha interesse em se estudar o mecanismo pelo qual exercem essa atividade biologica. O
modelo de mecanismo mais aceito para esse tipo de peptideo, denominado modelo de Shai-
Matsuzaki-Huang (Matsuzaki, 1999; Shai, 1999; Huang, 2000; Yang, 2000; Papo, 2005) leva em
conta forte influéncia da estrutura dos peptideos sobre suas atividades biolégicas. Tendo isso em
vista, surge a necessidade de se estudar as estruturas dessas biomoléculas para se elucidar o

mecanismo de suas atividades antimicrobianas.

Este trabalho consta da Introdugido, que apresenta uma breve explanacdo dos
fundamentos teoricos das diversas técnicas utilizadas, constituindo o Capitulo 1;.da Parte
Experimental, que ¢é relatada no Capitulo 2; de um terceiro capitulo, abrangendo Resultados e

Discussao, de uma Conclusio e, por fim, das Referéncias Bibliograficas.



1.Introducao

1.1. Estrutura peptidica

Os peptideos sdo biomoléculas que contém de dois a dezenas de residuos de aminoacidos
(Quadro 1.1, p. 6) ligados covalentemente, através de ligacdes peptidicas entre um grupo
carboxila de um aminoacido e um grupo amino de outro por meio de uma reagdo de
condensagdo. Como resultado dessa reagdo, a cadeia peptidica possui duas terminacoes
diferentes: uma extremidade amino (grupamento alfa-amino), denominada de extremidade /N-
terminal e uma extremidade carboxi (grupamento alfa-caboxila), também denominada
extremidade de Cterminal. Por convengio, a extremidade /V-terminal é considerada como o
inicio de uma cadeia peptidica e a extremidade C'terminal, o seu final. Uma cadeia peptidica é
constituida por um conjunto formado pela repeti¢ao regular dos quatro dtomos que compdem a
ligacao peptidica (C, O, N, H) por toda a sua extensdo, que ¢ denominado cadeia principal, e de
uma parte variavel, dependente do residuo de aminoacido presente, que corresponde as distintas

cadeias laterais, representadas como R na Figura 1.1 (Nelson & Cox, 2002).
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aminica Pep carboxi

v

Sentido da cadeia

Figura 1.1. Representa¢do esquematica de uma sequéncia peptidica de um tripeptideo, com as
cadeias laterais representadas como R.
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Quadro 1.1. Estrutura e nomenclaturas dos aminoacidos comumente encontrados em proteinas
e peptideos.

Os peptideos sdo classificados de acordo com quatro niveis estruturais: estruturas
primarias, secunddrias, tercidrias e quaterndrias. Denomina-se estrutura primaria apenas a
sequéncia de residuos de aminoacidos do peptideo, em geral representada do grupo M-terminal

para o C:terminal (Berg et a/, 2006).

A estrutura secundaria indica conformagao local de alguma por¢io de um polipeptideo.,
constituindo formas ou padrdes mais recorrentes, sendo que os mais importantes sdo a a-hélice e
a folha-f. A adoc¢do dessas diferentes formas ocorre devido a variagdo dos angulos diedros ¢ e P
(Figura 1.2, p. 7) que, por sua vez, ¢ bastante influenciada tanto pelo meio em que se encontra a

proteina quanto pela sua estrutura primaria.



H R

Figura 1.2. Representacao dos angulos de tor¢do dos residuos de aminoacido.

A estrutura a-hélice (Figura 1.3) é formada por liga¢des hidrogénio, através da interagdo
intramolecular entre o oxigénio da carbonila e o hidrogénio do grupo amino das liga¢des
peptidicas. A ligagdo de hidrogénio proporciona uma hélice em torno de um eixo imaginario,
tendo entre cada volta da hélice, uma distAncia de cerca de 5,4 A, ou, aproximadamente, 3,6

residuos de aminoacidos (Berg et al, 2006).

iCarbono
O Hidrogénio
@ Oxigenio
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Figura 1.3. Quatro modelos de a-hélice, mostrando diferentes aspectos de sua estrutura. (a)
formagdo de a-hélice em torno de um eixo; (b) modelo bola e vareta, explicitando as liga¢des
hidrogénio intracadeias; (c) a-hélice vista de uma de suas terminag¢des, olhando-se para baixo
através do eixo longitudinal; (d) visdo lateral da a-hélice pelo modelo espa¢o preenchido (Nelson
& Cox, 2002, p. 127).

A existéncia de forma helicoidal em proteinas depende das cadeias laterais,
desempenhando um papel importante na estabilizagdo ou desestabilizagdao da a-hélice. Residuos

de aminodcidos com cadeias laterais com a mesma carga (positiva ou negativa) que estejam



muito proéximos entre si podem desestabilizar a forma devido a interagdes repulsivas. Residuos
de prolina e glicina apresentam normalmente impedimento para a ocorréncia de formas
helicoidais. No caso do residuo de prolina, o atomo de nitrogénio faz parte de um anel rigido,
impedindo a rotagdo em torno da ligacdo N — C, e, consequentemente, a ocorréncia de forma
helicoidal. Além disso, a auséncia de hidrogénio ligado ao nitrogénio do residuo de prolina nao
proporciona estabilizacdo de formas helicoidais por liga¢des hidrogénio. No caso da glicina, a
flexibilidade conformacional desfavorece a forma helicoidal, proporcionando frequentemente a
ocorréncia de formas globulares ou, simplesmente, a auséncia de uma forma preferencial em

sequéncias polipeptidicas que a contenham (Nelson & Cox, 2002).

A ocorréncia de forma helicoidal pode ser influenciada também pelos dipolos oriundos
das carbonilas. Assim, dipolos elétricos presentes nas ligacdes peptidicas e nas cadeias laterais
resultam em interacOes eletrostaticas com as extremidades da cadeia polipeptidicas,

desestruturando formas helicoidais (Nelson & Cox, 2002).

Na estrutura secundaria do tipo folha{}, as cadeias polipeptidicas apresentam uma
disposi¢ao em zigue-zague. Essas cadeias podem ser dispostas lado-a-lado, formando estruturas
que se assemelham a folhas. Nesse caso, as ligaces de hidrogénio sio formadas entre residuos
das cadeias polipeptidicas adjacentes. As ligagdes hidrogénio ocorrem entre residuos distantes
entre si na cadeia, podendo ocorrer também entre cadeias diferentes. O emparelhamento de
residuos resultante desse tipo de interacSes pode resultar em dois padroes diferentes de
disposi¢do das fitas-f: a forma antiparalela e a forma paralela, ambas mostradas na Figura 1.4 (p.
9). Na forma antiparalela, as fitas-ff encontram-se em sentidos contrarios, enquanto que, na
paralela, essas cadeias peptidicas encontram-se dispostas de forma alinhada quanto ao sentido
(i.e. N para C). Esse tipo de estrutura secundaria, no entanto, ndo costuma ser muito comum em
peptideos constituidos por poucos residuos de aminoacido, sendo mais recorrentes em proteinas

de altas massas moleculares (Nelson & Cox, 2002).
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Figura 1.4. Estruturas f de cadeias polipeptidicas, mostrando em (a) a conformagio pS-
antiparalela, em que os atomos de carbono, oxigénio e nitrogénio do esqueleto peptidico nao se

encontram alinhados (como pode ser visto pela perspectiva lateral) e em (b) a conformacio S
paralela. (Nelson & Cox, 2002, p. 129).

Outro padrio de estrutura secundaria é denominado de dobra f (Figura 1.5), sendo um
elemento de conexio entre fragmentos de residuos apresentando conformacdes f-antiparalelas.
A estrutura apresenta um dobramento de 180°, envolvendo geralmente quatro residuos de
aminoacido. O oxigénio da carbonila entre o primeiro e o segundo residuo forma uma ligagdo
hidrogénio com o hidrogénio do grupo amino localizado a trés ou quatro residuos de distancia.
Os demais grupos presentes na sequéncia nio participam da formagao dessa estrutura secundaria
(Figura 1.5a). Outro tipo de dobra pode ser formado também pela adog¢ao da conformagido cisde

residuos de prolina, conforme mostrado na Figura 1.5b (Nelson e Cox, 2002).
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Figura 1.5. (a) Estrutura geral de uma dobra f, indicando os quatro residuos de aminoacidos
(representados envoltos nos circulos azuis) que a constituem. (b) formas em que os residuos de
prolina podem se encontrar (cis e trans). (Nelson e Cox, 2002, p. 130).



Denomina-se de estrutura terciaria ao arranjo tridimensional de todos os atomos em uma
proteina. A estrutura terciaria indica o arranjo espacial relativo entre os motivos estruturais
definidos como estruturas secundarias, bem como o arranjo tridimensional de regides entre tais

motivos.

Peptideos contendo duas ou mais cadeias polipeptidicas ligadas entre si adotam arranjos
com subunidades em complexos tridimensionais. Esse nivel mais elevado de organizagdo é

denominado estrutura quaternaria (Nelson & Cox, 2002).

1.2. Peptideos Antimicrobianos

Peptideos antimicrobianos sdo componentes de sistemas de imunodefesa inatos a
diversos organismos multicelulares. Sua ampla distribui¢ao em diversas espécies, tanto do reino
animal quanto do reino vegetal sugere o importante papel que essas substancias tém na evolu¢ao
de organismos multicelulares complexos. Apesar de estarem presentes nesses organismos ha

muitas eras, essas substancias tém mantido eficientemente seus papéis imuno-defensivos.

Existe uma diversidade enorme de peptideos antimicrobianos. O banco de dados de
peptideos antimicrobianos (APD - Antimicrobial Peptide Database,

http://aps.unmc.edu/AP/main.php) registra atualmente 1518 peptideos, sendo que 98

apresentam propriedades antivirais, 442 propriedades antifiingicas, 1168 antibacterianas e 98
mostram  atividade anticancer. Os peptideos antimicrobianos podem se diversificar
principalmente pela composi¢do e estrutura. Tais caracteristicas refletem a adaptagdo das
espécies ao microambiente em que vivem. Uma classe importante destas substancias é os
peptideos anfipaticos lineares ou diméricos encontrados em muitas espécies, inclusive plantas,

anfibios, insetos ou humanos (Bevins & Zasloff, 1990).

Os anfibios apresentam uma enorme diversidade desses peptideos (Csordas & Michl,
1970; Hoffmann et a/, 1983). Na pele de anuros encontram-se muitos peptideos biologicamente
ativos, sendo os peptideos antimicrobianos considerados como os mais avangados participantes
do sistema imunoloégico desses animais (Boman, 1995; Zasloff, 2002). Em 1999, foi descrito o
isolamento de diversos peptideos antimicrobianos isolados da pele de anuros da espécie
Phyllomedusa distincta (Batista et al, 1999), dentre eles a distinctina (Batista et al, 2001),
peptideo heterodimérico, com ambas as cadeias amidadas na extremidade C'terminal, cuja

estrutura primaria encontra-se representada na Figura 1.6 (p. 11).
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Figura 1.6. Sequéncia peptidica da distinctina, com a representa¢do da ligacao dissulfeto entre os
residuos de cisteina.

Considerando os resultados de testes de atividade bioldgica, verificou-se que a distinctina
possui atividade antimicrobiana contra diversos tipos de bactéria, Gram-positvas ou Gramr
negativas (Batista et al, 2001). Além disso, varios outros estudos foram feitos, como dicroismo
circular (CD) e espectroscopia na regido do infravermelho (IV), que indicaram grande presenga
de estruturas secundarias do tipo folha-f, além da ocorréncia em menor escala da estrutura
secundaria a-hélice (Batista ez al, 2001). O estudo por ressonancia magnética nuclear (RMN) em
meio aquoso forneceu estruturas tridimensionais do peptideo, indicando a predominancia de
estruturas a-hélice nas cadeias, porém com uma interagdo entre as moléculas da distinctina, duas
a duas, sugerindo a presenca do peptideo na forma tetramérica (Raimondo et al, 2005),

conforme mostrado na Figura 1.7.

b)

Figura 1.7. Estruturas obtidas por RMN do heterodimero distinctina em 4gua. Em (a) ¢
representado o conjunto de estruturas sobrepostas, visualizando-se somente a cadeia principal
das estruturas, com a formagdo do tetrimero envolvendo duas moléculas da distinctina. A
Cadeia 1 esta representada em azul-escuro e verde escuro, e a Cadeia 2, em ciano e verde-claro,
de acordo com a subunidade de distinctina em que se encontram. Em (b) € mostrada a estrutura
tetramérica mais representativa, com a Cadeia 1 em roxo e a Cadeia 2 em vermelho (Raimondo
et al., 2005).



Recentemente, parte do mecanismo de interagdo com membranas fosfolipidicas foi
elucidada por meio de estudos de RMN em estado solido, onde pdde-se identificar uma
conformacao distinta da obtida por RMN em solu¢io (Resende er al, 2009). Esse estudo indica
que a distinctina altera significativamente sua conformac¢do quando interage com a bicamada
fosfolipidica, interagindo em sua forma monomérica (diferentemente da forma tetramérica
descrita em ambiente aquoso), com as cadeias orientadas paralelamente uma em rela¢do a outra,
de forma que as N-terminagdes encontram-se em posi¢des opostas entre si conforme mostrado

na Figura 1.8.

Figura 1.8. Representa¢do do peptideo distinctina (cadeias laterais polares em verde e apolares
em azul) interagindo com bicamada lipidica (representada em cinza) (Resende et a/, 2009).

Outra classe de peptideos antimicrobianos isolados de pele de anuros é a das fenilseptinas.
Esses peptideos foram isolados de anuros da espécie Hypsiboas punctatus, nativas da Floresta
Amazonica. Dois peptideos compdem essa recém-descoberta classe: [L-?Phe]-Fenilseptina (L-
Phes) e [D-?Phe]-Fenilseptina (D-Phes). Esses dois peptideos, também amidados na extremidade
C-terminal e cujas estruturas primarias estdo representadas na Tabela 1.1, constituem um par de
epimeros, e diferenciam-se pela configuragdo do segundo residuo de fenilalanina (F2, ou ?Phe,
conforme a nomenclatura utilizada para esses peptideos). Na L-Phes, encontra-se presente o
esteroisdmero L da fenilalanina e na D-Phes, o estereoisdmero D. A caracteristica que define esta
nova classe de peptideos é o alto contetido de residuos de fenilalanina, presente na extremidade
N-terminal, constituindo um motivo estrutural conservado cuja sequéncia ¢ Phe-Phe-Phe.

Ambos os peptideos sdo encontrados na secre¢do epitelial dessa espécie de anuro.

Tabela 1.1. Sequéncia de aminoacidos dos peptideos L-Phes e D-Phes, com as numeragées dos
residuos de aminoacido seguindo a ordem convencional da extremidade M-terminal a C
terminal, com a amidacao desta tltima representada pelo grupo -NH; a direita da representagdo
do dltimo residuo

Peptideo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

L-Phes F (L)F F D T L K N L A G K v 1 G A L T-NH,

D-Phes F (D-)F F D T L K N L A G K v 1 G A L T-NH,




O isolamento desses peptideos esta descrito em (de Magalhaes er a/, 2012) e foram
estudadas, também, no mesmo trabalho, as propriedades gustativas, bem como as atividades
antimicrobianas dessas substancias. Em rela¢ao as propriedades gustativas, muitos dos peptideos
antimicrobianos isolados da pele de anuros apresentam o sabor amargo quando experimentado
por humanos e este sabor é normalmente associado com residuos de cadeias laterais
hidrofébicas, em especial residuos de fenilalanina (Ishibashi, 1988; Kim, 2006; Maehashi, 2009).
Além da influéncia do carater hidrofébico dos residuos de aminoacido, foi observado que a
localizagdao desses residuos na cadeia polipeptidica também ¢é determinante para o sabor amargo
(Lelj, 1980; Otagiri, 1985). Essa propriedade gustativa evidencia o possivel papel dessas
substancias no mecanismo de defesa contra certos predadores, uma vez que o sabor amargo
propiciado por esses peptideos tornaria o sabor de individuos dessa espécie repulsivo para certos
predadores. Dessa maneira, o papel biologico desses peptideos ndo seria apenas relativo a defesa

desses animais contra agentes patogénicos, mas contra potenciais predadores.

De fato, tais propriedades aversivas devido ao sabor amargo foram observadas para
ambos os peptideos quando testados em camundongos geneticamente modificados que nio
possuem o canal nao-seletivo 7rpmS5, que teria papel importante na percep¢ao do amargor em
mamiferos (Rossler, 1998; Perez, 2002) e comparando os resultados com os observados em
camundongos que possuem tal canal. Apesar da diferenca estrutural no motivo que teria
influéncia sobre o sabor amargo (Phe-Phe-Phe), ndo foram observadas diferencas entre o

potencial aversivo das duas substancias (de Magalhaes er al, 2012).

Por outro lado, os resultados de atividade antimicrobiana mostraram consideravel

diferenca entre os dois epimeros. D-Phes apresentou atividade duas vezes maior contra bactérias

S. aureus (concentragio inibitéria minima (CIM) de 32,5 uM para D-Phes e de 65,5 uM para a L-
Phes) e oito vezes maior para X. axonopodis que a L-Phes (de Magalhdes er al, 2012). Esses
resultados indicam que a diferenca na configuragdo do carbono alfa do residuo de F2 tem
consideravel eficacia nas atividades bactericidas das fenilseptinas, uma vez que se percebe forte
influéncia da estruturagao de peptideos antimicrobianos em geral no momento da intera¢do com
os agentes patogénicos sobre suas respectivas atividades bioldgicas, conforme sera discutido no

item 1.2.1 (p. 14).

Também isolado de anuros da espécie Hypsiboas punctatus, o peptideo Hilaseptina P2

(HSP2, cuja sequéncia é mostrada na Tabela 1.2, p. 14) apresenta consideravel atividade



antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Bloch Jr., 2011). Trata-se de
um peptideo ainda inédito na literatura, que apresenta grande homologia em sua estrutura
primaria, com outros peptideos encontrados na pele de anuros como a Dermadistinctina K
(Verly et al, 2009)e as proprias fenilseptinas. Além disso, a representacao da sua molécula na
projecdo de Edmundson (Figura 1.9) mostra que este peptideo, na forma a-helicoidal, apresenta
estrutura altamente anfipatica, sendo, portanto, coerente com as propriedades normalmente

observadas em peptideos antimicrobianos de peles de anuros.

Tabela 1.2. Sequéncia de aminoacidos dos peptideos HSP2, com a numera¢ao dos residuos de
aminoacido seguindo a ordem convencional da extremidade M-terminal a Cterminal, com a
amidac¢ao desta ultima representada pelo grupo —-NH, a direita da representagdo do ultimo
residuo

Peptideo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

HSP-2

G G D | L K N L A K A A G K A A L H A v G E 5 L-NH,
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Figura 1.9. Representacdo do peptideo HSP2 na projecdo de Edmundson, com os residuos
apolares em amarelo, os positivamente carregados em verde, os negativamente carregados em
roxo, os polares nao-carregados em azul e os residuos de glicina em rosa.

1.2.1. Relagao estrutura-atividade de peptideos antimicrobianos.

O motivo de se estudarem as preferéncias conformacionais de peptideos reside no fato de
a estrutura daqueles que sdo antimicrobianos estar intrinsecamente relacionada ao seu
mecanismo de ag¢do. Varios estudos dessa nova classe de substancias biologicamente ativas

mostraram que muitos desses peptideos exercem sua atividade por meio de permeabiliza¢ao de



membranas bacterianas (Bechinger, 1999; Vogt et al,, 1999). Grande parte desses peptideos adota
preferencialmente formas a-helicoidais em meios que mimetizam membranas (Wright, 1989;
Wiithrich, 1989; Clore & Gronenborn, 1991). Acredita-se que a permeabiliza¢do da membrana é

facilitada pela adogao dessa estrutura secundaria (Westerhoff er al, 1989).

O modelo de mecanismo que explica a atividade da maior parte dos peptideos
antimicrobianos ¢ o modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) (Matsuzaki, 1999; Shai, 1999; Yang et
al., 2000) que propde a interagdo do peptideo com a membrana, seguida por deslocalizacdo de
lipideos, alteracdo da estrutura da membrana e, em alguns casos, a entrada do peptideo no
interior da célula. Entretanto, nao se sabe de forma detalhada o mecanismo, especialmente como
se da a interagdo entre peptideo e membrana. Para explicar essa etapa, surgiram varias hipoteses,
incluindo despolarizagdo da membrana (Westerhoff, Juretic et al., 1989), formacao de poros
(Bierbraum & Sahl, 1985; Yang, Weiss et al., 2000), ativacao de processos como a indugao de
hidrolases que degradam a parede celular (Bierbraum & Sahl, 1985), desordenamento da
estrutura da bicamada lipidica (Matsuzaki, 1999) e destruicdo da célula por interiorizacao do

peptideo (Kragol et al, 2001).

Tendo em vista a necessidade de se elucidar, de forma completa, os mecanismos de acdo
desses peptideos, € necessaria a determina¢do de suas estruturas tridimensionais em condig¢bes

que mimetizem meios fisiologicos.

1.3. Sintese em fase solida de peptideos pela estratégia Fmoc.

A sintese em fase solida baseia-se na constru¢do de uma cadeia peptidica, residuo a
residuo, sobre um suporte sélido insolavel. Esse método tem algumas vantagens claras:
possibilita separar as cadeias peptidicas intermediarias somente pela retirada de solventes ou por
filtracao e utiliza um menor volume de solventes, em compara¢iao com as sinteses em solucio.
Esse método consiste em acoplamentos de aminoacidos, lavagens da resina e desprote¢des dos
grupos /V-terminais sucessivos, sendo possivel automatizar todo o procedimento. Pelo fato de
sempre se utilizar reagentes em excesso, os rendimentos dessa modalidade de sintese sdo, em
geral, consideravelmente altos. Contudo, existem algumas desvantagens, tais como a perda
sucessiva de rendimento quando um determinado acoplamento for incompleto e o acimulo de
impurezas na resina, que pode ocasionar reagdes secundarias com o produto, e especialmente a

formagdo de produtos com dele¢ao de residuos de aminoacidos (Chan & White, 2000).



Em geral, para se certificar do sucesso das reagdes, utilizam-se testes qualitativos simples
e de facil execugdo de forma a poderem ser utilizados a cada acoplamento ou desprotegdo. O
teste mais utilizado para esse fim é o Teste de Kaiser (Troll & Cannan, 1953), que identifica

aminas primarias na estrutura por meio de uma varia¢ao da coloracao da resina.

Toda sintese em fase s6lida, independentemente da estratégia empregada, tem o mesmo
fundamento. Primeiramente, todas as resinas empregadas tém uma base polimérica insoltvel e
ligada a ela, varios grupos reativos, denominados ligantes, que irdo reagir com os aminoacidos e
prendé-los ao suporte insolivel. Todos os aminoacidos utilizados tém seus grupos reativos
(amino ou carboxila e alguns grupos de cadeias laterais) protegidos para nao ocorrerem muitas
reagbes secundarias. Os grupos protetores da extremidade responsavel pelo acoplamento
(extremidade amino ou carboxi) devem ser labeis em um meio que nio cause a desprote¢ao dos
grupos protetores das cadeias laterais, de forma que estes tltimos devem permanecer ligados aos
residuos de aminoacidos até o final da sintese, sendo denominados protetores permanentes. Cada
derivado de aminoacido da sequéncia é adicionado a cadeia pelo grupo nio protegido, sendo que,
ao final do acoplamento, tem-se a outra extremidade ainda protegida. E feita, entdo, a
desprote¢do dessa extremidade e o subsequente acoplamento do préximo residuo. Ao final da
sintese, ¢ feita a clivagem do peptideo, separando-o da resina, e, concomitantemente, a
desprote¢do de todos os grupos protetores das cadeias laterais. A Figura 1.10 mostra uma
representacdo esquematica da sintese de peptideos em fase sélida, com a ligagdo do grupo a

resina, que ¢ a mais amplamente utilizada.
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Figura 1.10. Representagdo esquematica do inicio da sintese de peptideos em fase sélida.
Modificado de http:/ /www.cem.com.




A estratégia Fmoc ¢ uma metodologia que envolve o uso do 9-fluorenilmetiloxicarbonila
(Fmoc, Figura 1.11) como protetor do grupo a-amino. Esse grupo ¢ removido facilmente em
meio basico, enquanto que os grupos protetores das cadeias laterais devem ser labeis em meio
acido. Em geral, utiliza-se para a desprote¢ao uma solugdo de piperidina e, para a clivagem final,
emprega-se acido trifluoroacético (TFA), que provoca a quebra da ligacao entre o peptideo e a
resina e retira os grupos protetores das cadeias laterais, além de ser uma substancia
extremamente volatil, podendo ser retirada do meio por evapora¢io simples. Juntamente com os
derivados de aminoacidos sdo utilizados compostos denominados ativadores, que ativa o
componente carboxilico que ird reagir com a extremidade /N-terminal desprotegida.
Comumente, utilizam-se compostos como carbodiimidas, sais de fosfénio ou urdnio e
hidroxibenzotriazol como ativadores. Os principais ativadores utilizados nessa estratégia de

sintese sao mostrados na Figura 1.12 (p. 18).

o

@)

Figura 1.11. Grupo protetor 9-fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc) de terminag¢ao a-amino.
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Figura 1.12. Reagentes ativadores da carbonila mais utilizados na sintese em fase soélida de
peptideos, na estratégia Fmoc.

1.4. Caracteristicas angulares de estruturas de proteinas e

peptideos

Apesar de essas biomacromoléculas possuirem uma gama enorme de possibilidades
conformacionais, normalmente apenas uma pequena fragdo das possibilidades de estruturagao é
possivel, devido a diversos fatores estruturais, como repulsdes estéricas, aromaticidade,
interacOes eletrostaticas, de Van der Waals e ligacoes hidrogénio, dos tipos intra e
intermoleculares. Em seu estado nativo, ou seja, a temperatura ambiente, em solu¢do e sem
interagbes com outra proteina, para a maior parte desses compostos, as distribui¢des dos angulos

diedros da cadeia principal (¢, ¥ e w) sdo restritas a apenas alguns valores.

O angulo @ é o angulo relativo a liga¢ao peptidica, envolvendo os atomos C, (i) — C'(i) —

N(i+1) — Cu(i + 1) (Figura 1.2, p. 7), e é dependente do tipo de residuo de aminoacido. Devido



ao fato de ser uma ligagdo amidica e apresentar efeitos de ressonancia, a ligagao peptidica possui
um carater parcial de ligacao dupla. Isso significa que sua rotac¢ao livre nio é possivel, o que
resulta em uma geometria da ligacdo peptidica sempre perto da planaridade. Normalmente, o
angulo @ tem o valor de 180°, caracterizando uma conformacio trans. Entretanto, conformacgdes
cis (@ = 0°) também sdo encontradas, e sdo consideradas como parte importante na func¢io da
proteina. Residuos de prolina, em especial, t¢ém uma tendéncia maior a adotar essa conformagao,
principalmente em seu lado /V-terminal, conforme mostrado na Figura 1.5 (p. 9). De fato, estudos
que se basearam em consideragdes termodinamicas, estimam que, em peptideos aciclicos,
aproximadamente 30% das ligacdes entre um residuo de prolina e um outro residuo de
aminoacido qualquer podem estar na forma cis, enquanto que apenas 1,5% de ligacoes peptidicas
entre dois residuos que nao sejam prolinas apresentam esse tipo de conformacao (Weiss et al,

1998).

Outra caracteristica interessante do angulo diedro da ligacdo peptidica é que, na
realidade, existe uma distribuicdo de valores de wao redor de seu valor ideal. Andlises de diversas
estruturas protéicas resolvidas por difracdo de raios-X mostraram que o desvio-padrao desse
angulo de tor¢do é de [5,6°, o que resulta em desvios de planaridade de até 12° (Morris et al/,

1992; MacArthur & Thornton, 1996; Wilson et al., 1998).

Os angulos ¢ e 1, por sua vez, representam variaveis mais importantes nas estruturas
dessas biomacromoléculas. Suas combinagdes caracterizam principalmente a estrutura
secundaria de peptideos e proteinas e, até mesmo, estruturas tercidrias. Com base em
consideracbes estéricas, Ramachandran e colaboradores (Ramachandran et al, 1963) mostraram
que combinagbes de ¢ e P dos residuos de aminoacido das cadeias polipeptidicas sao restritas a
certas faixas de valores, que podem ser visualizadas no chamado diagrama de Ramachandran

(Figura 1.13, p. 20).
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Figura 1.13. Diagramas de Ramachandran especificos para os residuos (a) Gly, b) Pro, c) Val, d)
Ala e (e) diagrama de Ramachandran generalizado. De (a) a (d), as cores azul e amarela
representam as regides mais favorecidas do digrama, a cor verde, as regides adicionalmente
permitidas, a cor cinza as regides generosamente permitidas e a cor branca, a regido proibida. Em
(e) as cores vermelha, amarela, marrom-claro e branca representam as regides mais favorecidas,
adicionalmente permitidas, generosamente permitidas e proibidas. Figuras (a) a (d) obtidas pelo
iCing para a estrutura de codigo PDB 1A24 e figura (e) obtida pelo programa PROCHECK, para
a estrutura de codigo PDB 1A1P.

Além das restrigGes estéricas, os angulos 1 e ¢ exibem preferéncias de combinagbes entre
si que dependem do tipo de residuo envolvido e dos elementos de estrutura secundaria,

resultando em uma distribuicdo mais especifica desses angulos diedros. Como sera discutido



posteriormente, o diagrama de Ramachandran tem extrema importancia na analise estrutural de

modelos experimentais e puramente teéricos de peptideos e proteinas.

1.5. Determinagdo de estruturas de proteinas e peptideos

Com o objetivo de se obter um melhor entendimento das func¢bes bioldgicas e
mecanismos de acdo de peptideos e proteinas, tornou-se imprescindivel a determinac¢io de
estruturas tridimensionais em diversas condi¢oes. Muitas sdo as técnicas que sdo capazes de
fornecer tais informacgdes, porém a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) vem-se consolidando
cada vez mais como uma poderosa ferramenta para obten¢io de dados estruturais de peptideos e
proteinas em variados meios. Porém, previamente ao estudo estrutural por RMN, sao realizados
rotineiramente experimentos de Dicroismo Circular (CD) com o objetivo de obter informagées a
respeito de sua estrutura secundaria e equilibrio entre diferentes estados conformacionais de

peptideos e proteinas em um dado ambiente a ser empregado no experimento de RMN.

1.5.1. Dicroismo Circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) baseia-se na absor¢ao preferencial de uma
das componentes circulares da luz plano-polarizada por grupos cromoéforos de uma amostra
opticamente ativa. Entrando em contato com a amostra, essa luz passa a apresentar certa
diferenca de fase entre as amplitudes de suas componentes circulares (Brahms & Brahms, 1980;
Cantor & Timasheff, 1982). Essa diferenca é denominada elipticidade, 8, podendo assumir

valores positivos ou negativos, dependendo da componente preferencialmente absorvida.

A espectroscopia CD ¢ muito utilizada no estudo estrutural de peptideos. Nesta classe de
substancias, o grupo croméforo de maior importancia é o grupo amida (R; — (C = 0) — NH —
R;), correspondente a ligacdo peptidica. Apesar de existir influéncia de grupos arométicos
pertencentes as cadeias laterais de determinados residuos de aminoacido, é a analise das
absorbancias das ligacoes peptidicas que fornece informacdes valiosas a respeito da estrutura

secundaria dos peptideos.

A intensidade e energia referentes as absor¢bes desses cromoforos dependem dos valores
adotados pelos angulos diedros ¢ e ¥ (Figura 1.2, p. 7). Isso ocorre porque esses angulos diedros

definem as condi¢ées de coplanaridade dos orbitais envolvidos na liga¢do peptidica. Como os



valores desses angulos dependem das interac¢Ges intramoleculares, do estado de agregacio e das
interacbes que o peptideo pode fazer com o solvente, as absor¢Ses sio dependentes das

conformacbes adotadas.

Através do estudo por CD, pode-se inferir sobre a predomindncia das estruturas
secundarias a-hélice e folha-f ou a auséncia de um padrdo estrutural recorrente (denominado
estrutura randomica). Cada estrutura secundaria (ou auséncia dela) corresponde a determinadas
transi¢oes eletronicas que implicam em absorbancias, de sinal positivo ou negativo em
determinado comprimento de onda (4). A determina¢ao da estrutura secundaria predominante
ou estrutura secundaria média é realizada por comparagao com espectros padrdes de CD de
outras amostras cujas estruturas secundarias sao conhecidas e bem definidas. Essa comparagdo é
realizada por meio de calculos de desconvolu¢ao (Cantor, 1982; Sreerama, 2000), em que se
considera que o espectro CD ¢é uma combinacio linear de diferentes caracteristicas espectrais
induzidas pela estrutura secundaria de um peptideo. Esses espectros de CD padrdes e suas

respectivas absor¢oes e transi¢des sao mostrados na Figura 1.14.

Estrutura | Transicdo | V\nm

Rand6mico| n—r* Positivo a 212
. T —1* Negativo a 195
g Folhapg T —1* Positivo a 196
%2, n—n* Negativo a 218
% a-hélice T —1* Positivo a 192
i T —7* Negativo a 209
B 190 200 210 220 230 240 250 n—>n* NegatiVO a 222

wavelength (nm)
Figura 1.14. Espectros padrio de dicroismo circular, em que o se refere a a-hélice; r, a estruturas
randdmicas e f3, a estruturas folha-f.

1.5.2. Ressonancia Magnética Nuclear em solucao

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica que tem sido usada de forma
crescente para a elucidagio estrutural de biomacromoléculas como peptideos, proteinas e acidos
nucléicos (Cavanagh et al, 2006), especialmente devido a sua versatilidade em proporcionar a
obten¢ao de dados nos mais diversos meios, além de fornecer informagdes a respeito de aspectos

mais dinamicos da estrutura, bem como estados de agregacio e reatividade de sitios. A RMN tem



sido uma ferramenta poderosa para determinar a estrutura de peptideos e proteinas ativos em

membranas, sendo empregada nas fases liquida e solida.

Apenas oito anos apds a primeira descri¢do do efeito do spin nuclear por Isidor Rabi em
1939 (Gil, 1987), estudos de elucidagdo estrutural de substdncias orgéanicas foram realizados com
amostras solidas e liquidas (Glintert, 1998). Em 1954, Jacobson e colaboradores utilizaram pela
primeira vez a RMN em solug¢io para estudar uma biomacromolécula, investigando o efeito do
solvente nas propriedades do DNA (Jacobson et al, 1954). Nesse estudo empregando RMN de
'H, verificou-se que a alta viscosidade presente em solucées de DNA deve-se a formac¢ao de
camadas de hidratacdo com uma ordenac¢do superior a da agua pura. Em 1957 foi obtido o
primeiro espectro de RMN de 'H de uma proteina, a ribonuclease (Saunders et al, 1957). Até
1965 foram publicados 30 trabalhos descrevendo aplicacdes da RMN a biomacromoléculas. No
inicio da década de 1970 havia 200 publicagbes e, em 1980, esse numero se aproximava a 4.000
publicagées, utilizando informagdes dos espectros de RMN em uma dimensdo (RMN 1D) para

investigar propriedades especificas dessas estruturas (Gilintert, 1998).

Os primeiros trabalhos que utilizaram a RMN para a obten¢do de estruturas
tridimensionais de biomacromoléculas datam do inicio da década de 1980. A determinacdo
estrutural do glucagon (Braun et a/, 1981) e o estudo conformacional de uma toxina de escorpido
em soluc¢do aquosa (Arseniev et al,, 1984) foram realizados aplicando-se RMN a metodologias de
restricdes conformacionais. Um trabalho de maior complexidade foi realizado por Zuiderweg e
colaboradores, que analisaram a influéncia do /ac repressorna estrutura de trés cadeias na forma
a-helicoidal (Zuiderweg er al,, 1984). Posteriormente, foram realizadas a elucida¢ao estrutural da
al-purotionina, com resultados similares & obtida por difragdo de raios-X (Clore er a/, 1986) e a

determinacio do inibidor protease IIA (Williamson ez a/, 1985).

A partir de meados da década de 1980, verificou-se o uso crescente de RMN em duas
dimensdes (RMN 2D) na andlise tridimensional de biomacromoléculas. Apesar da conversao de
dados obtidos dos mapas de contornos de RMN em informagbes estruturais nio ser um
procedimento trivial, o uso de métodos computacionais, incluindo refinamentos baseados em
simula¢des teéricas, tem sido uma ferramenta importante nesses estudos. Esses métodos
computacionais tiveram maior aceitacdo ap6s a determinacdo estrutural do tendamistato por
RMN (Kline et al., 1986), com resultados similares aos obtidos por raios-X (Pflugrath et al, 1986).
Nessa mesma época, Wiithrich introduziu a metodologia de atribui¢ao sequencial, baseada na

identificacao de sequéncias Unicas de residuos em cadeias polipeptidicas e de acidos nucléicos



(Wiithrich, 1986). Através dessa metodologia pode-se sistematizar a obtenc¢do de informagoes
estruturais dos mapas de contornos de RMN 2D. Desde entdo, a espectroscopia de RMN e sua
aplicacdo nos estudos de biomacromoléculas desenvolveram-se consideravelmente, obtendo-se
espectros em aparelhos de altas resolu¢bes e mapas de contornos multidimensionais sem

sobreposi¢ao de sinais.

Uma diversificagdo crescente de técnicas de RMN combinadas a métodos computacionais
tem sido verificada para determinac¢ao estrutural de biomacromoléculas, justificando uma revisao
dos seus usos em analises configuracional e conformacional. Assim sendo, a seguir sao descritas
as principais metodologias da RMN na determinacdo estrutural de peptideos, abordando as
restricGes conformacionais a partir de dados de RMN, as informagdes estruturais contidas em
mapas de contornos de RMN 2D, a analise sistematica de conformacdes locais, as consisténcias
dos dados para atribuigGes estereoespecificas nao determinadas diretamente pelos dados de
RMN, a conversiao dos pardmetros obtidos experimentalmente em informagdes tridimensionais,
calculos teoricos de otimizacdo de geometria das estruturas resultantes e as metodologias de

analise para validar ou ndo o modelo final.

1.5.2.1 Atribuicao Sequencial

O método de atribui¢do sequencial foi proposto por Kurt Wiithrich em 1986 (Wiithrich,
1986) e, utilizando da combinagdo de espectros bidimensionais, permite a obten¢do de
informagdes sobre as conectividades intra e inter-residuais de atomos de hidrogénio. Os espectros
COSY ou TOCSY permitem obter conectividades intrarresiduais, através das ligacoes
(acoplamento escalar ), permitindo, dessa forma, a identificacdo do sistema de spins de cada
residuo na sequéncia peptidica. No mapa de contornos NOESY, as conectividades obtidas se dao
através do espago (devidas a relaxagdo cruzada via dipolo-dipolo), podendo ser tanto do tipo
intrarresidual quanto inter-residual (dyy , Figura 1.15b, p. 25). Nessa etapa, sdo identificadas as
correlagdes NOE do tipo sequencial (dyy(i,i + 1), dgn(i,i + 1) edpy(i,i + 1)), que permitem
identificar quais residuos de aminoacido estdo ligados entre si. Além disso, sdo utilizados
concomitantemente mapas de contorno de experimentos heteronucleares como 'H,?C-HSQC e
'H,”N-HSQC, por exemplo. Esses experimentos ajudam a resolver problemas de ambiguidade

de atribui¢do que podem ser resultantes de sobreposi¢Ges dos sinais.
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Figura 1.15. Representa¢io de possiveis intera¢oes entre atomos de hidrogénio intraresiduais (a).
Esquema da representacdo de NOEs tipicos de estrutura secundaria a-hélice (b).

Tendo sido determinada a estrutura primaria da proteina ou peptideo, tem-se inicio a
atribuic¢do de correlacdes NOE caracteristicas de cada estrutura secundaria. Como neste trabalho,
estudou-se somente peptideos com estruturas secundarias do tipo a-hélice, a Figura 1.15 mostra

apenas os NOE:s tipicos dessa estrutura secundaria.

Por fim, tendo sido atribuidos os sinais relativos a estrutura secundaria, passa-se a
atribuicdo de NOEs referentes a estruturas terciaria e quaternaria. Devido ao fato de esses niveis
estruturais ndo apresentarem padrdes recorrentes como as estruturas secundarias, a atribui¢ao de
sinais nessa etapa, bem como o tratamento posterior dos dados, ¢ bem mais trabalhoso, como

sera discutido nos estudos realizados para este trabalho.

1.5.2.2 Conversdo de dados de RMN para informac¢des estruturais

tridimensionais

Ao contrario das técnicas de difracdo, grande parte dos resultados espectroscopicos da
RMN ndo ¢ usada diretamente na determinacio das estruturas secundaria e terciaria de peptideos
e proteinas. Para tal, restricdes geométricas conformacionais sdo calculadas a partir desses dados
e, subsequentemente, usadas para o calculo das estruturas (Wiithrich, 1986; Cavanagh et a/,

2006)



Existem atualmente trés principais classes de restri¢des estruturais que podem ser
distinguidas: restricbes de distancia, restricoes de angulos diedros (ou angulos de torc¢ao) e

restricdes orientacionais.

1.5.2.2.1 Restrigoes de distancia

As restricbes de distancia podem ser divididas em duas classes principais: restri¢oes
derivadas de NOEs e restri¢bes de ligacdo hidrogénio, diferenciando-se entre si tanto pela
metodologia utilizada na aquisi¢ao dos dados de RMN quanto pelo seu efeito no calculo final das

estruturas.

Como comentado na se¢do anterior, as restri¢oes derivadas de NOEs tém como principio
o fato de, no efeito nuclear Overhauser, a transferéncia de magnetizagido ocorre pelo espaco, o
que propicia dois nucleos interagirem entre si, mesmo que eles estejam distantes entre si na
estrutura primaria do peptideo. Além disso, a intensidade ou volume V do sinal de NOE ¢
dependente do valor médio da sexta poténcia do inverso da distancia 7;; entre os dois ntcleos i e
j que interagem entre si, multiplicado por um fator f(z.), que leva em conta efeitos globais e

movimentos internos moleculares, conforme representado pela Equag¢ao 1.1.

V= ("°f(r) (Eq. 1.1)

Embora seja possivel calcular diretamente os volumes dos sinais de NOE pela Equagao
1.1, é muito mais comum classificar os NOEs de acordo com sua intensidade: fortes, médios e
fracos (Markley et al, 1998), correspondendo, respectivamente, a limites superiores de distancia
de 2,80, 3,40 e 5,00 A. Embora, a primeira vista, essa metodologia possa parecer menos precisa
que a conversdo pela Equagdo 1.1, a classificacdo semiquantitativa dos NOEs reflete melhor as
incertezas experimentais advindas de efeitos como difusdao de spin e dindmicas locais, bem como
erros de integragdo dos sinais e sobreposi¢des nos espectros (Nabuurs et al, 2004). E importante
notar que varios tratamentos sao utilizados para uma conversao mais efetiva dos sinais, levando
em conta diversos fatores, como por exemplo degenerescéncias espectrais de grupos metila e

anéis aromaticos em residuos de aminoacido (Fletcher et al,, 1996; Guntert, 1998).

As restri¢oes de ligacdo hidrogénio também levam em conta valores maximos e minimos
de distancia, porém, ao contrario das restri¢des de distancia derivadas de correlagbes NOE, um
conjunto de duas restri¢oes é considerado conjuntamente, conforme mostrado na Figura 1.16 (p.
27). Esses limites maximos e minimos de distancia sao estipulados de forma que os atomos que

participam desse tipo de interagdo (dtomo doador de elétrons e hidrogénio aceptor de elétrons)



tenham entre si distancias consideradas 6timas para que ocorra a liga¢ao de hidrogénio (entre 1,8
e 2,0 A). Em estruturas a-hélice, este tipo de restricio é de grande utilidade, uma vez que sio
observadas comumente ligacdes de hidrogénio inter-residuais na cadeia principal dos tipos i,
i+3;i,i+4ei i+5,entre atomos de hidrogénios amidicos e oxigénios carbonilicos, conforme

mostrado na Figura 1.17.
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Figura 1.16. Limites de valores de distancia para as restri¢des de ligacdo de hidrogénio em
ligagbes peptidicas.

Figura 1.17. Estrutura o-hélice determinada univocamente, com representacdo, em tubo
amarelo, das trés restri¢es de ligacdo de hidrogénio possiveis de ocorrer. Figura retirada de
(Nabuurs, Spronk et al., 2004).

Os atomos que participam da ligacdo hidrogénio podem ser determinados por
experimentos que permitam identificar 4tomos de hidrogénio que ndo sofrem troca com
deutério (ou que troquem mais lentamente) em solventes proticos deuterados (Wagner &
Wauthrich, 1982; Konrat ez al, 1999), por valores de deslocamento quimico (Wishart et al, 1992),
ou constantes de acoplamento do tipo 2%J(C'-HN) e 3"(C’-N) (Cordier & Grzesiek, 1999;

Cordier et al., 1999).



1.5.2.2.2. Restrigoes de dngulos diedros

Assim como as distancias interatdmicas, os angulos ¢ e Y podem ter também seus
valores restritos, com base em dados advindos de experimentos de RMN. Tradicionalmente,
utilizam-se valores de constante de acoplamento escalar do tipo 3/, que podem ser convertidos

em valores angulares por meio da relagdo de Karplus (Karplus, 1959), descrita na Equagao 1.2:
31(6) = A cos?0 + B cos?6 + C (Eq. 1.2)

em que @ corresponde ao angulo de tor¢do entre os quatro atomos envolvidos e os trés
parametros A, B e C siao empiricamente determinados, utilizando-se modelos de estruturas

provenientes de experimentos de difragdo de raios-X.

Os valores de 3] sdo obtidos normalmente por experimentos de RMN de 'H
unidimensionais acoplados e, quando ha resolucido espectral suficiente, técnicas como DQF-
COSY, TQF-COSY e E.COSY (Griesinger er al, 1985; Mujeeb et al, 1999) e Phase Sensitive
COSY (Delaglio et al, 2001) sao empregadas. Entretanto, experimentos de RMN de 'H
unidimensionais sdo muitas vezes inviaveis, devido a grande sobreposi¢do de sinais e os
experimentos DQF-COSY, TQF-COSY e E.COSY ndo costumam fornecer resultados
satisfatorios, em especial quando se trabalha com macromoléculas em abundancia natural, em
que, muitas vezes, as correlagbes cruzadas nido exibem estrutura fina e a maior parte das
diagonais dos multipletos se sobrepdem (Delaglio er al, 2001). Além disso, a conversao desses
dados em restricdes deve ser feita de forma manual, sem levar em considera¢io a imprecisao do
experimento, devido a falta de algoritmos que realizem esse tipo de conversao. No caso do Phase
Sensitive COSY, é possivel realizar a conversio dos valores de constante de acoplamento 3/ em
restricbes, mas os diversos tratamentos que devem ser dispensados ao espectro para que se

extraiam as restri¢des, tornam essa técnica um tanto proibitiva e pouco utilizada.

As restricbes angulares podem, no entanto, ser obtidas por meio de valores de
deslocamento quimico dos atomos pertencentes a cadeia principal do peptideo em estudo. Os
programas que realizam essa conversdo sio TALOS (Cornilescu et al, 1999) e sua versdo mais
recente TALOS+ (Shen et al, 2009). Ambos os programas baseiam-se no fato de que os valores
de deslocamento quimico sdo grandezas extremamente sensiveis ao ambiente quimico em que se
encontra o nucleo (Vranken & Rieping, 2009). Assim sendo, combinag¢des dos angulos diedros ¢

e P contribuem significativamente para os valores de deslocamento quimicos dos atomos que



compdem a cadeia principal da biomolécula. Esses programas fazem uso de uma base de dados
de deslocamentos quimicos de atomos de proteinas cujas estruturas foram elucidadas com alta
resolucdo, utilizando diversos célculos e tratamentos estatisticos e determinam com precisao as

restri¢oes angulares.

1.5.2.2.3. Restrig¢des orientacionais

Todas as restricbes geométricas descritas anteriormente sao de curto alcance. Embora elas
muitas vezes sejam suficientes para a determinacao estrutural de proteinas globulosas e peptideos
de massas moleculares baixas, o mesmo nao pode ser dito para biomoléculas com geometria
mais linear. Nesses casos, faz-se necessaria a obtencdo de informagbes geométricas de longo
alcance envolvendo especialmente suas extremidades (Clore er a/, 1999). Uma grandeza medida
por RMN que permite a obtencao de informagoes dessa natureza é o acoplamento dipolar entre
nucleos. Acoplamentos dipolares dependem tanto da distancia entre dipolos magnéticos quanto
de suas orienta¢Ges em relagdo ao campo magnético externo Bjy. Entretanto, em solugles
isotrépicas, a dependéncia do valor do acoplamento dipolar em relacao a By ¢ nula, devido ao
fato de as amostras solubilizadas nio adquirirem ordenagdo em razdo da rotagdo das suas

moléculas e do movimento browniano (Lipsitz & Tjandra, 2004).

Na forma cristalina, porém, devido as significativas restricbes de movimento das
biomoléculas, bem como ao total alinhamento de vetores dipolo magnético em relacdo a By, os
acoplamentos dipolares resultantes s3o demasiadamente grandes, a ponto de interferirem na
analise de RMN. Dessa maneira, a medida dessas grandezas em amostras na forma cristalina é
bastante dificil e impraticavel na maioria dos casos. No entanto, ¢ possivel ordenar amostras em
meios liquidos fracamente orientados como cristais liquidos e bicelas, o que faz com que os
acoplamentos dipolares sejam pequenos e mensuraveis, sendo assim denominados de
acoplamentos dipolares residuais (RDC). Esse acoplamento relaciona-se diretamente as colisdes
entre moléculas da amostra e do solvente, resultando em uma ordena¢do minima e acoplamento
dipolar mensuravel (Tjandra & Bax, 1997). Os RDCs podem ser medidos pelos mapas de
contornos 'H,”"N-HSQC ou 'H,*C-HSQC sem desacoplamento na dimensao do carbono ou

nitrogénio, respectivamente (Figura 1.18, p. 30).
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Figura 1.18. Mapas de contornos 'H,"’N-HSQC: (a) desacoplado em ambas as dimensdes, com
desdobramentos "N-'H nio observados; (b) sem desacoplamento na dimensido N, em solu¢ao
isotropica, com desdobramentos N-!'H iguais ao acoplamento escalar "N-'H (~92 Hz); (c) sem
desacoplamento na dimensdo PN, meio parcialmente orientador, desdobramentos “N-'H
somados aos RDCs.

1.5.2.2.4. Constru¢do dos modelos estruturais a partir dos dados de restrigdo
conformacional: Arrefecimento Simulado

Apos se obterem as restricdes conformacionais, elas sdo utilizadas para o calculo dos
modelos estruturais. Diversas metodologias de céalculo foram utilizadas desde os primeiros
trabalhos de determinagdo estrutural por RMN, sendo que os protocolos mais largamente
empregados sao o calculo em geometria de distancias (Braun et a/, 1981; Havel & Wiithrich,
1984) o calculo por fung¢des-alvo variaveis (Braun & Go, 1985) e o arrefecimento simulado,
também conhecido pela expressdo em inglés simulated annealing (Nilges et al, 1988; Brunger et

al., 1997). A metodologia mais largamente utilizada, no entanto ¢ o arrefecimento simulado.

O arrefecimento simulado é um procedimento de minimizacao de energia baseado em
dinamica molecular. O nome desse método deriva de uma técnica comum em metalurgia para
preparo de estruturas metalicas mais resistentes e estaveis por meio de aquecimentos rapidos
alternados com resfriamentos lentos e controlados. Durante o calculo dos modelos, essa variacdo
de temperatura é simulada teoricamente, mostrando-se bastante eficiente para a obtenc¢ao de
estruturas estaveis (Brunger et a/, 1990). A Figura 1.19 (p. 31) mostra um exemplo das mudancas
de conformagao sofridas durante uma simula¢dao de SA. Como resultado sdo obtidas geometrias

com energias proximas ao minimo global da estruturas estudadas (Nilges er al, 1988).
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Figura 1.19. Representacdo das mudangas sofridas por uma molécula durante o processo de
calculo por recozimento simulado: (a) na conformagcao e (b) na energia (Nilges, 2001).

Apesar de o arrefecimento simulado ser bastante eficiente e rapido na busca de minimos
locais de baixa energia, todo o calculo estrutural é feito sem considerar efeito algum do solvente
ou de qualquer outra molécula. Uma conseqiiéncia disso pode ser a gera¢do de estruturas de
baixas energias, mas que ndo condizem com o sistema real, uma vez que o solvente tem efeito
consideravel sobre a estruturacdo dessas biomoléculas. Para contornar isso, é recomendavel
analisar detalhadamente os parametros de qualidade estrutural e realizar refinamentos em

solvente explicito, conforme sera descrito na proxima secio.

1.5.2.2.5. Andlise, Validagdo e Qualidade Estrutural.

A conversdo de informac¢oes de RMN de proteinas em estruturas tridimensionais tem se
mostrado dependente de metodologias computacionais, bem como os subsequentes
refinamentos e analises. Se essas informag¢des nao forem suficientes para se obterem estruturas
definidas ou se as geometrias resultantes forem inconsistentes com essas restri¢des, entdo se deve
determinar novamente o conjunto de dados de entrada até que se obtenha uma geometria
satisfatoria. Logo apds se obter esse conjunto de estruturas, estas sdo submetidas a etapa
posterior de analise, para determinar o grau de dispersdo entre os conférmeros calculados, para

inferir a qualidade do conjunto resultante de estruturas e, por fim, validar ou ndo o método.

1.3.2.2.6. Violagdes de Restricoes
Uma violagdo de restri¢do significa que o algoritmo utilizado nao satisfez as condi¢oes

conformacionais impostas pelas restricdes. A maior parte dos erros inerentes aos calculos pode



levar a dois tipos de violagdo. A violagdo randomica é verificada normalmente ao final dos
calculos, ocorrendo em regides diferentes de apenas algumas conformag¢des obtidas. Quando o
desvio dos valores finais das varidveis geométricas ndo difere consideravelmente das restri¢oes,
essas violaches randdmicas nao comprometem a andlise conformacional. Contudo, a
discrepancia muito grande entre as geometrias finais e as restrigbes conformacionais
correspondentes pode surgir de erros em etapas anteriores ou do fato de que os dados utilizados

nio foram suficientes para gerar um grupo definido de conformacdes similares.

As violagbes consistentes sdo assim consideradas caso ocorram em aproximadamente
75% das conformacbes do conjunto final calculado, indicando falhas mais graves em regides
definidas, principalmente na atribui¢do nos mapas de contornos de RMN. Esse tipo de violagdao
pode advir de inconsisténcias nos dados de entrada, erros de atribui¢do, problemas de calibra¢ao
das intensidades de sinais NOE, ou a presenga de diversos monomeros no meio em que foram
adquiridos os dados. O nimero e magnitude das viola¢des de restricdo de um conjunto de
conformacgdes podem indicar o grau de concordédncia entre os dados experimentais e os modelos
tedricos empregados. Entretanto, a interpretagdo desse numero de viola¢des pode ser dificultada

pelos critérios de sele¢do das conformacgdes baseada em energia.

Os programas computacionais de identificagdo de violagdes utilizam um parametro
denominado valor de corte. As distdncias ou angulos abaixo do valor de corte nio sdo
considerados violagdes, porém, aqueles valores acima sdo tratados como violagoes. Isto permite
avaliar se, no conjunto final de geometrias de uma estrutura, ha violacoes de restricdes. No
entanto, a utilizacdo de um valor de corte demasiado grande pode encobrir restricdes oriundas
de violagbes consistentes, resultando em andlises estruturais incorretas. Assim sendo, torna-se
apropriada também a verificacao de ocorréncia de violagdes de restricao a valores de corte mais

baixos.

As geometrias geradas a partir das informag¢des dos dados de RMN podem apresentar
violagOes estruturais, resultando em imprecisdes de algumas regides especificas do conjunto de
geometrias geradas ou, até mesmo, em estruturas terciarias totalmente incorretas. Desta forma, a
validagdo das geometrias obtidas pelas informagdes dos dados de RMN torna-se muito

importante para que a analise conformacional tenha um grau satisfatério de qualidade.

Os programas utilizados no calculo estrutural possuem uma gama de algoritmos que
medem a qualidade dos resultados da analise. Este ndo é um procedimento trivial, pois envolve

aspectos como a qualidade da teoria ou modelo, amostragem e convergéncia dos resultados, bem



como a exatidao do campo de forga, a eficiéncia e adequagao do sofiware utilizado nos calculos
(Spronk er al, 2004). A validagdo pode resultar em uma concordancia entre o experimento e o
modelo. Isso pode indicar que a simulacao reflete realmente o sistema experimental, a técnica de
simulacdo utilizada é insensivel a propriedade estudada ou houve compensacao de erros. Por sua
vez, a ndo concordancia entre os resultados teéricos e experimentais pode ser devida ao modelo
estar incorreto, a um campo de forc¢a inadequado, a ndo convergéncia da simulag¢ado, a problemas
e a usos incorretos do software, a dados incorretos, ou até mesmo uma estrutura pouco comum

(Van Gunsteren, 1998).

1.5.2.7. Conteudo de Informagcdo como Pardametro de Qualidade

Devido ao fato de a determinagao estrutural de peptideos e proteinas por RMN depender
de uma densa rede de restri¢des geométricas de varios tipos, existe uma tendéncia em considerar
que quanto maior for o numero de restricées utilizadas, melhor é a qualidade do modelo
construido. Nem sempre isso ¢ verdade. Em um estudo feito com cinco estruturas de proteinas
depositadas no PDB (Nabuurs er al, 2003), observou-se que cerca de 30% das restricbes de
distancia desses peptideos sdo do tipo intrarresidual, uma porcentagem proxima a das restri¢des a
longa distancia (restri¢do entre atomos de hidrogénio separados entre si por mais de quatro
residuos na sequéncia polipeptidica). Entretanto, enquanto o conjunto de restri¢oes a longa
distancia for responsavel por cerca de 30% das informacdes estruturais, o conjunto das
intrarresiduais conteria no maximo 0,4% dessa informacio. Interessantemente, o conjunto de
restricoes de ligacao de hidrogénio, que constituia, no maximo, 7,5% de todas as restri¢des, for

responsavel por cerca de 30% da informacao estrutural do modelo.

Essa diferenca entre o impacto de diferentes tipos de restricdo sobre o conjunto final de
estruturas deve-se principalmente ao fato de as estruturas que servem de entrada para o calculo
ja serem previamente parametrizadas, com valores fixos de comprimento de liga¢do, hibridiza¢io
e relagdes angulares 6timos ja definidos. Portanto, grande parte das informagdes estruturais a
curta distancia esta definida antes mesmo de o calculo ter inicio. A essas restricdes que contém

pouca informacao estrutural, da-se o nome de restri¢des redundantes.

Assim como existem restricdes que contém pouca ou nenhuma informagao a respeito da
estrutura, existem aquelas que, sozinhas, sao responsaveis pela maior parte da estrutura terciaria
da macromolécula. Essas restrices sdo denominadas de restri¢cGes inconsistentes e devem ser

examinadas cuidadosamente, uma vez que elas podem ser resultantes de uma atribui¢io



incorreta, ou podem simplesmente ser a Unica restricdo encontrada para certa caracteristica

geométrica presente na estrutura.

A determinacdo do contetido de informa¢do em um conjunto de restri¢des é realizada
pelo programa QUEEN (Quantitative Evaluation of Experimental NMR Restraints) (Nabuurs,
Spronk et al., 2003). O calculo da informagdo em si é feito tendo como base a Teoria da
Informagdo desenvolvida por Claude E. Shannon (Shannon, 1948) e desenvolvido em espago de

distancia, em vez do espago cartesiano.

O desenvolvimento completo da metodologia utilizada para a determinagdo do grau de
informacao das restricoes esta fora do escopo deste trabalho, mas, de forma simplificada, a
técnica empregada consiste na utiliza¢ao da incerteza H da Teoria da Informacao e subsequente
defini¢ao de uma medida de incerteza para cada atomo (H,), que pode ser expandida para uma
incerteza da estrutura (Hegtrytura), @0 se considerar que as incertezas atOmicas sdo grandezas
independentes entre si (para mais detalhes, consultar Nabuurs ez a/, 2003). Por fim, a informacao
total (Ito¢q;, Eq.1.3) contida em um conjunto de R restri¢des experimentais é dada pela equagio

1.3:

Itotal = Hestrutura|0 - Hestrutura|R (Eq 1-3)

em que Hegrryrurao € @ incerteza da estrutura sem nenhuma restricio experimental e

Hestrutura)r € @ incerteza da estrutura com R restri¢des experimentais.

Similarmente, a informacio (I, Eq.1.4) de uma tnica restricdo experimental r pode ser

definida da seguinte maneira:

Iy = Hestrutura — Hestrutura|r (Eq1.4)

em que Hegrytura)r € @ incerteza da estrutura, dada uma restri¢ao 7 € Hegpryrura, @ incerteza da

estrutura antes da adi¢do da restricao r.

Podem ainda ser desenvolvidos dois conceitos mais tUteis na pratica: a unicidade de
informagao (I;n;,, Eq.1.5) e a informagdo média (Ipeq,, Eq.1.6). A unicidade, ou informacao
Unica, referente a uma restricao r é definida como a informagio adicionada por essa restri¢ao,

tendo-se conhecimento das demais restricdes (R — r) no conjunto de dados:

Iuni,r = Hestrutura|R—r - Hestrutura|R (Eq L.5)



A importancia de uma restri¢ao, considerando-se a totalidade do conjunto de restri¢oes, é
obtida calculando-se o contetido médio de informag¢des amostrado pelo conjunto de dados
completo (Ij;eq)- A informagido média da restricdo pode ser calculada para um conjunto de R
restricGes pela média do contetdo de informagao em cada permutacdo possivel da lista de

restri¢oes:

Imed,r = <Hestrutura - Hestrutura|r> (Eq- 1.6)

Essas duas grandezas sdao utilizadas para identificar possiveis restricbes incorretas ou
pouco suportadas pelo conjunto total de restricdes (Nabuurs et al, 2005) e devem, sempre que
possivel, ser analisadas conjuntamente, uma vez que a unicidade permite identificar restrigGes
inconsistentes ou que simplesmente constituem a unica fonte de informa¢do para uma
caracteristica estrutural. No entanto, se houver, por exemplo, duas restricdes que contém alto
grau de informacdo, mas que sdo mutuamente coerentes, o calculo de unicidade nao sera capaz
de identifica-las como restri¢des de alta informacao (e.g. duas restri¢cdes do tipo aN (i,i +4) e
Na (i,i —4), mesmo que sejam as Unicas restricGes caracteristicas de a-hélice em uma
determinada estrutura e que, por isso, contém alto grau de informacao, nio serdo identificadas
como tal pelo célculo de unicidade, por serem mutuamente coerentes). O parametro informagao
média, no entanto, apesar de isoladamente ndo promover uma distin¢do facil de restri¢oes
inconsistentes, ¢ capaz de identificar o impacto das restri¢Ges sobre a estrutura, mesmo se estas

constituirem um conjunto consistente entre si.

1.5.2.2.8. Parametros estatisticos utilizados na andlise da qualidade estrutural

A maioria dos métodos que analisa a qualidade estrutural de peptideos utiliza grandezas
estatisticas para quantificar a distribui¢do dos dados geométricos dos modelos, bem como sua
normalidade em relagdo a estruturas consolidadas e determinadas em alta resolucao. Este tépico
explica sucintamente alguns desses parametros utilizados na analise estrutural e que foram

empregados neste trabalho.

1.5.2.2.8.1. Z-score
O Zscore ¢ um dos principais parametros utilizados pelo programa WHATIF,
possibilitando julgar quando determinada propriedade de uma estrutura pode ser considerada

boa, ruim ou anormal (Hooft et al, 1997; Linge et al, 2003). O Z-score relaciona um valor x de



um parametro a uma distribui¢ao gaussiana de um banco de dados (Equacao 1.7). Nesta equacio,
(xpa) e 0(xpq) sdo respectivamente a média e o desvio padrao desse valor. Pelos valores de Z-
score calculados sabe-se quais dados sdo valores isolados (out/iers), ou seja, quais sdo improvaveis

de ocorrer.

X~ (Xpa)

2= o (xXpa)

(Eq. 1.7)

O RMS Z-score permite a analise da qualidade dos dados e do Z-score, verificando se a
distribuicdo de valores tem mais ou menos valores isolados que o esperado e ¢ dado pela
Equagdo 1.8. O parametro Z; € o Z-score definido pela Equacdo 1.7 para a observagao j, sendo

que N é o namero total de observagdes.

(Eq. 1.8)

1.5.2.2.8.2. Desvio Quadritico Médio (RMSD — Root Mean Square Deviation)

O desvio quadratico médio (RMSD) é uma grandeza utilizada geralmente para quantificar as
diferencas entre as geometrias de um conjunto de estruturas tedricas. Os calculos do RMSD
dependem da forma da funcdo restringente. A func¢io potencial bi-harmonica inclui todos os
desvios em relagdo a uma distancia definida. No caso da fun¢ao do tipo “potencial de poco
quadrado”, sdo considerados somente os desvios que se encontrarem fora dos limites superior e

inferior (Brunger, Adams et al., 1997), resultando a Equagdo 1.9. O parametro dy; ¢ a distancia

calculada para a restricdo £ no modelo [, r,f YP 5 limite superior da restricao k e rkmf é o limite
inferior da restri¢ao k. A soma ¢ calculada para todas as N, restri¢coes de distancia e para todos os
Nmmodelos. Como resultado, tem-se a medida média da diferenca das posi¢oes entre os atomos

nas estruturas.

RMSvor = |y N Z Z(Akl)z com {n <d < A= 10 (Eq. 1.9)
o k=11=1 1% < Tkinf Akl: (Tkinf - dkl)

O valor de RMS nio fornece informagdes sobre a consisténcia dos dados experimentais,
tampouco corresponde necessariamente ao espa¢o conformacional permitido pelas restricoes

conformacionais. Além disso, a amostragem das geometrias pelo algoritmo de calculo pode estar



viciada, com restricbes de geometria em acordo com os dados, mas que diferem
significativamente das resultantes do calculo estrutural. Isso pode ocorrer quando sao
empregadas poucas geometrias para o tratamento estatistico. De modo geral, a
qualidade/ confiabilidade dos resultados desse método esta relacionada a menor dispersdo das
geometrias e, consequentemente, a valores menores de RMS. Normalmente, um valor de RMS
até 3 A sugere forte similaridade entre as geometrias (Tsai, 2002). Entretanto, é importante
salientar que um valor baixo de RMSD nao necessariamente é sinonimo de um conjunto
estrutural de alta qualidade. Se o conjunto de restri¢cdes utilizado no calculo contiver restricdes
erradas, essas incorre¢Oes se propagarao igualmente por todas as estruturas que compdem o
conjunto final do modelo, fazendo com que ele possua um RMSD baixo, mas com geometria
incorreta. E ainda mais importante notar que um valor de RMSD muito baixo, em muitos casos,
nao ¢é desejavel. Vale a pena lembrar que grande parte das estruturas resolvidas por RMN foi
determinada em solugdo e, portanto, espera-se que o modelo que representa o sistema que foi
medido reflita caracteristicas de moléculas em solu¢do. Dessa maneira, espera-se que essas
moléculas possuam certo grau de mobilidade estrutural. Em outras palavras, valores baixos de
RMSD significam que o modelo pode estar superestimando a precisdo da técnica experimental,
ou a estrutura¢ao da macromolécula. De fato, ja foi proposto que, em prol de uma qualidade
estrutural maior e também de modelos mais realistas, 0 RMSD seja maximizado, mas ao mesmo
tempo, mantendo a conformidade com os dados derivados dos experimentos (Spronk et al,

2003).

1.5.2.2.8.3. Distribuicio de Angulos Diedros

Combinag¢des dos angulos diedros ¢ e ¥ sdo indicadores importantes da qualidade da
conformacao de regides definidas de cadeias peptidicas. Conforme visto anteriormente, as
possiveis combinag¢des desses dois angulos estio restritas por fatores estéricos a certas regides do
diagrama de Ramachandran (Figura 1.13e, p. 20). A analise da qualidade dos modelos ¢ feita
geralmente com base nas classificacdes de combinag¢bes dos angulos ¢ e P em quatro regides do
diagrama: as regioes mais favoraveis, as adicionalmente permitidas, as generosamente permitidas
e a proibida. A regido adicionalmente permitida indica conformag¢des permitidas nos limites
extremos para os contatos atomicos desfavoraveis. A regido generosamente permitida reflete
conformagbes que sdo permitidas somente se houver certa flexibilidade nos angulos de ligagdo.

Na regiao proibida, as conformagdes sdo quase totalmente impedidas por fatores estéricos.



Em geral, para quantificar a distribui¢do de pontos no diagrama de Ramachandran,
utilizam-se Z-scores calculados tanto para cada residuo quanto para a cadeia peptidica.
Normalmente, utilizam-se valores de Z-score combinados a representa¢do grafica do diagrama
de Ramachandran. A Figura 1.20 mostra um exemplo da relacdo entre a distribui¢do de angulos

em um diagrama de Ramachandran e o valor de Z-score.
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Figura 1.20. Rela¢do entre o valor de Z-score e a distribuicio de pontos no diagrama de
Ramachandran. (a) Diagrama de Ramachandran com Z-score = 1,8 e (b) com Z-score = -8,3. As
regides favoraveis, adicionalmente permitidas, generosamente permitidas e proibidas, estdo
representadas, respectivamente, por cinza-escuro, cinza-médio, cinza-claro e branco. Figura
retirada de (Spronk, Nabuurs et al., 2004).

Os dados em regides proibidas podem significar conformag¢des anormais ou erros de
calculo, o que serd verificado apenas pela analise dos dados de entrada. Os residuos de D-
aminoacidos sdo um exemplo de valores em regides proibidas que nio necessariamente
constituem um erro. Todavia, residuos em regides permitidas do diagrama de Ramachandran
ndo significam necessariamente auséncia de erros. Em todos os casos, os Z-scores calculados,

bem como a dispersdo desses valores no diagrama, devem ser levados em consideragao.

Uma validacdo pode ser baseada também nos angulos @. Conforme discutido
anteriormente, esse angulo pode assumir valores de 0° (forma cis) e 180° (forma trans) devido ao
carater parcial de ligacdo dupla entre o carbono e o nitrogénio da ligagdo peptidica, porém
observa-se certo desvio de planaridade, de até 12°. Na verdade, a presenca desse desvio ¢
desejavel em um conjunto de estruturas, o que quase nunca € observado em estruturas
determinadas por RMN. Isso ocorre devido ao fato de as estruturas de entrada do calculo serem
parametrizadas, com os valores de @ definidos previamente. Além disso, o campo de forga

utilizado no calculo ndo permite normalmente variacdes em torno desse angulo. Outra



dificuldade presente nesse tipo de determina¢io de estruturas é que, a menos que especificado o

contrario, todas as ligagdes peptidicas estdo na forma trans.

1.5.2.2.8.4. Normalidade da Cadeia Principal

Outra grandeza considerada neste trabalho foi a normalidade da cadeia principal. Trata-se
de um parametro de definicdo simples, mas de grande utilidade na analise das estruturas
calculadas. Ela consiste basicamente na descricdo da cadeia principal das estruturas calculadas,
em relagdo a um banco de dados de estruturas de alta resolugdo. O calculo desse parametro
consiste em comparar as posi¢coes relativas dos C, de cinco residuos sequenciais, com todas as
posi¢des dos C, de cinco residuos sequenciais na base de dados de referéncia. A medida da
normalidade da cadeia principal ¢ medida geralmente pelo nimero de sequéncias de cinco
residuos similares na base de dados. Por convenc¢io, todos os resultados sio normalizados, sendo

o valor maximo 80 e o valor minimo zero.

1.5.2.2.9. Refinamento de estruturas

O refinamento de estruturas no calculo a partir de dados de RMN consiste basicamente
em submeté-las a outro procedimento de calculo que possua um campo de for¢a mais realista,
ainda mantendo as restri¢bes geométricas derivadas de dados experimentais. Essa etapa tem-se
tornado essencial, uma vez que grande parte dos problemas encontrados em estruturas
determinadas por RMN sio originarias do campo de forca aplicado durante o calculo inicial. Uma
das principais causas disso é que, a fim de diminuir o tempo computacional despendido na
determinacdo estrutural, varias simplificacOes tiveram que ser feitas, resultando, por exemplo,
em tratamentos pouco realistas de intera¢des eletrostaticas e de Van der Waals, o que pode levar
as estruturas de RMN a possuirem alto numero de sobreposi¢des estericamente desfavoraveis

entre diversos grupos e padrdes de ligagdo de hidrogénio longe da situagao 6tima.

O refinamento pode ser feito considerando tanto o solvente de forma explicita (Linge er
al, 2003) e considerando a molécula no vacuo, porém com métodos mais eficientes de
minimizac¢ao de energia e de variacdo de posi¢des atoOmicas, além do campo de forca mais realista
mencionado anteriormente (Schwieters er al, 2003; Schwieters et al, 2006). Ambas as

metodologias consistem, em termos gerais, de dindmica molecular, com restricées de posi¢ao



determinadas pela lista de restricbes geométricas, e com variagdoes de temperatura, a fim de

minimizar a energia das estruturas.

1.5.3. Ressonancia Magnética Nuclear no estado sélido

Neste topico serao mostradas algumas das possiveis utilizagoes da RMN em fase sélida para o
estudo de peptideos reconstituidos em bicamadas fosfolipidicas orientadas em relagdo ao campo
magnético externo. Embora esta se¢do trate apenas de uma das metodologias de estudo usando a
RMN, outras sdo relatadas na literatura para amostras pulverizadas, na forma cristalina, ou em

bicamadas nio orientadas.

Para amostras contendo o peptideo e a bicamada fosfolipidica e orientadas em relagdo ao
campo magnético do espectrometro, a RMN em fase s6lida tem sido utilizada para estudar e
deduzir a orientagdo e topologia de biomacromoléculas. Para tanto sido usados peptideos
marcados com N e 2H, quando possivel, associados a bicamadas lipidicas (Cross, 1997; Munster

et al., 2002; Aisenbrey et al, 2010).

Combinando resultados advindos de experimentos de RMN de N e de 2H, é possivel obter
informagdes sobre a orientagdo de peptideos helicoidais em relagdo as membranas miméticas,
isto €, sobre a topologia da intera¢ao peptideo-membrana. Essa combina¢ao propicia, assim, uma
investigacdo mais completa relacionando parametros estruturais e topologicos de peptideos, bem

como de peptideos associados as membranas, com seus mecanismos de a¢ao biologica.

1.5.3.1 Fundamentagao Tedrica

A espectroscopia de RMN em fase sélida pode ser utilizada para identificar a disposicao
espacial adotada por peptideos em amostras orientadas com respeito a direcdo do campo
magnético. Esta técnica fornece informac¢bes valiosas em relagdo a dindmica, ao ambiente
eletronico local, a natureza das ligaches intra- e intermoleculares e a estrutura molecular
(Bechinger er al, 1999). A caracteristica mais pronunciada dos espectros de RMN em fase solida é
frequentemente devida as contribui¢Ses anisotropicas do deslocamento quimico e das interagoes

dipolares e quadrupolares (Laws et al, 2002).

Os espectros de RMN em fase solida mostram geralmente linhas largas devidas
principalmente as intera¢des dipolo-dipolo e tendem a exibir um alto grau de sinais sobrepostos

(Duer, 2004). Novos métodos e técnicas estdo sendo desenvolvidos para melhorar a resolu¢ao



espectral, tais como a utilizagdo de marcadores isotopicos, espectroscopia de RMN
multidimensional, desacoplamento de nucleos e outros métodos que sido utilizados para

selecionar intera¢des entre spinsnucleares (Ketchem et al, 1994).

O deslocamento quimico em RMN no estado so6lido é tratado matematicamente como
um tensor, representado por um elipséide como mostrado na Figura 1.21 a e b. O tensor é
tratado em um sistema de eixos cartesianos de tal forma que ele possa ser descrito pelas trés
componentes (017, 0, € 033), conforme mostrado na Figura 1.21a, para o nucleo de N
relativamente ao eixo principal da estrutura helicoidal de um peptideo. O deslocamento quimico
detectado pelo espectrometro de RMN ¢é denominado o,,, sendo definido como a projecao da

componente tensorial 033 no eixo do campo magnético externo By (Figura 1.21b). Definindo-se

angulos de Euler (P, 0 e W) para descrever transformagdes do tensor deslocamento quimico em

outro sistema de coordenadas, pode-se chegar a relagdo angular de o,, com ® e O, conforme

mostrado na Equacao 1.10.

Figura 1.21. Representagdo do tensor de deslocamento quimico de N na cadeia peptidica (a) e
na forma elipsoidal (b), mostrando os angulos de Euler @ e © entre as componentes tensoriais e
o deslocamento quimico detectado, ¢,, (Bechinger & Sizun, 2003).

04, = 0115€n*0cos*® + 0,,sen’Osen’d + g33c0s%0  (Eq 1.10)

Devido ao fato de a componente o33 ser aproximadamente paralela ao eixo principal da
hélice em estruturas Q-helicoidais (REF), é possivel, portanto, definir o angulo ® como sendo o
angulo formado entre o eixo principal da hélice e o campo magnético externo By. Para o caso de
amostras em que a normal da bicamada fosfolipidica esta alinhada paralelamente a By, pode-se
afirmar, por extensio, que O refere-se ao angulo entre o eixo principal da hélice e a normal da
bicamada fosfolipidica presente na amostra. Devido a essa dependéncia entre a orienta¢ao do

peptideo e o deslocamento quimico de °N, essa grandeza é um indicador sensivel da orientagao



do eixo da hélice com relagdo a bicamada lipidica, propiciando inferir informacées de topologia
da interacdo peptideo-membrana (Bechinger & Seelig, 1991). Peptideos a-helicoidais
transmembrana exibem ressonancia de "N com deslocamentos quimicos maiores que 200 ppm
(Fig. 1.22a), ao passo que peptideos orientados paralelamente a superficie da bicamada
fosfolipidica sdo caracterizados por deslocamentos quimicos de 60 a 80 ppm (Figura 1.22b)

(Aisenbrey & Bechinger, 2004).

> weml

250 200 150 100 50 'ppm
Figura 1.22. Representacdes do peptideo @-helicoidal interagindo de forma transmembrana (a) e
paralelamente a superficie da bicamada fosfolipidica (b) cuja normal coincide com o campo

magnético externo By. Para ambas as orienta¢Ses do peptideo sao mostradas, a direita, os
espectros de RMN de N simulados (Bechinger & Sizun, 2003).

Enquanto resultados de anisotropia do deslocamento quimico de "N fornecem
informagbes a respeito da orientagdo do eixo principal da hélice em relacdo a bicamada
fosfolipidica, a analise de espectros de RMN de 2H relativos a amostras contendo o peptideo com
um residuo de alanina, isotopicamente marcado com trés atomos de deutério, na metila da
cadeia lateral, permite a defini¢do da orientagao da ligagdo C, — (g da alanina em relagdo ao
eixo principal da hélice. Isso é possivel devido ao fato de o grupo metila possuir rapido
movimento rotacional a temperatura ambiente, fazendo com que os nucleos de ?H sejam

quimicamente equivalentes e com que o tensor resultante seja coincidente com o vetor da

ligagdo C, — Cp.

Em meios miméticos de membrana hidratados, o peptideo helicoidal difunde em torno
da normal da membrana, de forma que a ligagdo C, — Cz mova-se descrevendo um cone de
semi-angulo ¢ relativamente a esta dire¢do, sendo denominado angulo polar de rotagio interna.
A grandeza medida em experimentos de RMN de 2H para amostras com o peptideo incorporado
em bicamadas fosfolipidicas ¢ o acoplamento quadrupolar de deutério (Avy), que dependente
tanto do angulo polar ¢ quanto do angulo f que descreve a orienta¢gdo da normal da bicamada

em relacdo ao campo magnético By, conforme mostrado na Equagao 1.11,



_ 3e?qQ (3 cos?p — 1) (3 cos?f — 1)
2 h 2 2

Av, (Eq. 1.11)

em que e2qQ/h é a constante de acoplamento quadrupolar de deutério.

Os resultados obtidos por RMN de N e 2H siao complementares entre si, sendo
utilizados para descrever a orienta¢dao do peptideo helicoidal em relagio a bicamada fosfolipidica,
através da determina¢do das variaveis © (Eq. 1.10, p. 41) e ¢ (Eq. 1.11). Uma descricao mais

detalhada a respeito de como essa orientagao € calculada é apresentada no item 2.2.8, p. 56.

1.5.4 Caracterizacdo termodinidmica do processo de interacao

peptideo/membrana por calorimetria de titulagao isotérmica (ITC)

A calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) constitui-se em uma excelente técnica para
caracterizar intera¢oes em solucdo, visto que € possivel obter o perfil termodindmico completo

destas intera¢Oes, mesmo sendo interagdes de afinidades baixas (Seelig, 1997; White et a/, 1998).

A analise do perfil das curvas calorimétricas e dos parametros termodindmicos obtidos,
combinada com as propriedades fisico-quimicas dos compostos e as caracteristicas do processo de

interagdo, permitem compreender como as espécies interagem.

Um passo importante na caracterizagio da interacdo peptideo-membrana é conhecer a natureza e
a magnitude das energias livres de intera¢do, separa-las nas suas componentes entalpica ( AH) e
entropica ( AS), sendo possivel também obter a espontaneidade destas interac¢des (A G), o
coeficiente estequiométrico da interacdo (n) e a constante de particao (Kp). Na calorimetria de
titulagdo isotérmica, estes parametros termodinamicos sdo obtidos a partir de dados

experimentais combinados com modelos matematicos.

Nos experimentos de titulacdo calorimétrica isotérmica, podem ser efetuados dois tipos de
titulagdo, com razdes molares peptideo:lipideo (P:L) distintas. No primeiro tipo, o lipossoma,
com concentragao elevada, é colocado na célula de titula¢do, sendo adicionadas quantidades fixas
de peptideo: A razdo P:L permanece muito baixa, de modo a ndo ocorrer saturagdo da
membrana pelo peptideo. O peptideo adicionado distribui-se entre a fase aquosa e lipidica de
maneira semelhante no decorrer da titula¢do. O calor liberado ou absorvido em cada inje¢do é

praticamente constante, visto que ha excesso de lipideo. Para obter a quantidade de calor (Q;,¢)



relativa a interagdo peptideo-lipideo, deve-se subtrair o calor de diluigao (Qg4;;) do peptideo e do
lipideo, obtidos em experiéncias independentes, do calor total Q;;, conforme Equagdo 1.12

abaixo:

Qint = Qinj — Qaur (Eq. 1.12)
A variagao da entalpia experimental ou de interac¢do (A.xpH) do processo é a razao entre o calor
Qin¢ da interagdo e o nimero de mols de peptideo (n,e,) em cada inje¢dao, conforme a Equagdo

1.13:

Doy H = Qune (Eq. 1.13)
Npep

No segundo tipo de titulacdo o peptideo é colocado na célula e titulado com volumes
fixos da suspensao de lipossomas. Verifica-se ao longo da titulacdo que a quantidade de calor
envolvida se torna cada vez menor, dado que se relaciona com a quantidade de peptideo ainda
livre na célula apos cada injecdo de suspensao de lipossoma. A quantidade de peptideo que
interage com a membrana diminui a cada inje¢ao e a diminui¢do da area dos picos da curva de
titulagdo estd relacionada com o processo de interacdo e inser¢do do peptideo na membrana. No
final da titulagdo verifica-se, por vezes, uma inversao no sinal do calor envolvido, indicando que
todo o peptideo interagiu com a membrana e que ha um excesso de lipideo. Assim, os tltimos
picos representam o calor de dilui¢ao da suspensao de lipossomas, nas condi¢oes finais do ensaio

de titulagio.



2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

Todas as pesagens para as sinteses foram feitas em balanca analitica Metler (Barueri,

Brasil), modelo AE166, com precisao de 0,0001.

Em todas as sinteses, foi utilizada a resina Rink-amide, da marca Iris Biotech GmbH

(Marktredwitz, Alemanha) com grau de substitui¢ao de 0,63 mmol/g.

Os derivados de aminoacidos tendo Fmoc como grupo protetor da extremidade /N-
terminal foram adquiridos das marcas Iris Biotech GmbH, Novabiochem-Merck (Darmstadst,

Alemanha) e Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos).

A lavagem da resina antes e depois das etapas de desprotecio foi feita com

dimetilformamida (DMF), diclorometano (DCM) e 2-propanol (IPA) alternadamente.

O DMF utilizado foi da marca SYNTH, sendo previamente purificado por destilagdo a

pressdo reduzida.

O DCM utilizado foi das marcas SYNTH (Sdo Paulo, Brasil) e MERCK (Darmstadt,
Alemanha) .

O IPA utilizado foi da marca SYNTH.

Nas etapas de acoplamento, utilizaram-se como reagentes ativadores o 1-
hidroxibenzotriazol (HOBT), da marca Novabiochem-Merck, e a N,/N-dimetilcarbodiimida
(DIC), da marca Sigma-Aldrich. Os solventes utilizados para a solubiliza¢gdo desses reagentes

foram DMF e DCM, respectivamente.

Para a desprote¢ao dos grupos /V-terminais antes de cada acoplamento, utilizou-se uma

solu¢do 20% v/v de 4-metil-piperidina (da marca Merck) em DMF.

Para uma avaliacdo qualitativa das rea¢oes de acoplamento e desprotecio, foi utilizado o
teste de Kaiser (Kaiser et a/, 1970), que emprega trés solu¢des: KCN 0,01 M em piridina, fenol 0,8

M em etanol e ninhidrina 3 mM em piridina, adicionadas em pequenos volumes, na propor¢ao



1:2:1, respectivamente, e, em seguida, aquecia-se o sistema a cerca de 100°C por

aproximadamente 4 min.

Para a clivagem dos peptideos da resina e remoc¢iao dos grupos protetores das cadeias
laterais, utilizou-se como reagente o triisopropilsilano (TIS), da marca Iris Biotech solubilizado
em uma solu¢do composta por acido trifluoroacético (TFA) e 4gua, na propor¢io de

aproximadamente 19:1 (v:v).

A purificagdo dos produtos de sintese foi realizada em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O método de identificacdo de substancias utilizado foi detec¢do por
ultravioleta na faixa 210-215 nm. A purificacao foi realizada em escala semipreparativa, enquanto

que a escala analitica foi utilizada para se obtere perfis iniciais da amostra.

Para a cromatografia liquida, utilizou-se um cromatégrafo Varian (Santa Clara, Estados
Unidos), modelo ProStar 210, com detector na regiao do ultravioleta do modelo ProStar 330 e

uma valvula de injecdo da marca Idex-Rheodyne (Oak Harbour, Estados Unidos)

A coluna analitica utilizada foi uma Microsorb 100-5 C18 250xX4,6 mm e a coluna

semipreparativa utilizada foi uma Dynamax 100-5 C18 250x10 mm, acompanhadas,

respectivamente, de Joopsde 5 f e 250 [L.

Para as fases moéveis da CLAE foram utilizadas soluc¢ées de 0,1% v/v de TFA, em agua

MILLI-Q, e de 0,08% v/v de TFA, em acetonitrila, para compor os gradientes utilizados.

A agua em nivel de pureza Milli-Q foi obtida em aparelho QPAK, da marca Millipore-
Merck (Billerica, Estados Unidos).

Os espectros de dicroismo circular (CD) foram obtidos em um aparelho JASCO modelo J-
810 (Easton, Estados Unidos), com um sistema de controle acoplado de temperatura da marca

Peltier Jasco modelo PFD-4258.

Os fosfolipideos utilizados nos experimentos de calorimetria (ITC) e de dicroismo
circular, com grau de pureza de 99%, foram adquiridos da Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster,
Estados Unidos). Para a prepara¢ao dos lipossomas foram utilizados 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (POPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicina (POPG) e uma mistura

3:1 (mol:mol) destes fosfolipideos.



Os espectros de RMN de 'H e de *C foram obtidos no Centro Nacional de Ressonancia
Magnética Nuclear (CNRMN), no Centro de Ciéncias da Saude da UFR] em um equipamento
Bruker modelo AVANCE III , operando a uma frequéncia de 800,13 MHz para hidrogénio.
Como solvente, foram utilizadas solu¢oes de 2,2,2-trifluoretanol-d; (TFE) em agua Milli-Q, sem a
presenca de tampao e solu¢es aquosas com a presenga de micelas de dodecilfosfocolina (DPC)
na concentra¢ao de 10 mM. Para a aquisi¢do dos espectros, utilizou-se uma solu¢ao de 4 mM de
cada peptideo e o volume utilizado dessa solugdo foi de aproximadamente 0,5 mL. O padrio
utilizado para referéncia interna foi o 2,2-dimetil-2-isopentano-5-sulfonato de sédio (DSS)

(Aldrich) para os espectros de 'H e de 1*C.

Para os peptideos estudados, foram realizados experimentos de TOCSY, utilizando-se a
sequéncia de pulsos MLEV, NOESY e 'H,”C-HSQC editado, apenas para a distinctina e

fenilseptinas.

O tempo de mistura para a aquisicdo do mapa de contornos 2D 'H x'H NOESY foi de

120 ms. O experimento de TOCSY teve um tempo de mistura de 80 ms.

Os espectros de RMN em fase solida foram obtidos na Universidade de Strasbourg, no
Laboratério de RMN e Biofisica de Membranas, nos equipamentos Bruker A VANCE 400 wide-
bore (para 'P e N) e Bruker A VANCE 300 wide-bore (para ?H).

2.2 Métodos

2.2.1. Procedimento Geral

Todos os peptideos estudados foram sintetizados em fase solida, utilizando a estratégia
Fmoc (Chan, 2000), iniciando-se do residuo de aminoacido C-terminal em dire¢do a extremidade
N-terminal, de forma a serem obtidas cadeias com as extremidades C:terminais amidadas. As
sinteses foram realizadas em seringas com filtro sinterizado acoplado a regido interna préxima a

sua ponta.



2.2.1.1. Preparacao da Resina

O primeiro procedimento da sintese envolveu a preparagdo da resina. Isto foi feito
primeiramente colocando-se a resina (Rink-amide, 0,63 mmol/g) seca no recipiente em que a
reacdo ocorreu. Em seguida, verteu-se sobre a resina um pequeno volume de DCM, o suficiente
para que ela fosse totalmente coberta pelo solvente. A resina ficou em contato com o DCM por
cerca de 10 min. Ao fim desse periodo, removeu-se o solvente por suc¢do a vacuo e o processo
foi repetido por mais trés vezes. Essa etapa ¢ importante, pois o DCM aumenta o volume de

contato da resina, o que facilita o acoplamento dos aminoécidos.

2.2.1.2. Desprotecio da Resina
Apbs o preparo acima descrito, procedeu-se a desprote¢do da resina. Assim como os
derivados de aminodacidos, resinas que originam peptideos amidados na extremidade Cterminal
encontram-se protegidas pelo grupo Fmoc. A remogio desse grupo foi feita utilizando-se uma
solucdo de 4-metil-piperidina em N, /N-dimetilformamida (DMF), na concentragdo 20% v/v. Esta
solucdo para a desprotecao foi adicionada ao recipiente de rea¢do, a um volume suficiente para
cobrir toda a resina. Submeteu-se a seringa a agitacdo moderada, duas vezes durante 15 min e,
em seguida, removeu-se a solu¢do de 4-metil-piperidina por suc¢dao a vacuo. Este procedimento
deve garantir a desprote¢dao de toda a resina, para que nio haja diminui¢do do rendimento final
da reagdo. Em seguida, lavou-se a resina com DMF, 2-propanol (IPA) e DCM, nesta ordem e
alternadamente, por trés vezes. Por fim realizou-se o teste de Kaiser para averiguar a desprotecao
da resina. Nesse caso, o teste deve ser positivo, ou seja, os graos da resina devem estar bem azuis.

Esse procedimento de preparo da resina encontra-se resumido no Esquema 2.1.
oo T o [ avian "] dinteces

3x

1) solugéo de
4-metilpiperidina
2) agitagao por 5 min
[ 5
agitagao por remogéo da
10 min solugéao
(2x) por vacuo

Lavagem com
DMF, IPA, DCM
(3x)

v

teste de
Kaiser

1negativo

resina r -
desprotegida 1 positivo

Esquema 2.1. Preparac¢do da resina amidada, com grupo protetor Fmoc, para a sintese de
peptideos.



2.2.1.3. Sintese dos peptideos

Feita a prepara¢do da resina, deu-se inicio a sintese propriamente dita, que consiste em
acoplamentos consecutivos dos derivados de aminoacido a resina. A cada acoplamento, verteu-se
sobre a resina desprotegida uma solu¢io contendo o derivado de aminoéacido (Fmoc-aminoacido)
e as substancias ativadoras dissolvidos em DCM e DMF na propor¢do 1:1 (v:v). Para as duas
cadeias, utilizaram-se como ativadores  1-hidroxibenzotriazol @~ (HOBt) e N, N*
diisopropilcarbodiimida (DIC), que foram misturados a cada derivado de aminoacido a ser
acoplado nas mesmas quantidades de equivalente molar. O recipiente de sintese foi entdo
submetido a agitacdo moderada durante todo o tempo de reacao. Ao final, realizaram-se quatro
lavagens com DMF, IPA e DCM intercaladas, tal qual a lavagem feita na etapa de preparacao da
resina e, em seguida, o teste de Kaiser que, apds a reagdo de acoplamento, deve apresentar
resultados negativos, ou seja, os graos da resina devem ser claros, em suas cores originais. Se o
resultado for negativo, submete-se o sistema a desprote¢do do grupo amino do tltimo residuo
acoplado. Caso contrario, deve-se repetir a reagdo de acoplamento até que o teste seja negativo.
A desprotecao foi feita utilizando-se uma solugdo 20% v/v de 4-metilpiperidina adicionada sobre
a resina, a um volume suficiente para cobri-la completamente. O sistema foi, em seguida,
submetido a agitacdo moderada. Em geral, a desprotecdo ¢ realizada em duas etapas de 12 min
cada, sendo que a solucdo para a desprotecao ¢é retirada do frasco entre as duas etapas.
Novamente, realizou-se o teste de Kaiser e, em seguida, acoplou-se o préximo derivado de
aminoacido. As etapas desse procedimento repetiram-se até que todos os residuos de aminoacido
fossem acoplados. Ao fim da sintese, a resina (com a cadeia peptidica ligada a ela) é submetida a
clivagem e desprotecdo dos grupos protetores permanentes, liberando, entdo, o peptideo

amidado na extremidade C'terminal. Este protocolo ¢ ilustrado no Esquema 2.2.

Acoplamento:

,| X eqaminodcido |
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Esquema 2.2. Organograma do protocolo utilizado nas sinteses dos peptiudeos. Acopla-se um
derivado de aminoacido e apds o acoplamento tem-se um residuo de aminoacido.



2.2.1.4. Clivagem dos peptideos

Todos os peptideos foram clivados com solugio de 95,0% de acido trifluoroacético (TFA),
2,5% de agua deionizada (grau Milli-Q) e 2,5% de triisopropilsilano (TIS), seguindo-se o
protocolo padrio de clivagem da estratégia de sintese Fmoc (Chan, 2000). Para se realizar a
clivagem, utilizou-se um volume dessa solu¢do de 10 a 25 mL/g de peptidil-resina. Adiciona-se
esse volume ao frasco em que se encontrava a resina a ser clivada e manteve-se o frasco sob
agitacdo moderada durante o tempo de reagdo, que ¢, em geral, de 1,5h a 3 h. Ao final, o
peptideo encontra-se solubilizado nessa solu¢do de clivagem juntamente com os produtos de
reagdo entre os grupos protetores das cadeias laterais e os nucleofilos sequestradores de
carbocations e nao mais ligado a resina. Separou-se, entdo, a fase liquida da resina, transferindo-a
para um tubo Falcon e submetendo-a a acao de nitrogénio gasoso para evaporar o TFA, de forma
a restar, na fase liquida, basicamente agua, o peptideo e os demais produtos secundarios.
Considera-se que se chegou a esta condi¢ao quando o volume da solucao de clivagem nao mais
se reduzir. Foi entdo adicionado ao tubo certo volume (aproximadamente 10 mL) de éter
diisopropilico previamente resfriado em banho de gelo. O sistema ¢é centrifugado e as fases sélida
e liquida sdo separadas. Novamente, adicionou-se o éter diisopropilico ao sélido restante e, mais
uma vez, centrifuga-se a amostra e separou-se o liquido do sélido, repetindo-se este passo por
pelo menos mais trés vezes. Quando o sélido estava bem compactado, ele foi dissolvido em agua
deionizada e a amostra foi, por fim, liofilizada, para o produto ser caracterizado e purificado. O

procedimento de clivagem esta representado no Esquema 2.3.
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Esquema 2.3 Representag¢ao do protocolo da reagdo de clivagem dos peptideos



2.2.2. Sintese das fenilseptinas e da Hilaseptina P2

As fenilseptinas (L-Phes e D-Phes) e Hilaseptina P2 (HSP2), cujas sequéncias encontram-
se na Tabela 2.1, foram sintetizadas utilizando-se 143,6 mg de resina da marca Rink-amide, com
grau de substituicdo 0,63 mmol/g, para obter cerca de 150 mg de peptideo bruto ao final da
sintese. Utilizou-se, para todos os reagentes envolvidos nas sinteses, uma quantidade de quatro
equivalentes molares em rela¢ao a quantidade esperada do produto final. Como ativadores foram
utilizados, para cada acoplamento, 55,4 mg de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) anidro e 57 (L de
N,N*diisopropilcarbodiimida (DIC). Foram utilizados ainda derivados de aminoacidos com as
cadeias laterais protegidas quando necessario. Para os experimentos de RMN no estado soélido,
foram sintetizados peptideos marcados isotopicamente em determinados sitios, sendo que, para
L-Phes e D-Phes, os residuos marcados foram L-9 (’N) e A-10 (?H3) e, para HSP2, os residuos A-

16 (C-2Hj3) e L-18 (°N), conforme mostrado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Sequéncias dos peptideos estudados, em que L-F e D-F representam,
respectivamente, os residuos de aminoacido fenilalanina com os estereoisdbmeros L e D do
residuo de fenilalanina, e o grupo -NH. ao final das sequéncias indicam a amidacdo da
extremidade C-terminal. A letra H indica a extremidade amino-terminal nio modificada. Os
residuos em negritos representam os aminoacidos marcados com N e os sublinhados, os com o
grupo metila deuterado

Nome Sequéncia Peptidica

L-Phes H-F(L-F)FDTLKNLAGKVIGALT-NH,

D-Phes H-F(D-F)FDTLKNLAGKVIGALT-NH;
HSP2 H-GIGDILKNLAKAAGKAALHAVGESL-NH;

As condi¢oes de reagdo foram as mesmas para todos os acoplamentos, variando-se
somente o derivado de aminoécido utilizado em cada etapa. O tempo de reagdo para o primeiro
acoplamento de cada sintese foi de 3,5 h e, para os demais acoplamentos, foi de cerca de 1,5 h.
Apds o término das sinteses, deu-se inicio a etapa de clivagem e desprote¢ao dos grupos

protetores permanentes. As clivagens foram realizadas utilizando-se a soluc¢do descrita

anteriormente.



2.2.3. Reacao de Formacao da Distinctina

O peptideo heterodimérico distinctina foi sintetizado por meio da reagdo de condensagio
por formacao de ligacdo dissulfeto entre as Cadeias 1 e 2, previamente sintetizadas por meio de
sintese em fase solida, pela estratégia Fmoc. A dimeriza¢ao deu-se por oxida¢ao ao ar, incubando-
se as cadeias, previamente purificadas, a uma concentra¢ao de 5 mg/mL cada, em uma solucao
aerada, tamponada por 10 mM de bicarbonato de amonio, a pH 8,3. A solucio foi agitada por 24

h a temperatura ambiente e, em seguida, neutralizada com acido acético diluido.

A formacdo do produto foi acompanhada por CLAE, injetando-se aliquotas do meio
reagente no aparelho, durante certos intervalos de tempo. Para o acompanhamento da reacao,
utilizou-se o gradiente descrito na Tabela 2.2, em que as Cadeias 1 e 2 apresentam,
respectivamente, tempos de retencao de 20,0 min e 20,7 min. Foi monitorado o aparecimento de
um pico a 22,2 min (produto de dimeriza¢dao) e o aumento de sua intensidade com o passar do

tempo, acompanhado da diminuicao de intensidade dos picos relativos as Cadeias 1 e 2.

A fragao relativa a esse tempo de retengdo foi coletada em uma coluna semipreparativa
de fase reversa, do tipo C-18 (Grace Vydac® 218TP54). Essa fracdo foi liofilizada e analisada por
espectrometria de massas MALDI-TOF/TOF UltraFlex III, Bruker Daltonics.

Tabela 2.2. Gradiente utilizado para o acompanhamento cinético da rea¢do de dimerizagdo da
distinctina. O fluxo para este gradiente foi de 1,0 mL/min

Tempo (min) TFA, 0,1% em agua (%) TFA, 0,08% em ag@o)
0 100 0
15 60 40
55 40 60
60 0 100

65 0 100




2.2.4. Preparag¢do de Vesiculas para Experimentos de Dicroismo

Circular (CD)

As vesiculas dos fosfolipideos 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) e 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicina (POPG) para os experimentos de CD foram preparadas
dissolvendo-se a quantidade apropriada dessas substancias em DCM, misturando-se as solugbes
resultantes até apresentarem aspecto homogéneo. O filme lipidico foi preparado durante a
remoc¢ao do solvente a pressdo reduzida. O solvente residual foi removido por suc¢do a vacuo

por aproximadamente 1 h e os filmes foram, em seguida, hidratados com agua.

Vesiculas unilamelares grandes foram preparadas submetendo-se a suspensao a oito ciclos
de congelamento em nitrogénio liquido, seguidos por aquecimento em agua a 27 °C. A
suspensdo resultante foi, entdao, submetida a um processo de extrusao, por 10 vezes, através de

duas membranas de policarbonato de 100 nm.

2.2.5. Experimentos de Dicroismo Circular

Os experimentos de CD foram adquiridos na presenca de POPC:POPG 3:1 (mol:mol) e
TFE para as Cadeias 1 e 2 da distinctina, em um espectropolarimetro Jasco-715, utilizando-se
uma cubeta retangular de quartzo, de caminho 6tico de 1,0 mm em agua deionizada. Todos os
espectros foram adquiridos na faixa de 260 a 190 nm, utilizando-se uma largura de banda de 5,0
nm para os experimentos com vesiculas e 2,0 nm para os experimentos com TFE, com resolucido
de 0,2 nm, 100 nm/min de velocidade e 4 s de tempo de resposta. Medidas de linha de base
foram realizadas em todos os dias de experimento para averiguar a estabilidade do instrumento.
Todos os espectros obtidos constituem uma média de cinco leituras, com o branco (linha de base

do aparelho e dos solventes e vesiculas utilizados) subtraido.

Para os experimentos, prepararam-se solugdes estoque de concentragdes 480 uM para as
Cadeias 1 e 2 e 430 pM para a distinctina, bem como para a mistura de vesiculas de fosfolipideos
(1 mM). As concentragdes dos peptideos foram de, aproximadamente, 30-40 M, com os valores

exatos calculados por medidas de absor¢ao em trés diferentes comprimentos de onda (205, 209 e



220 nm). Varios espectros foram adquiridos pela adicdo em pequenos volumes, da solucido de

lipideos a solugao dos peptideos.

A desconvolugio tanto dos experimentos em TFE quanto dos experimentos em vesiculas,
foi conduzida pelo programa CDPro (Sreerama & Woody, 2004) a fim de estimar o percentual de

estruturas secundarias em cada meio.

2.2.6. Processamento e Analise de Experimentos de RMN em Soluc¢ao

A conversao e processamento dos dados de RMN foram feitos pelo programa NMRPipe
(Delaglio er al, 1995). A interpretagdo dos mapas de contorno foi efetuada no programa
NMRView 5.0 (Johnson, 1994). Todos os programas e algoritmos utilizados nesta etapa foram
criados para serem executados em plataforma Linux, e foram executados na distribui¢do Fedora,

versoes 9, 10 e 11.

As restri¢coes de distancia foram obtidas diretamente por meio dos sinais de NOE. Os
volumes desses sinais foram determinados por integragdo, utilizando-se a metodologia de
calibracao proposta por Giintert e colaboradores (Giintert et al, 1991). Essa etapa foi efetuada
pelo programa NMRView 5.0, sendo que os sinais relativos a grupos metila tiveram suas

intensidades divididas por trés.

As restrigdes angulares foram obtidas pelo programa TALOS+ (Shen, Delaglio et al.,
2009), por meio da analise dos valores de deslocamento quimico dos atomos da cadeia principal
Cs Hg, Cp, N, Hy e C’, em relacdo a um banco de dados de deslocamentos quimicos desses

atomos em estruturas de proteinas determinadas em alta resolu¢ao.

O calculo do conjunto de estruturas obtidas por analise de RMN foi realizado utilizando-
se o programa Xplor-NIH versdo 2.17 (Schwieters et al, 2003) e o algoritmo de arrefecimento
simulado (simulated annealing) em coordenadas cartesianas sa_new.inp para a distinctina, e o
algoritmo de arrefecimento simulado em espacgo de angulos de tor¢ao nmr_torsion.inp (Rice &
Brunger, 1994; Stein et al, 1997). Utilizou-se uma estrutura de partida randdémica gerada pelo
algoritmo generate input e com uma topologia protein.top e parametrizagdes protein.par, que

levava em conta a termina¢io amidada da extremidade C-terminal de ambas as cadeias.



Os calculos de arrefecimento simulado tiveram como parametros temperatura inicial de
1000 K, namero total de etapas (steps) a altas temperaturas igual a 14.000, nimero total de etapas
durante cada resfriamento igual a 6.000. O resfriamento simulado foi feito de 50 em 50 K até que
se chegasse a uma temperatura de 100 K. O célculo foi realizado em trés etapas principais: uma
levando em conta valores de limite de violagio de restri¢es de distincia e angulares de 0,5 A e
5°, respectivamente, a etapa seguinte considerando um valor de 0,3 A e 3° para esses limites e
uma etapa final, considerando limites de violagdo de 0,1 A e 1°. Considerou-se o calculo
concluido somente quando as vinte estruturas mais estaveis nado apresentaram mais viola¢Ges

sistematicas em nenhum dos limites estipulados.

Para analise dos conjuntos de restricbes geométricas, utilizou-se o programa QUEEN
(Nabuurs et al, 2003), concomitantemente a inspe¢do visual das violagbes das restricdes

geomeétricas.

Todos os calculos estruturais foram realizados para serem geradas 200 estruturas. Desse
numero, foram selecionadas as 20 estruturas de menor energia total e, por meio dos programas
MOLMOL (Koradi et al, 1996), elas foram agrupadas de modo a se obter a melhor sobreposi¢ao
das estruturas. Dessas estruturas sobrepostas, foi obtido o valor de RMSD (Root Mean Square

Deviation, desvio quadratico médio) para parte da validagdo do calculo.

A validagdo e andlises estruturais foram feitas através da pagina iCing

(http:/ /nmr.cmbi.ru.nl/icing/iCing.html#file), utilizando-se as metodologias dos programas

PROCHECK (Laskowski er al, 1996) e WHAT IF (Vriend, 1990), bem como os critérios de

classificagdo do programa CING (Common Interface for NMR Strucure Generation).

2.2.7. Preparacao das amostras para RMN no estado sdlido

Para os estudos de RMN em estado so6lido, foram utilizadas amostras dos peptideos
orientados em bicamada lipidica de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), cada
amostra contendo diferentes propor¢es de peptideo e fosfolipideo, conforme mostrado na

Tabela 2.3 (p. 56).



Tabela 2.3. Relagdo das massas de peptideo e fosfolipideo (POPC) utilizadas nas amostras de
RMN no estado s6lido, com suas respectivas porcentagens molares

Peptideo Mass,a de Massa de Porcentagem molar do peptideo em
peptideo POPC POPC
L-Phes 12 mg 151 mg 3%
D-Phes 11 mg 138 mg 3%
HSP2 12 mg 122 mg 3%

Inicialmente, dissolveu-se o peptideo em cerca de 2 mL de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) e
mediu-se o pH utilizando papéis indicadores. Para isso, distribuiu-se uma pequena quantidade da
solucdo alcodlica resultante sobre o papel e, ap6s a evaporacdo do solvente, o papel foi
umedecido com 4gua desionizada para determinar o pH do sistema em meios com alto grau de
hidratacao. O pH foi entdo ajustado a pH7 com volumes minimos de solu¢ées de acido cloridrico
ou hidroéxido de sédio 1 mol/L. Em seguida, na mesma solugao, dissolveu-se a quantidade pesada
de POPC e a solugio resultante foi submetida a um fluxo brando de nitrogénio gasoso até que o
sistema se tornasse ligeiramente viscoso. Em seguida, distribuiram-se volumes aproximadamente
iguais da mistura de peptideo e fosfolipideo sobre 15 a 25 placas de vidro ultrafinas (8 X 22 mm?,
Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Alemanha) e submeteram-se as amostras a pressao reduzida por
uma noite para retirar todo o TFE presente. As amostras foram entdo transferidas para uma
camara de hidratagdo com umidade relativa de 93% e deixadas a hidratar por cerca de sete dias.

Por fim, as placas de vidros foram empilhadas e seladas com fita teflon e plastico.

2.2.8. Experimentos de RMN no estado sdlido

Experimentos de RMN de ?'P desacoplados de hidrogénio das amostras de bicamadas
lipidicas orientadas foram realizados a 162 MHz em um espectrometro Bruker AMX400 wide-
bore, utilizando-se uma sonda comercial estatica de ressonancia dupla para RMN no estado
solido. Medidas foram efetuadas para a orientagdo da normal da membrana paralela ao campo
magnético externo. Uma sequéncia de pulsos de eco de Hahn foi empregada. Os seguintes

parametros foram utilizados: janela espectral de 75 kHz, tempo de aquisi¢ao de 13,6 ms, 2.048

pontos, pulsos de 90° com largura de 2,5 /&, intervalo de tempo de eco de 40 /&, intervalo de



tempo de espera de 5 s e 64 transientes. Uma solu¢ao de acido fosférico a 85% (em volume) foi

utilizada como referéncia externa (0 ppm).

Experimentos de RMN de "N desacoplados de hidrogénio foram adquiridos a 40 MHz
em um espectrometro Bruker AMX400 wide-bore, utilizando-se uma sonda comercial E-free de
ressonancia dupla para RMN no estado so6lido. Medidas foram conduzidas para orientagido

normal da membrana paralela ao campo magnético externo. Os seguintes parametros foram

empregados: pulsos de 90° com largura de 8 s, tempo de chaveamento de campo de 700 /&,
intervalo de tempo de espera de 3,5 s, 512 pontos de dominio de tempo, 18.000 aquisi¢bes e
janela espectral de 33 kHz. Utilizou-se como referéncia externa uma amostra de "NH4Cl em cujo

espectro hd um sinal em 41,5 ppm.

Espectros de RMN de 2H em fase s6lida foram obtidos no espectrometro Bruker AMX400
wide-bore (peptideo L-Phes), e em um espectrometro Bruker Avance 300 wide-bore (demais
peptideos) utilizando-se uma sonda estatica comercial de ressonancia tripla. Medidas foram
realizadas para orientacdo da normal da membrana paralela ao campo magnético externo.
Utilizou-se uma sequéncia de eco quadrupolar com os seguintes parametros: 2H Bl de 50 kHz,
tempo de eco de 40 Us, janela espectral de 100 kHz, 4.096 pontos, 80.000 transientes e intervalo
de tempo de repeti¢do de 1 s. Os espectros foram calibrados com relagdo a 2H,O no valor de 0
ppm, e a sequéncia de eco foi averiguada pelo formato do espectro de uma amostra de plexiglass
deuterado. Fungbes exponenciais de apodizagio correspondentes a um alargamento de linha de

300 Hz foram aplicadas antes da transformada de Fourier.

2.2.9. Simulac¢ao de parametros da RMN em fase sdlida e determinagao

da orientacdo dos peptideos em bicamadas lipidicas

Os possiveis alinhamentos dos peptideos foram calculados usando-se o programa
Mathematica (Wolfram Research, Inc.) e as estruturas PDB dos peptideos foram orientadas de
acordo com as relagdes angulares calculadas, utilizando-se o programa PyMOL (The PyMOL
Molecular Graphics System, V. 0.99, Schrodinger, LCC). Para a orienta¢do das estruturas,
primeiro alinhou-se o vetor da hélice do peptideo com o eixo z, e, em seguida, realizaram-se as
rotagdes referentes ao angulo polar de rotagdo interna e ao angulo de inclina¢ao (Figura 2.1),

nesta ordem.



Figura 2.1. Representacio de um peptideo a-helicoidal, com a representagdo do eixo z
(coincidente com a normal da membrana) e do vetor H, definido como eixo principal da hélice.
O angulo 0, angulo de inclinagdo, é definido pela orientagdo de H em relacdo a z e ¢, angulo
polar de rotacdo interna, é o semi-angulo do cone formado pela rotacio da ligagdo C, — (g em
torno da normal da bicamada fosfolipidica.

2.2.10 Preparacao de Lipossomas para Experimentos de Calorimetria

Isotérmica de Titulagao (ITC)

Para a preparagdo dos lipossomas, foram utilizados uma mistura de POPC e POPG 3:1
(mol:mol) destes fosfolipideos. As membranas miméticas (lipossomas) foram preparadas sob a
forma de vesiculas unilamelares de didmetro aproximadamente 100 nm. A preparagdao destes

lipossomas envolveu quatro fases distintas.

2.2.10.1. Obtencao do filme lipidico
A quantidade de fosfolipideo utilizada foi calculada de modo a fornecer a concentragio de
35 mM. O fosfolipideo foi dissolvido em cloroférmio e o excesso de solvente foi eliminado com

um fluxo brando de N; gasoso. O filme lipidico obtido apds eliminagao do excesso de solvente foi

mantido sob pressdo reduzida, em rotavapor, a 30 °C, durante 3h, para completa secagem.

2.2.10.2. Hidratacao do filme lipidico
O filme seco foi hidratado com solu¢ao de tampao Tris-HCI, de pH 7,6 e aquecido em

banho de 4gua termostatizado durante 1h, a 30 °C. O aquecimento da suspensdo lipidica foi



alternado com a agitagdo em vortex para assegurar o descolamento total do filme das paredes do

baldo, obtendo-se nesta fase vesiculas multilamelares (MLVs).

2.2.10.3. Ciclos de aquecimento/congelamento (“Freeze/Taw”)

A suspensao de fosfolipideos foi transferida para um tubo Falcon de 15 mL e as vesiculas
multilamelares (MLVs) foram submetidas a cinco ciclos de congelamento-descongelamento
(‘freeze-taw’): mergulhou-se o tubo em nitrogénio liquido para congelamento muito rapido da
suspensdao e, em seguida, no banho de agua termostatizado a temperatura referida até o

completo descongelamento.

2.2.10.4. Extrusao

Apos os ciclos de congelamento-descongelamento, a suspensdo foi submetida varias

vezes, a 30 °C, por um extrusor termostatizado (Figura 2.2), equipado com membranas de
policarbonato (Nucleopore, Pleasanton, CA, Estados Unidos) com poros de diametros
decrescentes. A extrusdo foi efetuada sob pressio com N, cinco vezes com cada uma das
membranas de 400 nm e 200 nm, sob pressao de 4 e 8 atm de N, respectivamente, e dez vezes
pela membrana de 100 nm, sob pressio de 12 atm de N, para obtencdo das vesiculas

unilamelares grandes (LUVs).

Figura 2.2. Extrusor com capacidade para 10 mL (Lipex Biomembranes, Vancouver, BC,
Canada), podendo ser operado em uma faixa larga de temperatura por ligagdo a um banho de
agua termostatizado circulante. A pressdo N (g) permite a passagem rapida da amostra através
da membrana de policarbonato



A suspensao de lipossomas foi mantida sob refrigeracao a 4 °C até a sua utiliza¢do, por um
periodo nunca superior a 12 h. As suspensoes preparadas foram sempre usadas no periodo de
cinco dias apds preparacao, para ndo comprometer a integridade e tamanho médio das vesiculas.
A concentragdo foi determinada para cada preparagdo, pelo método de Bartlett, também
conhecido como método do fosfomolibdato (New, 1990). A distribuicio de tamanhos das
vesiculas unilamelares grandes (LUVs) obtidas ap6s extrusao foi determinada por espalhamento

de luz dinamica (Dynamic Light Scattering— DLS).

2.2.11. Calorimetria de Titulacao Isotérmica

As experiéncias de titulacdo calorimétrica isotérmica foram efetuadas no calorimetro VP-
ITC da Microcal-GE Healthcare (Piscataway, Estados Unidos). Para efetuar a caracteriza¢ao
termodinamica dos sistemas membranas modelo/peptideos, foram feitos dois tipos de ensaios de

ITC:

Em um tipo, a suspensdo de lipossomas de concentrac¢ao elevada é colocada na célula
calorimétrica, sendo titulada com a solu¢do do peptideo. Neste ensaio, a razdo
peptideo/lipossoma ¢ muito baixa, ndo ocorrendo assim saturagdo nem alteragdes significativas
da morfologia da membrana. A quantidade de calor envolvida é constante em todas as inje¢oes
(praticamente todo o peptideo titulado particiona para a membrana) e a entalpia média da
interagao (A;,¢H) pode ser calculada pela area média dos picos observados, dividida pelo nimero

de mol de peptideo por injecao.

No outro tipo de ensaio, a solugdo do peptideo é colocada na célula calorimétrica em
concentrac¢ao baixa e pequenos volumes da solu¢do do lipossoma sao injetados. A concentra¢ao
de lipossoma varia significativamente ao longo da titulagdo, observando-se diminui¢ao
progressiva da area de pico com a diminui¢do da quantidade de peptideo disponivel para a
particdo. A partir deste tipo de experiéncia podem ser construidas curvas de interagao para obter

simultaneamente a constante de parti¢do, K, e a variagao de entalpia da interagao (A H).

A entalpia de dilui¢do deve ser medida em ensaios independentes, em que a solugdo de
peptideo (ou solugdo de lipossoma) ¢é titulada em tampdo, nas mesmas condi¢oes das

experiéncias anteriores com o respectivo titulante. Esta entalpia, se ndo for desprezivel, deve ser



comparada com a obtida nas injec¢des finais da titulagdo ou, até com a obtida por ajuste, para
testar a validade dos efeitos interagdo/diluicao, subjacente a corre¢do com entalpia de dilui¢ao
determinada em ensaios independentes. Apods subtragdo do calor de diluicdo obtém-se as
entalpias de interacao, que sdo analisadas por modelos termodindmicos de interacao adequados

aos sistemas estudados.

2.2.11.1. Titulacgoes efetuadas no calorimetro VP-ITC

No calorimetro VP-ITC mostrado na figura 2.3 (p. 62) foram efetuadas as titulages de
lipossomas de POPC:POPG (3:1, mol:mol), com o peptideo HSP2. Nas experiéncias de titulagiao
isotérmica com este calorimetro, foi seguido o protocolo descrito a seguir, para assegurar uma

boa precisio e exatiddo nos resultados:

As amostras para serem colocadas na célula e na seringa foram desgaseificadas num

aparelho Microcal apropriado (Figura 2.3, p. 62). A primeira injecao foi de 3 UL, um volume
menor do que o das inje¢des subsequentes, porque o sistema automatico de enchimento da
seringa causa imprecisdo no volume da primeira inje¢ao e, além disso, ha difusio durante o
periodo de estabilizacao antes do inicio da titulagdo. Esta inje¢cao ndo é considerada na avaliagdo

dos resultados calorimétricos, embora a quantidade de soluto injetado o seja.

A célula de referéncia continha solvente idéntico ao da célula de amostra. A concentragio da
amostra do titulante a ser usada depende das caracteristicas do processo em estudo. Como regra
de partida, pode considerar-se que ela deve ser de 10 a 30 vezes maior que a concentragdo do

titulado para garantir a cobertura de todo o processo.

Os pardmetros experimentais sao inseridos no programa VPViewer que faz aquisi¢ao dos
dados e o controle da operagao do aparelho. O programa Origin-ITC (Microcal-GE Healthcare,
Piscataway, Estados Unidos) foi usado para o tratamento inicial dos resultados, fornecendo a area
integrada e a variagdo de entalpia observada, por mol de titulante (ou titulado, a escolha do
operador), assim como as concentra¢des de titulante e titulado na célula, ap6s cada inje¢do. Com
estes resultados, foi feito o ajuste de curvas que descrevam o processo em estudo, com vista a

obtencdo dos parametros termodinamicos que o caracterizam.
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Figura 2.3. (A) Computador usado no controle da experiéncia de titulagdo e para a
aquisi¢ao de dados. (B) Calorimetro VP-ITC com seringa giratéria. (C) perspectiva do
aparelho com bomba a vacuo, agita¢do e controle de temperatura para desgaseificagao
das amostras.

As experiéncias de calorimetria de titulagdo isotérmica foram conduzidas com os

lipossomas na seringa em concentragdes de 30-35 mM e os peptideos na célula, com
concentracGes de 340 tM a 2 mM. O numero de inje¢des variou entre 10 e 50 e os volumes de

injecOes variaram entre 5 a 27 UL. O volume efetivo da célula do calorimetro usado é de 1,4244

mL. Os ensaios de titulagao experiéncias foram efetuados a 25 e 35 °C.

A constante de particdo (K,) e a respectiva variagdo de entalpia para o processo de

interacao peptideo/ membrana foram obtidas usando um modelo de partigdo simples (p. 136).



3. Resultados e Discussao

3.1. Sintese em Fase Sdlida dos Peptideos Distinctina,

Hilaseptina P2 (HSP2) e Fenilseptinas L-Phes e D-Phes

3.1.1. Sintese da Distinctina

A distinctina foi sintetizada em duas etapas, a primeira constituiu-se na sintese em fase
solida das duas cadeias (estrutura primaria representada na Tabela 3.1, utilizando-se a estratégia
Fmoc. A uma segunda constituiu-se na rea¢do de formacao da ligacdo dissulfeto entre os residuos

C19, da Cadeia 1, e C45, da Cadeia 2.

Tabela 3.1. Sequéncia dos mondmeros Cadeias 1 e 2 da distinctina

Mondémero Sequéncia Peptidica
Cadeia 1 H-ENREVPPGFTALIKTLRKCKII-NH,
Cadeia 2 H-NLVSGLIEARKYLEQLHRKLKNCKV-NH,

A primeira etapa foi realizada anteriormente, estando descrita em Munhoz (2008). A
reacdo de sintese do heterodimero constituiu-se de uma reacio de oxidacdo ao ar. Para isso,
foram preparados volumes iguais de 2 mL de duas solu¢bes tampao NH4sHCO3 a 10 mM, pH 8,3,
cada uma com um dos peptideos (cadeia 1 ou 2) a concentragdo de 5 mg/mL. As duas solucoes
foram entdo misturadas em um unico recipiente e o meio reagente foi mantido sob agita¢do, em
contato com ar, por cerca de 24 h. Como a rea¢gdo demora um periodo consideravel de tempo,
esta etapa necessitou ser submetida a um controle cinético, o qual foi feito por CLAE. O
acompanhamento foi realizado com inje¢ées em longos intervalos de tempo, mantendo-se
sempre o gradiente representado na Tabela 3.2 (p. 64) Pdde-se observar, simultaneamente, a
diminui¢do na intensidade de absor¢ao nos picos correspondentes as cadeias 1 e 2 (tempo de
retencao de 20,0 e 20,7 min, respectivamente) e a intensificagdo na absor¢ao do pico relativo ao

heterodimero (tempo de retencdo de 22,2 min), conforme mostrado na Figura 3.1 (p. 64).



Tabela 3.2. Gradiente utilizado para o acompanhamento cinético da reacao de dimerizacao da
distinctina. O fluxo para este gradiente foi de 1,0 mL/min

Tempo (min) TFA, 0,1% em agua (%) TFA, 0,08% em acetonitrila (%)
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Figura 3.1. Cromatogramas CLAE do acompanhamento da reagdo de formagao do heterodimero
distinctina coletados em diversos intervalos de tempo durante a rea¢do, mostrando os tempos de
retencao das Cadeias 1 e 2 (20,0 min e 20,7 min, respectivamente) e o tempo de reten¢do do sinal
supostamente relativo ao heterodimero (22,2 min).

Devido ao fato de os tempos de retencao relativos aos monoémeros estarem proximos aos
observados nas suas analises cromatograficas individuais sob as mesmas condi¢ées de gradiente,
considerou-se que os sinais com os tempos de retencao observados correspondem as cadeias
separadas. A fra¢do correspondente ao produto com tempos de retencao 22,2 foi coletada e
analisada por espectrometria de massas MALDI-TOF/TOF (Figura 3.2, p. 65). Entretanto, apesar
de se observar um sinal a [M]* = 5478 g/mol correspondente a massa molecular da distinctina,
percebem-se também diversos outros sinais, de intensidades comparaveis ao da distinctina,

indicando que, apesar de no cromatograma estar presente apenas um sinal no tempo de reten¢ao



22,2, a fragdo correspondente a esse sinal ¢, na verdade, constituida por uma mistura de diversos

compostos.
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Figura 3.2. Espectro de massas da amostra da solu¢do da reagdo de formacao da distinctina
coletada em tempo de reten¢do 22,2 min para espécies de massa maior que 4 kg/mol (a) e
espécies de massas menores que 4 kg/mol (b). Estdo indicadas quatro espécies principais, com
valores de m/=z5906, 5478, 2949 e 2522.



A fragdo coletada a 22,2 min foi entdo submetida novamente a uma analise
cromatografica. Desta vez, utilizou-se um cromatografo do tipo UFLC e, utilizando-se um
gradiente de 10% a 80% de acetonitrila 0,08% TFA e com fluxo de 0,4 mL/min, realizou-se uma
varredura de temperatura, de 40 a 80 °C, com incrementos de 10 °C, conforme mostrado na
Figura 3.3. O sinal tinico observado a temperatura ambiente desdobra-se em trés sinais distintos
com o aumento de temperatura. Isso pode se deve ao fato de peptideos que interagem com
membrana possuirem uma tendéncia consideravel em se agregar. Com o aumento da
temperatura, algumas das intera¢Ges responsaveis pela agrega¢do sdo quebradas, podendo-se,
assim, separar os diferentes estados de agregacao entre as diferentes moléculas do peptideo que

compdem a fragdo analisada.
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Figura 3.3. Cromatogramas de UFLC das amostras da solucdo da reacdo de formagdo da
distinctina coletada a um tempo de retencao de 22,2 min, mostrando o perfil das curvas em
fun¢io da temperatura de analise. As cinco fra¢bes coletadas para andlise de espectrometria de
massas estdo representadas pelos nimeros 1 — 5.

Todas as fragbes foram coletadas separadamente e analisadas por espectrometria de
massas MADI-TOF/TOEF. A Figura 3.4a (p. 67) mostra os espectros de massa de cada fra¢do no
modo linear, onde se pode observar sinais relativos a espécies de massas moleculares maiores e a
Figura 3.4b (p. 67), no modo refletido onde se encontram os sinais relativos a espécies de massas

moleculares menores.
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Figura 3.4. Espectro de massas das fragdes 1 — 5 coletadas na analise pelo UFLC, com varia¢ao de
temperatura, para espécies de massa maior que 4 kg/mol (a) e espécies de massas menores que 4

kg/mol (b).

Pela analise da Figura 3.4 podem ser percebidos varios outros sinais além do sinal [M]* =
5480 g/mol, relativo ao ion molecular da distinctina. As espécies do contaminante mais

abundante na maior parte das amostras corresponde aos sinais [M]" = 3010 g/mol, [M+H]* =



3011 g/mol, [MJ** = 1505 g/mol e [M+HJ?** = 1506 g/mol. A massa molar de [M]* dessa espécie
difere cerca de 56 g/mol da massa do ion molecular da Cadeia 2 ((M]* = 2954 g/mol), podendo
corresponder a essa cadeia com um grupo protetor terc-butila (/Bu) na cadeia lateral de algum
residuo de aminoacido. Possivelmente, a etapa de clivagem nio foi suficiente para desproteger a
cadeia lateral de algum residuo da Cadeia 2. Outro contaminante encontrado possui o sinal
referente ao ion molecular em [M+H]™ = 5909 g/mol, atribuido ao homodimero formado pela
condensacdo entre duas moléculas da Cadeia 2. Além disso, puderam ser identificados sinais
relativos as Cadeias 1 e 2 em suas formas monoméricas [M]+ = 2527 g/mol e [M]* = 2954 g/mol,
respectivamente. As espécies encontradas em cada fra¢do estdo listadas na Tabela 3.3. Embora
seja bem provavel que estas espécies estejam presentes em pequenas quantidades em mais
alguma outra fragao, a tnica fragdo cuja resolu¢ao do espectro de massas permitiu a identificacao

dessas espécies foi a fragdo 5.

Tabela 3.3. Rela¢do das espécies encontradas em cada fracdo cromatografica, na analise a 80°C
de acordo com a numeracao de sinais representada na Figura 3.4 (p. 67)

Fragdo Espécie presente*
1 CH2-tBu
2 CH2-tBu
3 CH2-tBu, Homodim-CH2
4 Dtn, Homodim-CH2
5 Dtn, CH1", CH2’

* CH2-Bu = Cadeia 2 com um grupo protetor terc-butila ligado a uma cadeia lateral de algum
residuo de aminoacido; Homodin-CH2 = Homodimero formado pela condensacdo de duas
moléculas de Cadeia 2; Dtn — distinctina; CH1 = Cadeia 1; CH2 = Cadeia 2.

Nas fragoes 1 a 3, a espécie mais abundante foi a Cadeia 2 com o grupo terc-butila (CH2-
Bu). A distinctina, por sua vez, foi identificada somente nas fra¢Ges 4 e 5. Embora a distinctina
aparente estar mais abundante na fragdo 4, pela analise dos cromatogramas e ionogramas, a inica
fracdo que contém a distinctina em um grau de pureza aceitavel para andlise é a fragdo 5. Essa

fracao foi coletada e liofilizada para ser entdo submetida aos estudos por RMN.



3.1.2. Sintese e Purificacdao da Hilaseptina P2 (HSP2)

A sintese do peptideo HSP2 foi feita manualmente, pela estratégia Fmoc (Chan & White,
2000). O sentido de acoplamento é apresentado na Tabela 3.4. O acoplamento e a desprote¢ao
foram acompanhados pelo teste de Kaiser, um teste qualitativo para a identifica¢do de aminas
primarias. Assim, a presenca de grupos amino livres na sequéncia peptidica é evidenciada pela cor
purpura nos graos em que o teste é realizado. Conforme mostrado também na Tabela 3.4, foi
realizada uma sintese do peptideo isotopicamente marcado com N no residuo L18, e com 2H;
na cadeia lateral do residuo de A16 para a realizacdo dos experimentos de RMN em fase sélida

(item 3.3.4.1, p. 116).

Tabela 3.4. Sequéncia peptidica do peptideo HSP2, com o sentido de acoplamento dos
aminoacidos, com o residuo de aminodcido isotopicamente marcado com “N representado em
negrito e o residuo de aminoacido isotopicamente marcado com ?Hj representado sublinhado

Peptideo Sequéncia peptidica
HSP2 G I GD I L KNLAKAAGI KA AALUHAVGTES L
sentido do

acoplamento

A Tabela 3.5 mostra as quantidades dos demais reagentes utilizados para cada etapa, bem
como os resultados de acoplamento e desprotecao através dos testes de Kaiser. Em determinadas
etapas, foram necessarios reacoplamentos devido a resultados insatisfatorios do teste de Kaiser,
conforme indicado na Tabela 3.6 (p. 70). Ap6s a conclusao da sintese, foi realizada a etapa de
clivagem, utilizando-se a soluc¢do descrita anteriormente (p. 46) sobre a resina. Foram obtidos 286

mg do peptideo bruto ao final da sintese, consistindo em 95% de rendimento.

Tabela 3.5. Quantidade dos reagentes utilizada na sintese do peptideo HSP2

Reagente/Suporte Polimérico Quantidade
Resina Rink 0,63 mmol/mg 98,4 mg
HOBt 38,0 mg

DIC 39 ul.




A Tabela 3.6 apresenta o acompanhamento da sintese manual em todos os seus
acoplamentos. O acompanhamento fez-se necessario para identificar rea¢gbes incompletas que
sdo detectadas pelo teste de Kaiser. Neste teste a presenca de grupo amino livre é caracterizada
pela coloracdo azulada da resina. Dessa forma, ao fim de cada etapa de acoplamento e de

desprotec¢ao do grupo amino, foram realizados testes de Kaiser.

Tabela 3.6. Acompanhamento da sintese de HSP2

Teste de Kaiser

Ordem do Derivado de Tempo de
Acoplamento Aminodcido Excesso reagdo (h)
Acoplamento  Desprote¢do
1 Fmoc-Leu-OH 4 3 — +++
2 Fmoc-Ser(tBu)-OH 4 1,5 — +++
3 Fmoc-Glu(tBu)-OH 4 1,5 - +++
4 Fmoc-Gly-OH 4 1,5 ——- F+
5 Fmoc-Ala-OH 4 1,5 —- +++
6 Fmoc-Ser(tBu)-OH 4 1,5 — +++
7 Fmoc-His(Trt)-OH 4 1,5 - +++
8 Fmoc-Leu-OH 4 1,5 +++ x
Reacoplamento Fmoc-Leu-OH 4 2,5 - +++
9 Fmoc-Ala-OH 4 1,5 ——- 4
10 Fmoc-Ala-OH 4 2,5 - +++
11 Fmoc-Lys(Boc)-OH 4 1,5 +++ x
Reacoplamento Fmoc-Lys(Boc)-OH 4 2 --- +++
12 Fmoc-Gly-OH 4 2 - +++
13 Fmoc-Ala-OH 4 2 -—-- +++
14 Fmoc-Ala-OH 4 2 - +++
15 Fmoc-Lys(Boc)-OH 4 2 - +++
16 Fmoc-Ala-OH 4 2 - +++
17 Fmoc-Leu-OH 4 2 - +++
18 Fmoc-Asn(Trt)-OH 4 2 +++ x
Reacoplamento Fmoc-Asn(Trt)-OH 4 2,5 +++ x

Reacoplamento Fmoc-Asn(Trt)-OH 5 3 - +++



19 Fmoc-Lys(Boc)-OH 4 2 — .

20 Fmoc-Leu-OH 4 2 - +++
21 Fmoc-lle-OH 4 2 ++- x
Reacoplamento Fmoc-lle-OH 4 2,5 e +++
22 Fmoc-Asp(tBu)-OH 4 2 - +4+
23 Fmoc-Gly-OH 4 2 -—-- +++
24 Fmoc-lle-OH 4 2 +++ x
Reacoplamento Fmoc-lle-OH 4 2 -—-- +++
25 Fmoc-Gly-OH 4 2 - +++

+ Resultado positivo, indicativo da presenca de grupo amina livre. - Resultado negativo, indicativo da
auséncia de grupo amina livre. X Desprotec¢do nio realizada devido a necessidade de reacoplamento.

A reagdo de clivagem do peptideo foi realizada em meio acido (TFA) para a clivagem
simultanea da ligagdo peptidil-resina e remog¢ao dos grupos protetores das cadeias laterais. No
entanto, a mistura de clivagem e o tempo de reacdo sdo dependentes da sequéncia de cada
peptideo, uma vez que diferentes grupos protetores de cadeias laterais requerem diferentes
tempos e condi¢des de reacdo para sua completa remogao e que cadeias de aminoacidos mais
susceptiveis a reagcdes com carbocations requerem a adicdo de sequestradores desses
carbocations. Neste caso, as condi¢Ges de clivagem para o peptideo HSP2 estdo apresentadas na

Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Mistura de clivagem e tempo de reagio para o peptideo HSP2

Peptideo Tempo de Reagdo(h) Mistura de Clivagem

95%TFA, 2,5% agua,
HSP2 2
2,5% TIS

Logo apds a clivagem, o peptideo foi liofilizado e pesado, correspondendo a um
rendimento bruto de cerca de 91%. Em seguida, o produto da sintese foi submetido a analise por
CLAE. Foi preparada uma solucao de concentra¢iao 1 mg/mL e foram injetados 20 £L da solugao
no cromatodgrafo. O gradiente de fase mével utilizado encontra-se representado na Tabela 3.8 (p.

72).



Tabela 3.8. Gradiente utilizado (fluxo de 1,0 mL/min) para a analise do produto obtido da sintese
do peptideo HSP2

Tempo (min) Agua 0,1% TFA (%) Acetonitrila 0,08% TFA (%)
0 95 5
10 75 25
30 60 40
35 0 100
40 0 100

A Figura 3.5 mostra o cromatograma do produto sintese do peptideo HSP2. Nessa figura,
pode-se observar um sinal de alta intensidade a um tempo de reten¢do de 17,1 min,
correspondendo a 32% da solucdo de acetonitrila 0,08% TFA. De modo geral, percebe-se uma
sintese sem grandes quantidades de produtos laterais de natureza peptidica, com um produto

principal bem abundante, conforme observado no cromatograma.
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Figura 3.5. Cromatograma do produto de sintese do peptideo HSP2, utilizando-se o gradiente
descrito na Tabela 3.8 (coluna Microsorb C18, solventes H,O:TFA 0,1% e Acetonitrila:TFA
0,08%).

A Figura 3.6 (p. 73) mostra o espectro de massas obtido para o produto bruto da sintese.

Nele, pode-se observar a presenca de um sinal de m/z aproximadamente 2418 g/mol,



correspondente ao peptideo HSP2 o sinal a m/z igual a aproximadamente 2640 g/mol

corresponde ao peptideo ligado ao grupo Fmoc na extremidade MN-terminal.
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Figura 3.6. Espectro de massas do produto de sintese do peptideo HSP2.

3.1.3. Sintese da [L-PheZ?]-Fenilseptina (L-Phes)

A sintese do peptideo L-Phes foi feita de forma analoga a de HSP2, sendo que a sequéncia
peptidica deste, bem como a indicagdo do sentido de acoplamento seguido na sintese,

encontram-se na Tabela 3.9.

Tabela 3.9. Sequéncia peptidica do peptideo L-Phes, com a ordem de acoplamento dos
aminoacidos, com o residuo de aminoacido isotopicamente marcado com "N representado em
negrito e o residuo de aminoacido isotopicamente marcado com ?Hj; representado sublinhado

Peptideo Sequéncia peptidica

L-Phes FFFDTLKNLAGIKVIGALT

Sentido do acoplamento
Y




A sintese de L-Phes ocorreu sem necessidade de reacoplamentos, conforme mostrado na
Tabela 3.10, mantendo-se durante toda a sintese o excesso de 4X dos reagentes e o tempo de

acoplamento de 1,5 h, com exce¢do do primeiro acoplamento, cuja duracao foi de 3 h.

Tabela 3.10. Acompanhamento da sintese de L-Phes

Ordem do Derivado de Tempc: de Teste de Kaiser
Acoplamento Aminoacido Excesso  reacdo .
(h) Acoplamento Desprotecdo
1 Fmoc-Thr(tBu)-OH 4 3 - ++4+
2 Fmoc-Leu-OH 4 1,5 -—-- +++
3 Fmoc-Ala-OH 4 1,5 — +++
4 Fmoc-Gly-OH 4 1,5 —- +++
5 Fmoc-lle-OH 4 1,5 — +++
6 Fmoc-Val-OH 4 1,5 —- +++
7 Fmoc-His(Trt)-OH 4 1,5 - +++
8 Fmoc-Lys(Boc)-OH 4 1,5 --- +++
9 Fmoc-Gly-OH 4 1,5 — +++
10 Fmoc-Leu-OH 4 1,5 -—-- +++
11 Fmoc-Ala-OH 4 1,5 — +++
12 Fmoc-Lys(Boc)-OH 4 1,5 - +++
13 Fmoc-Leu-OH 4 1,5 --- +++
14 Fmoc-Thr(tBu)-OH 4 1,5 - +++
15 Fmoc-Asp(tBu)-OH 4 1,5 - +++
16 Fmoc-Ala-OH 4 1,5 — +++
17 Fmoc-Lys(Boc)-OH 4 1,5 - +++
18 Fmoc-Ala-OH 4 1,5 — +++

+ Resultado positivo, indicativo da presenca de grupo amina livre. — Resultado negativo, indicativo da auséncia de

grupo amina livre.

A clivagem de L-Phes foi feita sob as mesmas condi¢bes realizadas para a clivagem do

peptideo HSP2 (Tabela 3.7, p. 71).

A Figura 3.7 mostra o perfil cromatografico do produto obtido apés a sintese, em que

pode-se observar um tempo de reteng¢do de 15,3 min, correspondente ao peptideo L-Phes.



Figura 3.7. Cromatograma do produto de sintese do peptideo L-Phes, utilizando-se o gradiente
descrito na Tabela 3.8, p. 72 (coluna Microsorb C18, solventes H,O:TFA 0,1% e Acetonitrila:TFA
0,08%).

3.2. Estudos por Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) dos
Peptideos Distinctina, Hilaseptina P2 (HSP2) e Fenilseptinas L-
Phes e D-Phes

3.2.1. Estudos por CD da Distinctina

Na primeira etapa, as conformacdes das Cadeias monoméricas 1 e 2 da distinctina, assim
como as do proprio dimero, foram avaliadas, tanto em solventes que mimetizam membranas
quanto na presenga de vesiculas de fosfolipideos. Enquanto que, em solu¢do aquosa, as cadeias
polipeptidicas apresentam predominantemente conformagdes randdmicas, uma propensio alta a
formacao de hélice é observada com a adi¢do de TFE (Figuras 3.8A e B, p. 77). Esse solvente é
conhecido por favorecer a formagdo de estruturas o-helicoidais caso haja, por parte do
polipeptideo, uma propensao em adotar esse tipo de conformacdo (Sonnichsen et al 1992).
Quando a porcentagem de TFE é aumentada de 10% para 20% (v/v), o contetdo de a-hélice da
Cadeia 1 aumenta até 50%. Aumento de porcentagem de TFE mostra pouco efeito na
estruturacdo da cadeia peptidica. A Cadeia 2, em contraste, chega a apresentar 77% de sua
estrutura como o-hélice na presenca de TFE/agua 60/40 (v/v) (Figuras 3.8B e 3.9, p. 77). A

titulagdo de ambas as cadeias é caracterizada por um ponto isobéstico, que ¢ um indicativo de



que as estruturas randomica e a-hélice podem ser caracterizadas por um equilibrio entre dois

estados (Figuras 3.8A e 3.8B, p. 77).

Deve-se notar que artefatos advindos do espalhamento da luz limitam a concentracao das
vesiculas de lipideo que podem ser adicionadas a solugao peptidica. O baixo grau de formacao de
a-hélice da Cadeia 1, na presenca de POPC (Figura 3.8F, p. 77), indica, provavelmente, que
somente uma pequena por¢dao de peptideo estd associada com os fosfolipideos zwiterionicos.
Observagdes similares, com base em valores de constantes de particionamento em membranas,
foram relatadas para outros peptideos antimicrobianos (Matsuzaki et al, 1991, Wenk et al, 1998,

Wieprecht et al, 1999).

A Figura 3.8C (p. 77) mostra o espectro de CD de 33 M de Cadeia 1, aumentando-se a
concentrac¢ao de vesiculas POPC/POPG (3:1, mol:mol). Na presenca de 10 tM de fosfolipideos,
um minimo em 201 nm é observado e a desconvoluc¢do dos dados indicam um contetido de o-
hélice de apenas 5%. Quando a concentracao lipidica aumenta gradativamente, o espectro de CD
passa a adotar fei¢Ges caracteristicas de conformacdes helicoidais, com um maximo em 197 nm e
minimos em 209 nm e 223 nm. A desconvolu¢ao dos dados sugere um contetudo de a-hélice de
cerca de 17%, na presenca de 50 M de fosfolipideos e de aproximadamente 23% a concentragdes
de lipideo de 250 fM. Interessantemente, um ponto isobéstico somente pode ser definido a
concentrac¢Oes de lipideo maiores ou iguais a 50 tM, indicativo de que transi¢cbes estruturais da
solugdo para o estado associado lipideo-peptideo envolvem mais de dois estados

conformacionais.

A Figura 3.8D (p. 77) mostra os espectros de CD de 33 (M da Cadeia 2 a quantidades
crescentes de vesiculas POPC/POPG (3:1, mol:mol). Enquanto o espectro adquirido a
concentrac¢Oes de lipideo de 10 4M exibe pouca atividade 6tica, as caracteristicas relativas a a-
hélices aumentam com a adi¢do das vesiculas lipidicas, com as propor¢oes calculadas de 15%,
18%, 29% e 31%, na presenca de 20 M, 50 tM, 150 (M e 250 (M de POPC/POPG (3:1,
mol:mol), respectivamente. Esses resultados indicam que a Cadeia 2 exibe uma propensao maior
a estruturacgoes helicoidais quando comparada a Cadeia 1, a razbes peptideo-lipideo similares, o
que provavelmente reflete seu melhor particionamento em membranas (veja também Figura

3.8F, p. 77).

A Figura 3.8E (p. 77) mostra os espectros de CD da distinctina a 39 £M na presenca de

quantidades crescentes de vesiculas POPC/POPG (3:1, mol:mol). Em contraste com as cadeias



individuais, um perfil da curva caracteristica de a-hélice pode ser observada na presenca de 10
MM de fosfolipideos (contetido de hélice de 20%). Quando a concentracao de lipideos é
aumentada ainda mais, contribui¢des de f+hélice de cerca de 41% s3o observadas na com 150 (M

e 250 1M de fosfolipideos. Finalmente, a Figura 3.8F mostra espectros de CD obtidos na presenca
de vesiculas de POPC. Pode-se notar que o formato da curva assemelha-se bastante ao da curva

obtida na presenga de POPC/POPG (3:1, mol:mol) (Figura 3.8E).
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Figura 3.8. Espectros de dicroismo circular de 10 M da Cadeia 1 (A) e Cadeia 2 (B) em agua
(quadrados pretos preenchidos), 10% TFE (tridngulos, em verde), 20% TFE (circulos vazados, em
azul), 30% TFE (circulos preenchidos, em magenta) e 60% TFE (circulos vazados, em marrom).
(C) Espectros que resultaram da titulagao de vesiculas pequenas unilamelares POPC:POPG (3:1,

mol:mol) a solu¢do da Cadeia 1. A concentragdo inicial do peptideo ¢ de 33 LM e diminui a 29
MM devido a adicao do lipideo. (D) Titula¢ao do lipideo em 38 £M a 27 M de Cadeia 2, e (E) em
39 1M a 36 LM da distinctina. As concentrac¢oes de lipideos sao 10 tM (quadrados preenchidos,
em preto), 150 UM (circulos preenchidos, em magenta), 250 4/M POPC:POPG (quadrados
vazados, em marrom). (F) espectros de CD de 7 MM da Cadeia 1 (tridngulos, em verde), 7 M da
Cadeia 2 (circulos vazados, marrom), e 20 4M da distincina (circulos vazados, em azul) na
presenca de 350 £M POPC na forma de vesiculas unilamelares pequenas.



O conteudo de a-hélice como uma fung¢io da concentrac¢do de fosfolipideos é mostrado
na Figura 3.10 (p. 79) para ambas as cadeias individuais e para o heterodimero distinctina. Pode-
se observar que a 150 4/M POPC/POPG (mol/mol), ambas as Cadeias 1 e 2 atingiram seu

conteudo maximo de hélice. Para a distinctina, essa satura¢ao ocorre para concentragdes de cerca

de 250 (M com o conteddo de a-hélice observado a 650 M similar ao de 250 M (dados nao

mostrados).

Enquanto o grau de formacdo de o-hélices das cadeias individuais em misturas
TFE/agua aumenta com a concentracdo de alcool, atingindo valores altos e seguindo um
equilibrio entre dois estados, a situagdo na presenca de fosfolipideos é um tanto mais complexa e
caracterizada por equilibrios entre varios estados. Provavelmente o formato da curva do espectro
de CD ¢ afetado por agregacao de vesiculas de POPC/POPG quando a associa¢ao de peptideos
catidnicos resulta na neutralizacdo das cargas negativas dos lipideos, ou quando os lipideos

agregam-se entre si.

A adicao de 390 M de POPC na forma de vesiculas unilamelares a solu¢ao aquosa das
Cadeias 1 e 2 da distinctina, respectivamente, causa somente um pequeno aumento na
conformagdo helicoidal. O baixo grau de formagao de a-hélice pode indicar que somente uma
pequena quantidade do peptideo estd associada aos fosfolipideos zwiteridnicos, conforme

indicam estudos feitos com peptideos antimicrobianos cationicos semelhantes.
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Figura 3.9. Contetido de a-hélice das Cadeias 1 e 2 obtido por espectroscopia de CD como fungao
da porcentagem de TFE em agua.
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Figura 3.10. Conteuido de a-hélice das Cadeias 1 e 2 e da distinctina obtido por espectroscopia de
CD como fungio da concentra¢ao de lipideos POPC:POPG (3:1, mol:mol).

3.2.2. Estudos por CD da Hilaseptina P2 (HSP2)

Foram realizados experimentos de CD para o peptideo HSP2 para verificar se, na
presenca de fosfolipidios, o peptideo adotaria uma estrutura em a-hélice, como comumente
ocorre para peptideos antimicrobianos (Zasloff, 2002). Os experimentos foram realizados
aumentando-se gradativamente a concentracdo de vesiculas unilamelares pequenas (SUVs),
compostas por POPC e POPG na propor¢ao 3:1 (mol:mol). A Figura 3.11 (p. 80) mostra os
espectros de CD do peptideo em solugdo e na presenca de concentracdo maxima de vesiculas.
Em solugdo e sem a presenca de fosfolipidios, o peptideo encontra-se totalmente desestruturado.
Em meios com grande concentragio de vesiculas, o peptideo passa a adotar uma estrutura quase
altamente helicoidal. Esse comportamento é esperado uma vez que a forma helicoidal da HSP2 é
consideravelmente anfipatica (Figura 1.9, p. 14), caracteristica fundamental para se dar a

interagdo do peptideo com vesiculas ou membranas fosfolipidicas.
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Figura 3.11. Espectros de CD da HSP2, em solu¢do a pH 7,4 contendo tampao Tris-HCI a
100mM (linha azul) e em solucdo, na presenca de vesiculas de POPC/POPG 3:1, mol:mol (linha
vermelha).

3.3. Determinag¢ées Estruturais por Ressondncia Magnética
Nuclear (RMN) em Solug¢do dos Peptideos Distinctina,
Hilaseptina P2 (HSP2) e Fenilseptinas L-Phes e D-Phes

As estruturas de todos os peptideos, Distinctina, Hilaseptina-P2 (HSP2), [L-Phe?]-
Fenilseptina (L-Phes) e [D-Phe?}-Fenilseptina (D-Phes) foram determinadas por meio da
estratégia de assinalamento sequencial a partir da analise dos mapas de contorno de
experimentos bidimensionais de RMN, conforme proposto por Wuthrich (Wuthrich, 1986).
Dessa forma, o mapa de contornos TOCSY foi utilizado para identificar sinais referentes aos
atomos de hidrogénio nio-labeis de cada residuo de aminoacido. Concomitantemente a essa
atribuicdo, foram atribuidos também os sinais de carbono hidrogenado por meio da analise do
mapa de contornos 'H-'*C-HSQC editado. Esse assinalamento foi auxiliado pela atribuicdo de
correlagdes sequenciais do tipo dyy (i, i + 1), dey(i,i + 1) e dgy (i, i + 1) no mapa de contornos
NOESY, que permitiu identificar a posicdo de cada residuo na estrutura primaria de cada

peptideo. Apos essa etapa, foram identificadas as correlagdes a média e, caso existissem, a longa



distancia, bem como as correla¢des intrarresiduais de cada molécula. Em seguida, realizaram-se
os procedimentos de analise das listas de restri¢des, calculo e valida¢ao, conforme descrito na
Introdu¢ao. Para ambos os peptideos, construiram-se as listas com base em pseudoatomos ao
invés de serem consideradas atribui¢des esteroespecificas. Essa estratégia foi adotada de forma a
evitar possiveis interpretagdes incorretas por parte do programa Xplor-NIH devido a diferencas
de nomenclatura em relagdo ao programa NMRView. A aproximag¢io por pseudoatomos, nesse
caso, nao acarreta grande perda de resolucdo, uma vez que, ao contrario de proteinas e sistemas
proteicos, ambos os peptideos ndo apresentam enovelamento suficiente para que essa

simplifica¢do surta efeito consideravel sobre os conjuntos de estruturas calculados.

3.3.1. Determinacao Estrutural da Distinctina por RMN em Solu¢ao

A analise dos dados de RMN em da distinctina solu¢ao foi, em grande parte, dificultada
por sobreposi¢des e, em menor escala, por trocas quimicas. A Figura 3.12 (p. 82) mostra a regido
oN do mapa de contornos TOCSY, onde se pode perceber uma baixa dispersio de sinais.
Algumas dessas sobreposi¢des puderam ser resolvidas por analise do mapa de contornos 'H->C-
HSQC (Figura 3.13, p. 82), embora em alguns residuos, os sinais relativos aos atomos das cadeias
principais de ambas Cadeias 1 e 2 nido puderam ser precisamente identificados, como por
exemplo, os sinais pertencentes aos residuos L16, R17, R32, E33, L38 e K41 (numerag¢ido mostrada
na Tabela 3.11). No mapa de contornos NOESY a sobreposi¢ao mostrou-se mais problematica,
sendo necessaria uma analise mais criteriosa das principais regides estudadas (Figura 3.14, p. 83),

levando-se em conta os sinais atribuidos no mapa de contornos TOCSY.

Tabela 3.11. Sequéncia de aminoacidos da distinctina, com suas respectivas numeragoes
utilizadas durante a analise dos experimentos de RMN em solugao

Cadeia Sequéncias de Aminoacidos
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Apos o final da atribuicdo, foi construida uma lista de restri¢des de distancia, contendo
258 restri¢Oes intrarresiduais, 121 sequenciais, 103 de médio alcance e cinco a longo alcance. Essa
lista foi submetida & analise pelo programa QUEEN, que forneceu os resultados mostrados na
Figura 3.15 (p.90). Esses resultados mostram que, dentre todas as restricGes, duas constituem
valores atipicos: H39 HD#/113 HD1# (R;) e L12 HD1#/L25 HN (R,), ambas com limites
superiores de distancia de 5,00 A. Essas duas restricbes apresentaram ambos valores de unicidade
e informac¢do média altos. Além disso, podem ser observados dois agrupamentos diferentes na
Figura 3.15a (p. 85), destacados como grupos A e B. Em A, encontra-se a maior parte das
restri¢cGes, enquanto que, em B, encontram-se apenas quatro restri¢oes, representadas na Tabela

3.12 (p. 85), juntamente com seus respectivos valores de informag¢ao média.

Duas considera¢des merecem ser feitas a respeito dos dois outliers e do agrupamento B.
Primeiramente, os sinais de NOE que originaram as restri¢des R; e R, somente puderam ser
atribuidos de um lado da diagonal no mapa de contornos NOESY, devido a problemas de linha
de base ou, simplesmente, porque s6 estavam presentes de um lado da diagonal, o que lhes
garantiu um valor alto de unicidade. Além disso, o alto grau de informac¢ao contida nessas
restricGes, nao corroborado por nenhuma outra, garantiu, ainda, a esses dados, um alto valor de
informag¢ao média. Levando em conta o fato de que os sinais nao apareceram nos dois lados da
diagonal e os seus respectivos valores de informagao, ha uma probabilidade consideravel de que
esses sinais sejam, na verdade, artefatos ou sinais devido a presen¢a de multiplas conformagoes
presentes na amostra. Os sinais pertencentes ao agrupamento B, entretanto, puderam ser
atribuidos em ambos os lados da diagonal, garantindo a eles valores praticamente nulos de
informacdo tnica, mas, mesmo assim, o valor relativamente alto de informa¢io média mostra
que, embora essas restri¢coes sejam consistentes entre si, elas tém um forte impacto sobre a
estrutura final. Esses dados a respeito do agrupamento B, no entanto, nao indicam
necessariamente que as restricbes que o constituem sejam provenientes de atribuigoes
equivocadas ou de artefatos do espectro. Essas restri¢bes foram as tinicas restri¢des intercadeias
encontradas e que, por consequéncia, sao as Unicas responsaveis pela orienta¢do de uma cadeia
em relacdo a outra. Em outras palavras, essas restricoes sdo as Unicas que definem uma estrutura
quaternaria, enquanto as demais restri¢oes definem as estruturas secundaria e terciaria de cada
cadeia. Dessa forma, ¢é totalmente plausivel que essas restri¢des contenham um valor alto de
informagao na estrutura final do peptideo, uma vez que estao ausentes restri¢oes orientacionais
que poderiam validar ou nio os dados do agrupamento B. Sendo assim, decidiu-se por, a

principio, manter essas restri¢des nos calculos subsequentes, enquanto que as restricbes R; e



R, foram retiradas. Um exemplo do impacto dessas restri¢des sobre a estrutura final do peptideo
¢ mostrado na Figura 3.15, em que as restri¢bes sdao mostradas na forma de tubos amarelos,
conectando os atomos entre os quais as distancias sdo restringidas. A Figura 3.16a (p. 86) mostra

todas as restricdes, enquanto que as Figuras 3.16b e 3.16¢ (p. 86) mostram as restricdes dos

outliers e do agrupamento B, respectivamente.
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Figura 3.15. (a) Grafico de informagio tinica por informagdo média da primeira lista de restri¢6es
da distinctina, mostrando a aglomerac¢io dos pontos em dois grupos, A e B, e as duas restri¢oes
outliers identificadas: H39 HD# /113 HD1# e L12 HD1#/125 HN. (b) Grafico de unicidade pelo

indice de cada restri¢do da primeira lista de restri¢des da distinctina, mostrando as duas restri¢des
de maior valor de unicidade.

Tabela 3.12. Relagdo das restri¢des pertencentes ao agrupamento B representado na Figura 3.16a
(p. 86) e seus respectivos valores de informa¢ao média (I;,¢4)

Restrigéo Imea

C19 HA/C45 HN 6,61
C45 HN/C19 HA 6,02
C19 HA/C45 HB# 5,46
C45 HB#/C19 HA 5,14
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Figura 3.16. Representagdo das restri¢bes de distancia (tubos amarelos) em uma estrutura da
distincitina calculada com essas restrices. Em (a) estdo representadas todas as restricbes de
distancia determinadas, em (b) estdo representados os outliers e, em (c), as restricdes do

agrupamento B.

Entretanto, ndo se pode afirmar quais dessas restri¢des sdo ou nido corretas com base
apenas nas analises de suas informagdes, uma vez que um contetido alto de informacio sugere a

presenca de restricbes incorretas, mas nao se pode afirmar que uma restricdo é incorreta com



base somente em seu contetido de informag¢ao tnica. Isso torna necessaria uma avalia¢do mais
detalhada das restricbes e de seus efeitos sobre o conjunto final de estruturas, levando-se em
conta também as viola¢des ocorridas durante o calculo das estruturas e parametros de qualidade
estrutural. As viola¢Ges presenciadas foram identificadas pelo proprio programa Xplor-NIH e sua
analise consistiu em mapear as regides com maior niumero de viola¢Ges, que constituem regides
com maior probabilidade de estarem incorretas. Os pardmetros de qualidade estrutural foram
obtidos pelo servidor iCing, utilizando-se os programas PROCHECK (Laskowski, Rullmannn et
al., 1996) e WHATIF (Vriend, 1990). A Figura 3.17 (p. 88) mostra os resultados para o conjunto
inicial de estruturas, do qual faz parte o modelo apresentado na Figura 3.16 (p. 86). Na Figura
3.17a (p. 88) estdo as sequéncias das duas cadeias, com cada residuo de aminoacido representado
pela convencgao de trés letras e colorido com as cores verde, laranja ou vermelha. Esse esquema
de trés cores diz respeito a qualidade da regido que compreende cada residuo de aminoacido,
sendo que a cor verde indica uma regido de boa qualidade, a cor laranja indica qualidade mediana
ou uma regiao pobre em informagdes estruturais e a cor vermelha, qualidade estrutural ruim ou

estruturagﬁo pouco comum.
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Figura 3.17. Resultados da analise de qualidade estrutural e validagdo dos modelos calculados
para a distinctina utilizando-se a primeira lista de restri¢bes. (a) Resumo da andlise para cada
residuo de aminoacido. As cores verde, laranja e vermelho representam, respectivamente,
estrutura de boa qualidade, estrutura de qualidade mediana ou regido com pouca informacao
estrutural e estrutura de qualidade baixa, ou pouco comum. (b) Resultados do programa
WHATIEF, relativos a qualidade de empacotamento, Z-score do grafico de Ramachandran e de
Janin, e normalidade da cadeia principal e dos rotameros. (c) Diagrama de Ramachandran, obtido
pelo programa PROCHECK. Cada ponto corresponde a um determinado residuo de algum dos
vinte modelos. Os pontos que se encontram em regides generosamente favorecidas e em regioes
proibidas sao representados em vermelho.

Pode-se notar, pela analise da Figura 3.17a, que grande parte dos residuos apresenta
estruturagdo possivelmente incorreta, salvo uma minoria de segmentos que apresentaram
conformagbes aceitaveis. A Figura 3.17b mostra em mais detalhes os problemas encontrados nas
estruturas calculadas através de graficos de algumas grandezas relacionadas com caracteristicas
estruturais de peptideos e proteinas. O grafico de qualidade de empacotamento mostra se ha

eventuais sobreposi¢bes de grupos e se a vizinhanga desses grupos é condizente com sua



caracteristica (e.g. polar, apolar, aromatica, carregada positiva ou negativamente, etc.). Valores
de qualidade de empacotamento menores que -5 apontam erros potenciais na estrutura, como
observado em especial na Cadeia 1. O grafico de qualidade do grafico de Ramachandran (Fig.
17.b, p. 88) mostra a coeréncia das distribui¢des de angulos de tor¢ao em relagdo as distribui¢oes
desses angulos de tor¢dao em varias proteinas em um banco de dados. Regides com valores abaixo
de -1,2 sao consideradas como merecedoras de uma andlise mais detalhada, e as com valores
abaixo de -1,3 podem ser encaradas como possivelmente erradas. Pela analise desse grafico, pode-
se perceber que grande parte da Cadeia 1 estd potencialmente errada e que aos residuos da
Cadeia 2 foram atribuidos valores préoximos de -1,2, indicando um desvio menor, porém
consideravel em relacdo as distribui¢cbes de angulos diedros normalmente observadas nesse tipo
de biomoléculas. O grafico de normalidade da cadeia principal também mostra o desvio da
estrutura do peptideo em relacao a um banco de dados de biomoléculas proteicas. Contudo, na
determinagdo dessa grandeza sdo levados em conta segmentos maiores da cadeia polipeptidica,
possibilitando uma avaliagdo mais abrangente do desvio da normalidade estrutural. Ao analisar
essa grandeza, consideram-se valores abaixo de trés como indicativos de desvio grande da
normalidade, segmentos com valores maiores que trés e menores que 10 sdo considerados pouco
comuns e, portanto, merecedores de uma analise mais criteriosa. Valores acima de 10 sdo
considerados como bons. O valor maximo para essa grandeza ¢ 80. A Cadeia 1, em quase sua
totalidade, apresenta valores de normalidade da cadeia principal préoximos a zero, a exce¢ao de
uma pequena regido compreendida entre os residuos 114 e R17, que apresentaram valores
maiores ou iguais a 10. A Cadeia 2 também apresentou resultados pouco satisfatérios, com a
maior parte dos valores menores que 10. A normalidade dos rotameros e o Z-score de Janin sao
analogos a normalidade da cadeia lateral e a qualidade do diagrama de Ramachandran, porém
aplicados aos angulos diedros das cadeias laterais. Para a normalidade dos rotameros,
consideram-se valores problematicos aqueles menores que -0,5 e, para o Z-score de Janin, os
valores menores que -0,9. Analisando-se também esse grafico, percebem-se diversos segmentos

problematicos em relacao as cadeias laterais.

Por fim, a figura 3.17c (p. 88) mostra a distribui¢do dos angulos diedros ¢ e 1 por residuo
e para cada um dos 20 modelos calculados. Pode-se observar que varios pontos se agrupam na
regido caracteristica de formas a-hélice, mas ainda assim encontram-se bastante dispersos,
indicando a presenc¢a de uma hélice bastante distorcida. O mais problematico, no entanto, ¢ que
apenas uma pequena fragdo dos pontos encontra-se nas regides mais favorecidas (cerca de 34%),

enquanto que a maioria (cerca de 47%) encontra-se em regides adicionalmente permitidas. Além



de outra grande parcela estar distribuida em regides generosamente permitidas ou totalmente

proibidas, indicando conformagdes estericamente improvaveis.

Com base nas informagoes obtidas por essas analises, foi construida entao uma nova lista,
excluindo-se inicialmente os valores atipicos e foram realizadas novas analises com o programa
QUEEN. A Figura 3.18a mostra o grafico de informagio tnica por informa¢do média, onde se
pode observar que as restricbes do agrupamento B passaram a ter, nessa nova lista, valores de
informacao média préoximos de 10, o que seria esperado, uma vez que essas sdo as unicas
restricoes que dizem respeito a estrutura quaternaria do peptideo e que o programa QUEEN leva
em conta todas as informac¢des de fundo durante a analise, ou seja, o conteido de informacio de
cada restri¢do nunca é considerado de forma independente em rela¢ao as demais restri¢Ges ou as
constricbes inerentes a propria estrutura (comprimentos e angulos de ligacao, por exemplo).
Além disso, percebe-se com maior clareza a dispersao dos dados, com restricbes para ambos os
valores de unicidade e informa¢ao média relativamente altos (maiores que 1). Essas restri¢oes,
apresentadas nas Figuras 3.18a e 3.18b, e listadas na Tabela 3.13 (p. 91), no entanto, so tipos de
restricdo comumente observados em estruturas ricas em a-hélice, o que € o caso da distinctina,

como pode-se inferir pelo estudo de dicroismo circular.
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Figura 3.18. (a) Grafico de informacdo unica por informa¢do média para a segunda lista de
restricGes da distinctina, mostrando os pontos relativos as restrigdes com os maiores valores de
informagdes Uinica e média, destacando o agrupamento B presente também na Figura 3.16a (p.
91). (b) Grafico de unicidade pelo indice de cada restri¢do, mostrando as duas restri¢cdes com os
maiores valores de informacéio tnica.



Tabela 3.13. Relacdao das restri¢coes destacadas nas Figuras 3.18a e 3.18b, relativa a lista de
restricOes da distinctina, com seus respectivos valores de informac¢ao média (I,¢4), informacao
Unica ou unicidade (I,,;) € limite superior de distancia ()

Restricdo  Descrigao da Restri¢ao Lned Lyni Lsup (A)
R; C45 HN/L42 HA 2,21 1,94 5,00
R, P6 HD#/R3 HB# 1,70 1,70 2,80
Rs K18 HA/I21 HN 2,35 1,68 2,80
Rg H39 HA/L42 HB# 1,80 1,36 2,80
R, K18 HN/K14 HA 2,40 1,04 5,00
Rg L35 HN/A31 HA 2,26 0,97 2,80

A restricao R3 envolve o residuo de aminoacido C45, que participa da ligacao dissulfeto
com o residuo C19 e a restri¢do R, também envolve um residuo proximo a ligacao dissulfeto,
K18. Essas regides proximas aos residuos de cisteina nesse peptideo tém uma tendéncia em
apresentar um grau de distor¢ao e, também de mobilidade. Isso leva a uma menor estruturagao
dessa area e, por consequéncia, um menor nimero de correlagdes NOE. Isso, logicamente, leva a
um menor nimero de restricoes nessas regioes e, dessa forma, qualquer restri¢do encontrada nas
proximidades da ligacdo dissulfeto terd um grau maior de informagdo. A restrigdo
R, em especial, por si s6 ja carregaria uma informacao estrutural maior, uma vez que ela é do
tipo aN (i,i + 4), caracteristica apenas de estruturas do tipo a-hélice. Dessa forma, para definir
melhor a estrutura do peptideo seria necessario obter experimentalmente outras restrigdes
geométricas, como restricdes angulares, de ligacao de hidrogénio e orientacionais. A restri¢ao R4
também diz respeito a uma regido potencialmente menos estruturada, devido a presenga de dois
residuos de prolina. Sendo assim, a restri¢do pode tanto ser a tnica relevante encontrada nessa
regido ou o sinal que originou essa restricdo pode ter sido originado de trocas conformacionais,
que sdo frequentes em regides sem estrutura secundaria definida. Essas restri¢bes, portanto,

merecem uma analise mais detalhada, conforme o proposto adiante.

As restricbes Rs, Rg e Rg, por sua vez, sao restricbes comumente encontradas em
espectros NOESY de peptideos e proteinas essencialmente a-helicoidais, porém o valor de limite
superior de distancia (ls,,) dessas restricdes ¢ demasiado baixo para estruturas helicoidais

regulares. Observando-se, ainda, as restricbes simétricas a essas (cujas correlagdes NOE foram



atribuidas do outro lado da diagonal do mapa de contornos), percebem-se discrepancias entre os
valores de lg,, entre elas. A restri¢do simétrica a Rs tem um valor de lg,, igual a 2,80 A,
enquanto que as simétricas a Rg e Rg tém valores de [, iguais a 5,00 A (dados ndo mostrados).
Essa diferenca entre os limites superiores pode dever-se ao fato de haver distor¢oes de linha de
base ou sobreposi¢oes ao sinal em apenas um dos lados da diagonal, prejudicando a integragdo

dos NOEs.

Esses resultados foram, durante todo o processo de triagem das restricdes, analisados
juntamente com as viola¢Ges encontradas e com os dados de saida do 7Cing. A lista final obtida
pelas analises foi utilizada para os céalculos, sendo que, no caso das restricbes com limite superior
diferente dos seus simétricos, foi considerada em cada lista ou a restri¢do ou a sua simétrica, para
verificar qual seria a mais coerente em relagdo ao conjunto total de restricGes. Essa estratégia
permitiu que se chegasse a um conjunto de restricbes mutuamente coerentes e que fossem
capazes de definir com resolugdo relativamente alta um conjunto de estruturas do peptideo. A
cada calculo, foi também verificada a resolu¢ao de cada conjunto de estruturas por meio do

RMSD e da variancia circular.

Na lista utilizada para o célculo final foram consideradas 258 correlagbes intrarresiduais,
83 correlagbes sequenciais, 66 correlacdes a distancia média e 2 correlagGes a distancia longa. As
correla¢des convencionais (Z.e. correlacbes comumente encontradas em estruturas secundarias
definidas) do tipo sequencial e a distancia média para as Cadeias 1 e 2 estdo resumidas nas Figuras
3.19a e 3.19b (p. 93), respectivamente. Todas as correla¢bes a distancia longa foram correlagbes
intercadeia, sendo elas as seguintes: C45 HB#/C19 HA e C45 HN/C19 HA, sendo que ambas
resultaram em sinais fracos de NOE, gerando, portanto, restri¢des com limite superior de
distincia de 5,00 A. Foram encontradas as seguintes correla¢des nio convencionais envolvendo
os residuos P6 e F9: P6 HD# / F9 HA e F9 HN / P6 HD#. Ambas as correlagdes deram origem a

restricdes com limites superiores de distancia de 5,00 A.
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Figura 3.19. Tabela de NOEs com as restri¢des caracteristicas de estrutura secundaria a-hélice de
a)Cadeia 1 e b)Cadeia 2 da distinctina.

A Figura 3.20 e a Tabela 3.14 (p. 94) mostram a analise de informagdo nas restri¢oes da
lista utilizada para o calculo final do conjunto de estruturas da distinctina. Pode-se perceber que
as restri¢des que contém os maiores valores de informacao tnica sdo as restri¢des do tipo aN (7
i+4) que, como foi dito anteriormente, sao restri¢Ges caracteristicas de a-hélice. Como nao foi
utilizado no calculo nenhum outro tipo de restricao que defina essa estrutura secundaria, é

esperado que essas restri¢oes contenham um maior grau de informagao.
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Figura 3.20. Grafico de unicidade pelo indice de cada restri¢do na lista utilizada para o célculo
final da distinctina, mostrando as restricdes com os maiores valores de informagao tnica.



Tabela 3.14. Relacdo das restricdes destacadas na Figura 3.20 com seus respectivos valores de
informacdo unica, ou unicidade, (I,,;), e limite superior de distancia (I5y;)

Restricao Descri¢do da Restricdo Luni Lsup (A)
R9 A9 HA/I13 HN 1,42 5,00
R10 A44 HN/R40 HA 1,31 5,00
R11 K18 HA/I122 HN 0,90 5,00
R12 CA5 HA/L42 HA 0,73 5,00

O conjunto das vinte estruturas mais estaveis desse calculo esta representado na Figura
3.21. Apesar de a lista de restri¢Oes ser consistente, considerando-se os teores de informacao, as
restricoes de distancia nido foram suficientes para definir uma orientacdo relativa para as
estruturas contendo as duas cadeias como um todo. No entanto, a sobreposi¢ao individual das
cadeias mostra que elas, quando consideradas separadamente, apresentam-se bem definidas, com
valores RMSD de 0,67 A e 1,01 A para as Cadeias 1 e 2, respectivamente. Para a distinctina como
um todo, foram observados valores de RMSD de 3,48 A, valor bastante alto, devido a pouca

orientac¢do entre as cadeias.

Cadeia 1

Cadeia 2

Figura 3.21. Conjunto das 20 estruturas mais estaveis da distinctina, com melhor sobreposi¢do,
calculadas utilizando a lista final, com o protocolo de arrefecimento simulado.

Apos o fim do calculo, o conjunto das vinte estruturas mais estaveis foi submetido a
validag¢ao pelo servidor iCing, conforme mostrado na Figura 3.22 (p. 96). A Figura 3.22a (p. 96)
mostra que estdo ainda presentes varios residuos de aminoacido com estruturagdo possivelmente
incorreta (indicados em vermelho) e com qualidade média (indicados em laranja). No entanto,

nesse conjunto de estruturas, ja se pode perceber maior quantidade de residuos com estruturagao



boa (em verde), em comparagdo com o primeiro conjunto de estruturas calculadas. Pode-se
notar, também, que os residuos em vermelho concentram-se em regides especificas. Na Cadeia 1,
esses residuos com piores estruturagdes estao presentes proximo a dobra na cadeia principal, na
regido das prolinas, inferida pelos NOEs encontrados nesse segmento, e também nas
proximidades da extremidade Cterminal. Na Cadeia 2, os residuos presentes em regides de
conformacgdes consideradas erradas ou improvaveis estdo proximos as terminagdes, exceto os
residuos G7 e L28. Os residuos com a cor laranja podem ser resultado das limita¢oes em serem
obtidas mais restri¢oes (de distancia ou nao) devido ao grande niimero de sobreposi¢oes entre os
sinais nos mapas de contorno. Em rela¢do aos resultados do WHATIF, representados na Figura
3.22b (p. 96), pode-se também perceber uma melhora significativa, especialmente na
normalidade da cadeia principal, embora se possa observar uma ligeira melhora também nos
parametros de qualidade do diagrama de Ramachandran e na qualidade de empacotamento.
Entretanto, nio se pode dizer que houve melhoras no Z-score de Janin. De fato, muitas vezes os
métodos de arrefecimento simulado nio mostram muita eficiéncia na estabilizagio de
conformagbes de cadeias laterais (Spronk er al, 2004). O diagrama de Ramachandran na Figura
3.22¢ (p. 96) possibilita uma visao melhor do aumento de qualidade em relagdo ao primeiro
conjunto calculado. Nele, os pontos encontram-se mais agregados na regido de tipica a-hélice,
sendo que 73,6% dos pontos encontram-se nas regides mais favorecidas do diagrama, e apenas

5,1% estao situados em regides generosamente permitidas ou proibidas.
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Figura 3.22. Resultados da analise de qualidade estrutural e validagdo dos modelos calculados
para a distinctina utilizando-se a ultima lista de restricGes. (a) Resumo da analise para cada
residuo de aminoacido. As cores verde, laranja e vermelho representam, respectivamente,
estrutura de boa qualidade, estrutura de qualidade mediana ou regido com pouca informacao
estrutural e estrutura de qualidade baixa, ou pouco comum. (b) Resultados do programa
WHATIEF, relativos a qualidade de empacotamento, Z-score do grafico de Ramachandran e de
Janin, e normalidade da cadeia principal e dos rotameros. (c) Diagrama de Ramachandran, obtido
pelo programa PROCHECK. Cada ponto corresponde a um determinado residuo de algum dos
vinte modelos. Os pontos que se encontram em regides generosamente favorecidas e em regioes
proibidas sao representados em vermelho.

Finda a analise de valida¢do, procedeu-se ao refinamento das 200 estruturas calculadas.
Novamente, escolheram-se as vinte estruturas mais estaveis para compor o modelo da distinctina
que se encontra representado na Figura 3.23. A primeira vista, ja se pode perceber maior variacio
conformacional, resultando em uma diminui¢do na precisdao do conjunto de estruturas. Essa
diminui¢do pode ser observada tanto para a distinctina em sua totalidade (que passou a ter um

RMSD de 3,73 A), como para as cadeias separadas (com valores de RMSD de 0,77 Ae1,80A, para



as Cadeias 1 e 2, respectivamente). A diminui¢do da precisdo dos conjuntos de estruturas
considerando-se as cadeias individuais pode dever-se ao fato de as formas em a-hélice presentes
nos modelos serem anfipaticas, o que dificulta sua estabilizagdo em meios puramente aquosos, ao
contrario do que ocorreria em meios ricos em TFE ou em fosfolipideos. Sendo assim, um
refinamento em 4agua poderia causar uma desestabilizacdo de estruturas desse tipo,
especialmente em regides pouco definidas por restri¢cbes derivadas de dados de RMN, que estao
mais suscetiveis a caracteristicas do campo de for¢a aplicado durante o calculo. Em contrapartida,
apesar de ser muitas vezes tido como nao desejavel pela literatura de RMN, o aumento dos
valores de RMSD pode ser também interpretado como uma caracteristica positiva, uma vez que
a amostragem conformacional da molécula no espago também aumenta. Isso é particularmente
importante, uma vez que muitas estruturas com valores de RMSD baixos superestimam a
precisio do experimento, subestimando a caracteristica dindmica da molécula no sistema

estudado.
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Figura 3.23. Visao estereoespacial do conjunto das 20 estruturas mais estaveis da distinctina, com
melhor sobreposi¢ao, calculadas utilizando a lista final, com o protocolo de arrefecimento
simulado.

Porém, o resultado mais significativo, foi a qualidade estrutural da molécula do peptideo,
como mostra a Figura 3.24 (p. 99). Percebeu-se uma melhora consideravel na qualidade total da
molécula, caracterizado por mais residuos de aminoacido representados em verde na Figura
3.24a (p. 99). A qualidade de empacotamento e a do diagrama de Ramachandran apresentaram
melhoras consideraveis, bem como a normalidade da cadeia principal e as distribui¢bes dos
angulos diedros de cadeias laterais (Figura 3.24b, p. 99). A melhora da qualidade da estruturagio

da cadeia principal, no entanto, ¢ melhor percebida pelo diagrama de Ramachandran da Figura



3.24c (p. 99). Observa-se uma distribui¢do angular bem mais coerente com a forma helicoidal
inferida pelos experimentos de CD, com os pontos bem mais aglomerados na regido
caracteristica de a-hélice. Além disso, percebe-se uma populagdo maior em regiGes mais
favorecidas (80,1%) em comparag¢io com os resultados de validagao obtidos anteriormente. Além
de o refinamento ter aumentado a populagdo de pontos nas regides mais favorecidas do diagrama
de Ramachandran, percebeu-se o comportamento inverso para as regides generosamente
favorecidas e proibidas, que, neste caso, possuem juntas apenas 3,7% do total de pontos.
Desconsiderando-se as extremidades e as proximidades dos residuos de prolina, tem-se 93,7% de
pontos em regides mais favoraveis e apenas 1,2% dos pontos em regioes desfavoraveis, valores

caracteristicos de modelos de alta qualidade estrutural.



Mowrnalo ocde:

a)

b)

Cmiglickicle
g B

Ramachancean ~
= L
A wh

Bowrmalic] ol e
Cadleia Prncipal
o BHEEAREE

(o TR T T I T

Analise Baseada
Cadeia 1

1-9
10-19
20-29

Cadeia 2

GLU1 ASN2

ILE21 ILE22

23-29
30-39
40-49

ARG3

ASN23

- f"("l-.-t-ﬂ

e KM%&M‘WW

| - ‘ﬂ-\l- B s TR

W BE W =
Sequlinca

1 45

Figura 3.24. Resultados da analise de qualidade estrutural e validagdo dos modelos calculados
para a distinctina utilizando-se a tltima lista de restricbes e posteriormente refinados em agua. (a)
Resumo da andlise para cada residuo de aminoacido. As cores verde, laranja e vermelho
representam, respectivamente, estrutura de boa qualidade, estrutura de qualidade mediana ou
regido com pouca informacido estrutural e estrutura de qualidade baixa, ou pouco comum. (b)
Resultados do programa WHATIEF, relativos a qualidade de empacotamento, Z-score do grafico
de Ramachandran e de Janin, e normalidade da cadeia principal e dos rotdmeros. (c) Diagrama de
Ramachandran, obtido pelo programa PROCHECK. Cada ponto corresponde a um determinado
residuo de algum dos vinte modelos. Os pontos que se encontram em regides generosamente
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Esse resultado permite apontar as regides tidas como problematicas pelas técnicas de
valida¢do. As extremidades das cadeias peptidicas em geral apresentam maior grau de liberdade
em rela¢do aos segmentos mais estruturados dos peptideos. Como nessas regides normalmente
sdo encontrados poucos dados que levem a restri¢des geométricas, o protocolo de arrefecimento

simulado muitas vezes encontra minimos de energia que nao sao necessariamente realistas, uma




vez que, devido as baixas restri¢des experimentais, as conformagdes desses segmentos dependem
muito mais do campo de for¢a aplicado durante o calculo, em compara¢ao as demais regioes.
Tanto a regido proxima ao residuo de prolina, onde se localiza uma dobra acentuada na cadeia
principal, quanto as vizinhas & ligagdo dissulfeto apresentam, também, um grau de liberdade
relativamente alto. No entanto, esses segmentos sdo, além disso, pouco comuns, o que lhes
confere uma problematica maior na etapa de validagdo estrutural. O fato de se tratarem de
estruturas pouco convencionais permite que estes segmentos sejam muitas vezes classificados
como incorretos em vez de simplesmente incomuns. Isso ocorre porque a maior parte dos
métodos de validacio leva bastante em conta bancos de dados com diversas estruturas em
resolucdo alta de proteinas. As conformagdes presentes nessas estruturas proteicas dos bancos de
dados sdo consideradas corretas, enquanto que conformacoes locais diferentes das observadas
nessas estruturas sao consideradas incorretas. Sendo assim, nio se pode afirmar que as estruturas
dessas regides estejam corretas com base somente na afirmagdo de que se tratam de
conformagbes pouco usuais, mas também nio se devem descartar as evidéncias desse tipo de

estrutura¢io observadas nos experimentos de RMN.

Embora o modelo final calculado nao possa ainda representar de modo fiel a molécula do
peptideo estudado, pode-se certamente afirmar que uma boa parcela da estrutura do peptideo ja
foi elucidada. Entretanto, futuros experimentos sao necessarios, principalmente para determinar
a orientagdo relativa entre as duas cadeias. Para tal, deve-se pesquisar um meio que diminua a
variagdo conformacional do peptideo. Isso pode ser conseguindo tanto variando-se parametros
como temperatura, pH e natureza do tampao, por exemplo, como introduzindo-se bicelas para
forcar uma certa orientagdo no peptideo, possibilitando, assim, a aquisi¢io de dados de
acoplamento dipolar residual, que podem ser convertidos em restricbes orientacionais. Além
disso, seria interessante realizar experimentos que fornecam outros tipos de restricdo, como
experimentos heteronucleares de melhor resolu¢do, para que se possam obter com maior
precisdo os valores de deslocamento quimico para serem convertidos em restri¢oes angulares, ou
experimentos de COSY-DQF ou Phase Sensitive COSY, que também podem fornecer valores de
restricbes angulares e experimentos que possibilitem o calculo de restri¢coes de ligagdo de

hidrogénio.



3.3.2. Determinacao Estrutural da Hilasptina P2 (HSP2)

A atribui¢do dos sinais nos mapas de contorno relativos ao peptideo HSP2 deu-se
seguindo a estratégia de atribui¢do sequencial proposta por Wuthrich (Wiithrich, 1986). Dessa
forma, primeiramente, foram identificados os padrbées de spin caracteristicos no mapa de
contornos TOCSY. A Figura 3.25 mostra a regido em que se observam correlagdes dos
hidrogénios a/fa e de cadeias laterais com os hidrogénios amidicos de cada aminoacido. Como a
transferéncia de magnetizacao que da origem ao mapa de contornos TOCSY ocorre somente
entre atomos de carbono hidrogenados, as correla¢des observadas nesse experimento sao apenas
intrarresidual, ou seja, cada sistema de spin observado na regido que a Figura 3.25 compreende
refere-se apenas a um residuo de aminoacido, pois entre cada residuo ha uma carbonila,
pertencente a ligagdo peptidica. Sendo assim, ¢ possivel identificar claramente sistemas de spin e

atribui-los a certos aminoacidos.
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Figura 3.25. Sistemas de spins caracteristicos na regido do mapa de contornos TOCSY do
peptideo HSP2, em que se encontram as correlagdes intraresiduais de hidrogénios a/fa e de
cadeias laterais com hidrogénios amidicos das ligagGes peptidicas (600 MHz; 4 mM de HSP2 em
solucdo 40% de TFE-& em H;O).



Conforme mostrado na Figura 3.25 (p. 101), alguns sistemas de spin caracteristicos
podem ser prontamente identificados no mapa de contornos TOCSY. Os trés sistemas de spin do
tipo AX correspondem aos trés residuos de glicina (G3, G14 e G22), sendo que € esperado que
correlagGes referentes ao residuo N-terminal (G1) ndo aparecam no mapa de contornos TOCSY,
devido a alta mobilidade normalmente apresentada por residuos nas extremidades de cadeias
polipeptidicas. Dois sistemas de spinn do tipo A;X também podem ser facilmente identificados e
corresponderiam a dois residuos de alanina. Entretanto, devido a grande quantidade desse tipo
de residuo na sequéncia polipeptidica (seis residuos de alanina no total), ndo é possivel

determinar a qual deles correspondem os sistemas de spin identificados.

Um sistema do tipo A3B;MX é verificado nas correlagdes envolvendo o hidrogénio
amidico relativo ao deslocamento quimico 8,16 ppm, e é bastante caracteristico de residuos de
valina. No caso, esse sistema corresponderia ao residuo V21. Correlagdes envolvendo o
hidrogénio amidico com deslocamento quimico em 7,50 ppm poderia apresentar também um
sistema de spin do tipo A3;BsMX. porém, devido ao fato de uma das correlagbes corresponder a
um sinal de intensidade menor que os demais (correlagdo do hidrogénio amidico com o
hidrogénio de deslocamento quimico 1,18 ppm), € possivel que se trate de um sistema de spinn do
tipo AsMPT(B3)X, caracteristico de residuos de isoleucina, podendo corresponder, a priori, tanto
ao residuo 12 quanto ao I5. O fato de o sistema de spin referente ao hidrogénio com
deslocamento quimico 8,16 ppm estar muito bem definido, corrobora a hipotese de que o outro

sistema de spin seja referente a um residuo de isoleucina.

Trés sistemas de spin do tipo AMX podem ser facilmente identificados, conforme
mostrado na Figura 3.25 (p. 101), correspondendo aos residuos D4, N8, H19, ou S24. Por fim, um
sistema de spin do tipo A3;B;MX relativo a correlagdes envolvendo o hidrogénio amidico de
deslocamento quimico 7,96 ppm ¢ verificado nessa regido do mapa de contornos. Sistemas de
spin desse tipo sdo caracteristicos de residuos de glutamina, 4cido glutdmico e metionina. Como
existe apenas um residuo de acido glutdmico na sequéncia de HSP2, esse sistema de spin

corresponde ao residuo E23.

Além da analise dos padroes TOCSY descrita acima, a identificacdo dos sistemas de spin
foi feita considerando-se também os deslocamentos quimicos tendo como base as analises
estatisticas apresentadas no banco de dados BMRB (Biological Magnetic Resonance Data Bank,

http:/ /www.bmrb.wisc.edu).




A identifica¢ao dos residuos pode ser feita por meio das correlagdes observadas no mapa
de contornos NOESY, em especial as correlagbes do tipo sequencial, do tipo dyy(i, i+ 1),
den(i,i+1) e dgy(i,i +1). Além disso, como se sabe que o peptideo adota uma estrutura
secundaria do tipo a-hélice, é possivel utilizar correlagbes NOE caracteristicas desse tipo de
conformacao, tais como dyy(i,i+ 2), den(i,i +2), den(i,i +3), dan(i,i +4) e dap(i,i + 3),
como forma de identifica¢do de determinados residuos. As regides do mapa de contornos
NOESY em que se encontram estas correlagdes estdo mostradas na Figura 3.26 (p. 104, regido
que compreende correlagdes do tipo dyy), Figura 3.27 (p. 105, correlagdes do tipo d,y € dgy) €
Figura 3.28 (p. 106, correla¢des do tipo dyp). Dessa maneira, o residuo E23 identificado no mapa
de contornos TOCSY apresenta uma correlagdo NOE sequencial do tipo dyy(i,i + 1) (Fig. 3.26,
p. 104) com o residuo de sistema de spin AX (caracteristico de residuos de glicina) com
deslocamento quimico do hidrogénio amidico de 8,25 ppm, sendo, portanto, possivel identificar

o residuo G22.

O residuo G22, por sua vez, apresenta uma correlacio do tipo dgy (i, i + 1) (Fig. 3.27, p.
105) com o residuo de sistema de spin A3;B;MX, identificado como V21, confirmando, assim, a
atribuigdo previamente proposta. E possivel ainda, identificar uma correlacio do tipo dgy com o
residuo de sistema de spin do tipo AMX com deslocamento quimico de hidrogénio amidico de
8,12 ppm, caracterizando-se, assim, uma correlagio NOE d,y(i,i +3), e propiciando a

identificac¢do do residuo H19.
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Figura 3.26. Regido do mapa de contornos NOESY de HSP2 (600 MHz; 4 mM de HSP2 em

solucdo 40% de TFE-d, em H,O) mostrando conectividades inter-residuais dos tipo dyy.

Correlagbes do tipo dgy(i,i +1) envolvendo os hidrogénios beta de H19 tornaram
possivel a identificagdo do deslocamento quimico do hidrogénio amidico do residuo A20. O
deslocamento quimico do hidrogénio alfa desse residuo pode ser identificado por meio da
correlagio dup(i,i + 3) envolvendo os sinais relativos ao residuo E23 (Fig. 3.28, p. 106). O
residuo L18 pode ser identificado pelas correlagbes do tipo dgy(i,i + 1) (Fig. 3.27, p. 105) e
dyn(i, i + 1) (Fig. 3.26) com os hidrogénios da H19 e dyp(i,i + 3) com os d&tomos de hidrogénio
da V21 (Fig. 3.28, p. 106).



Embora seja possivel atribuir o hidrogénio a/fa da A16, pela correlagao dgz3(i,i + 3) com
a H19 (Fig. 3.28, p. 106), as regides em que se encontram as correla¢coes relativas aos residuos de
aminoacidos K15, A16 e A17 apresentam muitas sobreposi¢coes de sinais, prejudicando, portanto,
a atribuicao desses residuos de aminoacido. No entanto, é possivel identificar uma correlagao do
tipo dqy entre a L18 e o residuo de aminoacido com sistema de spin AX cujo hidrogénio amidico
apresenta deslocamento quimico de 8,12 ppm (Fig. 3.27, p. 110). Esta correlagdo apresenta
intensidade relativamente baixa, o que é bastante comum em NOEs do tipo d,y(i,i + 2),
don(i,i +4) em estruturas a-helicoidais. Analisando-se a sequéncia de aminoacidos de HSP2,
pode-se atribuir esse sistema de spin AX ao residuo G14 e confirmar a correlagdo em questao

como sendo do tipo dgy (i, i + 4).
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Figura 3.27. Regido do mapa de contornos NOESY de HSP2 (600 MHz; 4 mM de HSP2 em
solu¢do 40% de TFE-c&; em H,O) mostrando conectividades inter-residuais dos tipo dgy € dgy.



O hidrogénio amidico do residuo G14, por sua vez, apresenta correlagio do tipo
dyn (i, i + 1) com o hidrogénio amidico (de deslocamento quimico 8,48 ppm) pertencente a um
sistema de spin do tipo AsX, caracteristico de residuos de alanina, sendo possivel, portanto
afirmar que este sistema de spin corresponde ao residuo A13. Ainda levando-se em conta as
correlacdes com a G14, é possivel identificar uma correla¢ao do tipo dyn (i, i + 1) com a K15 que,
por sua vez, apresenta uma correlagdo do tipo dgy(i,i+ 1) com a Al6, possibilitando a
atribui¢ao do hidrogénio amidico deste ultimo. A A17 pode ser identificada a partir da correlagao
entre seus hidrogénios beta e os hidrogénios alfa da G14, caracterizando um NOE do tipo
dgp(i, i + 3). Os hidrogénios amidico e a/fa da A17 podem ser facilmente atribuidos pelo mapa

de contornos TOCSY, através da identificagdo do sistema de spin AsX.

O hidrogénio amidico do residuo A13, por sua vez, apresenta correlacbes do tipo
dyy(i,i + 1) com o hidrogénio amidico da A12 e dyy(i,i + 2) com a K11 (Fig. 3.26, p. 104). A
atribuigdo da K11 é confirmada pela presenca de uma correlagdo do tipo dgy(i,i + 1) com A12
(Fig. 3.27, p. 105). Este tipo de correlacdo também ¢ identificada entre os residuos K11 e A10,
permitindo a atribui¢do deste tltimo, que é confirmada por outras correlagées envolvendo o
residuo A10, como dyy(i,i + 1) com K11 (fig. 3.26, p. 104) e don (i, i + 3) com o residuo A13 (fig.

3.27, p. 105).
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Figura 3.28. Regido do mapa de contornos NOESY de HSP2 (600 MHz; 4 mM de HSP2 em
solu¢do 40% de TFE-& em H,O) mostrando conectividades inter-residuais dos tipo dg.



O residuo L9 foi identificado com base nas correla¢oes do tipo dyy (i,i + 1), dgn(i,i + 1)
e dgy(i,i + 1) com o residuo A10 (Figs. 3.26, p. 104, e 3.27, p. 105, respectivamente) e o residuo
N8, através dos NOEs com os residuos L9 (dyy(i,i + 1), den(@,i+1) e dBN(i,i + 1)), A10
(dyn (i +2), day(i i +2)), ALl (dy (i, i +3) e dap(i,i+3)) e A12 (dgy (i +4)), além do
proprio sistema de spin do tipo AMX, condizente com o residuo de asparagina. Devido ao fato de
ndo haver sobreposi¢do de sinais com as correla¢oes envolvendo N8, foi possivel atribuir diversas
correlagbes com outros residuos, possibilitando a identificagdo destes. Essas correlagdes sdo:
dyn(,i+1) com a K7 (Fig. 3.26, p. 104), dgon(i,i+1) e dgn(i,i+3) com K7 e I5,
respectivamente (Fig. 3.27, p. 105), dag (i, i + 3) com I5 (Fig. 3.28, p. 106) e dgy (i, i + 1) com K7
(Fig. 3.27, p. 105). O residuo 16 pode ser atribuido com base nos NOEs dyy(i,i + 1) com K7 e I5
(Fig. 3.26, p. 104), dgn(i,i + 1) e dgy(i, i + 3) com I5 e L9, respectivamente, e dgy(i,i + 1) com

I5.

Correlacoes envolvendo o residuo I5 também permitiram a identificagdo de diversos
outros sinais e, por consequéncia, de outros residuos de aminoacidos. As correlagbes envolvendo
I5 foram: dyy(i,i +1) e dyy(i,i +2), com D4 e G3, respectivamente (Fig. 3.26, p. 104),
den (i, i+ 1) e dgn (i, i + 3) com D4 e I5, respectivamente (Fig. 3.27, p. 105), dqg(i,i + 3) com 12
(Fig. 3.28, p. 111) e dgy (i, i + 1) com D4 (Fig. 3.27, p. 104). As atribui¢bes relativas a D4 puderam
ser confirmadas pelo sistema de spin AMX apresentado (Fig. 3.25, p. 106, deslocamento quimico
do hidrogénio amidico de 7,68 ppm) e com correlagdes do tipo dyy (i, i + 1) com G3 (Fig. 3.26, p.

104) e dgn(i,i + 1) e dgy(i, i + 2) com G3 e 12, respectivamente (Fig. 3.27, p. 104).

As atribuicbes relativas a G3 e 12 foram confirmadas pelos NOEs entre esses dois
residuos, sendo-os, especificamente, doy(i,i + 1) e dgy(i,i + 1) (Fig. 3.27, p. 105). No mapa de
contornos NOESY apenas, observou-se uma correlagdo de um residuo de sistema de spin AX
com o hidrogénio amidico de I2. Atribuiram-se estes sinais ao residuo G1, dada a correla¢ao

dan (i, i + 1) (Fig. 3.27, p. 105) e o sistema de spin caracteristico de residuos de glicina.

O residuo L.25 pode ser identificado pelas correlagdes dgp (i, + 3) com G22 (Fig. 3.28, p.
106) e dun(4 7+1) com dois atomos de hidrogénio de deslocamentos quimicos 6,85 ppm e 7,16
ppm, que foram identificados como sendo aqueles pertencentes a carboxamida terminal. Além
disso, 1.25 ainda apresenta correla¢des do tipo dgy (i,i + 1) e dgy (i, i + 1) (Fig. 3.27, p. 105) com
um residuo de aminoacido cujo sistema de spin é do tipo AMX. Além disso, os valores de
deslocamento quimico de seus hidrogénios beta sao relativamente altos, se comparados com os

valores usualmente encontrados em outros residuos de aminoacido (os valores obtidos foram



3,97 ppm e 3,98 ppm). Esses altos valores de deslocamento quimico de hidrogénios pertencentes
a um grupo metileno sdo caracteristicos de residuos de serina. Dessa maneira, o residuo S24 pode

ser, por fim, atribuido.

Todos os residuos puderam, assim, ser atribuidos com base nessa andlise, como se
observa na Figura 3.29, que representa a regido relativa as correlagbes intrarresiduais de
hidrogénios amidicos com os demais hidrogénios de cada residuo de aminoacido do mapa de
contornos TOCSY. O resumo das correlagdes NOE sequenciais e caracteristicas de estruturas a-

hélice, que foram utilizadas para a determina¢do da estrutura tridimensional de HSP2, é

apresentado na Figura 3.30, p. 109.
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Figura 3.29. Regido do mapa de contornos TOCSY de HSP2 (600 MHz; 4 mM de HSP2 em
solu¢do 40% de TFE-& em H;O) mostrando conectividades intrarresiduais envolvendo os
atomos de hidrogénio amidicos.
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Figura 3.30. Resumo das correlages NOE sequenciais e caracteristicas de estruturas a-helicoidais
encontrados no mapa de contornos NOESY para HSP2 (600 MHz; 4 mM de HSP2 em solugao
40% de TFE-db em H,O). As correlagdes sequenciais encontram-se representadas pelos
retangulos cheios e as correlagbes de médio alcance sio representadas por linhas. As espessuras
desses elementos sdo proporcionais a intensidade dos sinais NOEs a que correspondem.

Analisando o conjunto de correlacbes NOE mostrado na Figura 3.30, pode-se perceber
que hd uma grande quantidade de NOEs caracteristicos de estruturas a-hélice, em especial
correlagbes do tipo dgy(i,i+3), den(i,i+4) e dgp(i,i +3), indicando a presenga dessa

estrutura secundaria em praticamente toda a extensdo da cadeia polipeptidica de HSP2.

3.3.3. Determinacao Estrutural da [L-PheZ?]-Fenilseptina (L-Phes) e da
[D-Phe?]-Fenilseptina (D-Phes) por RMN em Solu¢ao

As atribuicoes dos sinais relativos aos peptideos L-Phes e D-Phes foram feitas
conjuntamente, em DPC (4 mM do peptideo em 40 mM de DPC-dis) e baseadas nas atribui¢oes
realizadas por Magalhaes a partir de espectros da L-Phes e D-Phes em TFE, descritas em sua tese
de doutorado (de Magalhaes, 2011). A compara¢do com o0s espectros previamente obtidos foi
essencial devido ao fato de os mapas de contorno TOCSY adquiridos para os peptideos em DPC
ndo apresentarem boa relagio sinal/ruido dos sinais. Entretanto, algumas informagées a respeito
do sistema de spin dos deslocamentos quimicos de alguns residuos de aminoacido puderam ser

obtidas.

Dessa maneira, a atribui¢do foi realizada com base principalmente nos mapas de
contorno NOESY e HSQC editado. Os sinais relativos a cada residuo de aminoacido e as

interagbes dipolares entre os nucleos 'H foram identificados por meio da metodologia de



assinalamento sequencial, de forma andloga a explanada na se¢do 3.3.2 (p. 100), para o peptideo

HSP2. As atribui¢es das correla¢des intrarresiduais encontram-se apresentadas na Figura 3.31.
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Figura 3.31. Regides do mapa de contornos TOCSY relativas as correlagbes intrarresiduais
envolvendo os dtomos de hidrogénios amidicos de cada residuo de aminoacido para (a) L-Phes e
(b) D-Phes (800 MHz; 2 mM do peptideo em 40 mM de DPC-ds).



A analise simultanea dos dois espectros mostrou-se de grande auxilio para os
assinalamentos, uma vez que os deslocamentos quimicos observados para os hidrogénios de
residuos mais distantes da extremidade /V-terminal variaram pouco (Fig. 3.31, p. 110). Devido ao
fato de os deslocamentos quimicos de atomos dos hidrogénio a/fa e de *C de residuos mais
distantes do residuo F2 terem sido mais conservados em compara¢do com os deslocamentos
quimicos de atomos de hidrogénios amidicos, grande parte da atribui¢do de sinais foi baseada
principalmente na analise comparativa dos mapas de contorno 'H,C-HSQC (Fig. 3.32). Os
residuos F2 puderam ser facilmente assinalados devido a maior variacdo dos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios a/fa e amidicos (8y, = 4,44 ppm e &y, = 9,43 ppm para a L-Phes, e &y,
= 4,24 ppm e 8y, = 7,80 ppm, para a D-Phes). Demais deslocamentos quimicos de nticleos de 'H

e 13C de L-Phes e D-Phes sio mostrados no Anexo A.

Figura 3.32. Mapas de contorno 'H,*C-HSQC editados dos peptideos (a) L-Phes e (b) D-Phes
(800 MHz; 2 mM do peptideo em 40 mM de DPC-djs)

As Figuras 3.33 (p. 112), 3.34 (p. 113) e 3.35 (p. 114) mostram, respectivamente, as regioes
caracteristicas de correlagbes do tipo dyy, dgy € dgy, € dgp dos mapas de contorno NOESY de

ambos os peptideos.
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do peptideo em 40 mM de DPC-dss) mostrando conectividades inter-residuais do tipo dgp.

A Figura 3.36 (p. 115) apresenta o resumo das correlagbes NOE sequenciais e
caracteristicas de estruturas a-helicoidais encontradas nos mapas de contorno NOESY, para os

peptideos L-Phes e D-Phes.
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Figura 3.36. Resumo das correlages NOE sequenciais e caracteristicas de estruturas a-helicoidais
encontradas no mapa de contornos NOESY (800 MHz; 2 mM peptideo em 40 mM DPC-dss) para
(a) L-Phes e (b) D-Phes. As correla¢bes sequenciais encontram-se representadas pelos retangulos
cheios e as correlagdes de médio alcance sdo representadas por linhas. As espessuras desses
elementos sdo proporcionais a intensidade dos sinais NOEs a que correspondem.

Pela analise dos conjuntos de correlacdes relativas a L-Phes e D-Phes, uma grande

quantidade de NOEs caracteristicos de a-hélices, evidenciando a presenca dessa estrutura

secundaria em grande parte de ambas as cadeias peptidicas, embora a maior quantidade de NOEs



presentes na regiado proxima a extremidade MN-terminal da D-Phes indica uma maior estruturagio

deste peptideo em relacao a L-Phes.

3.3.4. Calculo e Validacao Estrutural a partir dos Dados de RMN em
Soluc¢ao

Os calculos foram realizados utilizando restricbes semiquantitativas, de acordo com a
intensidade dos NOEs observados entre pares de nucleos de 'H, cujas distancias interatomicas
sdo definidas por estas restri¢oes durante o calculo dos modelos das estruturas peptidicas. Para os
peptideos L-Phes e D-Phes, foram utilizadas também restricoes de angulos diedros derivadas de
valores de deslocamento quimico de atomos da cadeia principal, calculadas pelo programa
TALOS+ (Shai er al, 2009). As listas de restri¢do obtidas foram submetidas ao programa QUEEN
para validagdo em relagdo a seus respectivos contetidos de informagdo estrutural e, por fim,

submetidas ao calculo.

O célculo foi realizado utilizando-se o protocolo de arrefecimento simulado (simulated
annealing), baseado em dinamica de angulos de tor¢ao (Rice et al, 1994; Stein et al., 1996). Para o
refinamento da HSP2, apenas, ndo foram utilizados valores de deslocamentos quimicos de *C
para a defini¢do dos potenciais de for¢a média, baseados nos bancos de dados do Xplor-NIH,

devido ao fato de haver apenas resultados de RMN relativos a nticleos de 'H para este peptideo.

3.3.4.1. Calculo e Validagao Estrutural da Hilaseptina P2 (HSP2)

A lista utilizada para o calculo dos modelos para HSP2 constituiu-se de 182 restri¢oes de
distancia, sendo 89 restricées do tipo intrarresidual, 54 do tipo sequencial e 39 restricbes de
alcance médio. A andlise por conteudo de informagdo realizada pelo programa QUEEN ¢
mostrada na Figura 3.37 (p. 117). Pode-se perceber que as restricbes de maior contetido de
informacao (15.HA/19.HN, 13.HA/17.HN, 9.HA, 13.HN) referem-se a restricbes que tém maior
peso na definicdo de uma estrutura o-helicoidal, durante o célculo do modelo, ou seja, sdo as
restricoes derivadas de correlagbes NOE que sdo bastante caracteristicas desse tipo de estrutura
secundaria. Como ndo foram utilizadas restricbes de angulos diedros ou de ligacbes de
hidrogénio, é esperado que este tipo de restri¢ao tenha um contetido de informacao maior que as

demais. Como este peptideo estrutura-se em meio mimético de membrana na forma a-



helicoidal, é coerente ndo considerar esse tipo de restricdo como incorreta, apesar do alto valor

de unicidade dada pelo programa QUEEN.
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Figura 3.37. Diagrama de unicidade por indice das restricdes utilizadas no calculo de
determinagdo estrutural dos modelos para o peptideo HSP2.

As vinte estruturas de menores energias estio mostradas na Figura 3.38 e pode-se
perceber claramente que a forma a-helicoidal é adotada em praticamente toda a extensdo da
cadeia polipeptidica. Além do mais, é bastante evidente o carater anfipatico desta hélice, que esta

de acordo com o que é comumente observado em peptideos antimicrobianos helicoidais.

Figura 3.38. Conjunto das vinte estruturas de menor energia uv pcpuucu 11orz, visualizado a)
lateralmente, e b) frontalmente, com as cadeias laterais hidrofilicas representadas em azul, e as
hidrofébicas em verde.



O conjunto das estruturas apresentou um RMSD de 0,41 A para a sobreposi¢io de
estruturas na regido compreendida entre os residuos V5 e L25 e a validacao mostrou qualidade
estrutural elevada, conforme o mostrado na Figura 3.39, de acordo com a classificacao ROG (Red
Orange Green) adotada pelo 7Cing. Todos os residuos de aminoacido foram classificados com a
cor verde (significando alta qualidade estrutural), com exce¢do do residuo V25, que foi
representado pela cor vermelha, indicando qualidade estrutural baixa (Figura 3.39). A razao disso
foi devido a distribui¢do dos valores dos angulos diedros da cadeia lateral, de acordo com as
combinagbes angulares definidas no diagrama de Janin. O motivo dessa distribui¢do angular
insatisfatoria possivelmente deve-se ao fato de nao haver restri¢des de distancia suficientes para
definir uma determinada estruturacio da cadeia lateral de V25 durante o calculo estrutural. Nos
casos em que nao ha restricGes geométricas, a qualidade do modelo depende somente do campo
de forca utilizado para o calculo. Apesar de esse campo de forca contemplar bem algumas
caracteristicas eletronicas, eletrostaticas e estéricas, quando utilizadas restri¢oes geométricas, ele
¢ muito realista quando ndo estdo presentes tais restricGes, mesmo com o refinamento, que se
baseia em minimiza¢Ges energéticas mais eficientes e campos de for¢a mais completos. Dessa
forma, a qualidade baixa devido a conformagdo adotada pela cadeia lateral de um residuo
terminal, que normalmente tem maior variabilidade estrutural, ndo compromete o modelo
calculado, uma vez que as restricGes obtidas a partir de dados experimentais sao mutuamente

coerentes e convergem para uma estrutura do tipo a-hélice.

Analise Baseada nos Residuos de Aminoacido
HSP2
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10-19
20-29 LEU25

Figura 3.39. Classificagdo por residuos do peptideo HSP2, de acordo com suas respectivas
qualidades estruturais, de pelo critério ROG adotado pela interface /Cing, em que verde indica
boa qualidade estrutural e vermelho indica qualidade insatisfatéria.

A Figura 3.40 (p. 119) mostra a distribui¢ao de angulos ¢ e ¥ dos residuos de aminoacido
no diagrama de Ramachandran, mostrando 99% dos residuos com combina¢des dos valores
desses angulos pertencentes a regides mais favorecidas, sendo os demais 1% distribuidos em
regides permitidas, evidenciando, mais uma vez a qualidade estrutural elevada das estruturas

obtidas.
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Figura 3.40. Diagrama de Ramachandran das vinte estruturas de menores energias para o
peptideo HSP2. A regido mais favorecida é representada em vermelho, a adicionalmente
permitida, em amarelo, a generosamente permitida, em amarelo claro, e a regidao proibida, em
branco. 99% dos residuos apresentaram combina¢es angulares pertencentes a regido mais
favorecida, 0,5%, a regides adicionalmente permitidas e 0,5%, a regides generosamente

permitidas.

3.3.4.2. Calculo e Validag¢ao Estrutural da [L-PheZ2]-Fenilseptina (L-Phes)

Para a determinacdo estrutural de L-Phes, foram utilizadas 237 restri¢cGes de distancia
(dentre as quais 119 s3o do tipo intrarresidual, 61 do tipo sequencial e 57 sdo restri¢des de alcance
médio) e 32 restri¢oes angulares, derivadas de valores de deslocamento quimico de 'H e de *C
de atomos da cadeia principal do peptideo. Mais uma vez, restri¢oes derivadas de correlacoes
NOE bastante caracteristicas de estruturas a-hélice apresentaram altos indices de unicidade
(7.HN/3.HA, 5.HN/2.HA, 12.HN/8.HA, 17.HB#/14.HA e 8. HN/4.HA, Figura 3.41, p. 120), que
poderiam ser ainda melhor embasadas utilizando-se restri¢des advindas de dados experimentais

relativos a ligacoes de hidrogénio ou acoplamentos dipolares residuais, por exemplo.
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Figura 3.41. Diagrama de unicidade por indice das restricdes utilizadas no calculo de
determinacio estrutural dos modelos para o peptideo L-Phes.

O conjunto das vinte estruturas de menor energia ¢ mostrado na Figura 3.42, sendo
evidente o conteudo elevado de estrutura secundaria do tipo a-hélice. Percebe-se, ainda, uma
grande convergéncia geométrica entre as estruturas, refletida, também, no RMSD obtido, de 0,36

A para um alinhamento da cadeia principal, entre os residuos D4 e T18.

Figura 3.42. Conjunto das 20 estruturas de menor energia do peptideo L-Phes, visualizado a)
lateralmente, e b) frontalmente, com as cadeias laterais hidrofilicas representadas em azul, e as
hidrofébicas em verde.

A classificacao de cada residuo pelo critério ROG do iCing é mostrada na Figura 3.43 (p.
121). Os residuos D4, L9 e T18 foram classificados como laranja, indicativo de uma possivel

qualidade estrutural baixa. Novamente, a possivel deficiéncia estrutural é apontada na



distribuicdo angular das cadeias laterais desses residuos, sendo a possivel causa o baixo nimero

de restri¢coes envolvendo dtomos dessas cadeias laterais.

Analise Baseada em Residuos de Aminoacido

L-Phes

1-9
10-19  ALA1D

Figura 3.43. Classificagdo por residuos do peptideo L-Phes, de acordo com suas respectivas
qualidades estruturais, pelo critério ROG adotado pela interface /Cing, em que verde indica boa
qualidade estrutural e laranja indica qualidade estrutural mediana.

A Figura 3.44 mostra o diagrama de Ramachandran da L-Phes, em que 100% dos residuos

possuem combinag¢oes dos angulos ¢ e 1 dentro da area definida como mais favoravel (regido

em vermelho).

180

v (graus)

-45 4

-90

1
| |
b

i

-180

-135

¢ (graus)

45 90

180

Figura 3.44. Diagrama de Ramachandran das vinte estruturas de menor energia para a L-Phes. A
regido mais favorecida ¢é apresentada em vermelho, a adicionalmente permitida, em amarelo, a
generosamente permitida, em amarelo claro, e a regido proibida, em branco. 100% dos residuos
apresentaram combinagdes angulares pertencentes a regido mais favorecida.



3.3.4.3. Calculo e Validac¢ao Estrutural da [D-PheZ]-Fenilseptina (D-Phes)

A determinacdo estrutural da D-Phes foi realizada utilizando-se um conjunto de 215
restricoes de distancia (122 do tipo intrarresidual, 51 do tipo sequencial e 42 de alcance médio) e
26 restricoes angulares. Similarmente aos peptideos L-Phes e HSP2, os calculos de unicidade do
QUEEN mostraram apenas restri¢des caracteristicas de a-hélice como responsaveis pelo maior
numero de informagoes estruturais (Figura 3.45).
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Figura 3.45. Diagrama de unicidade por indice das restricdes utilizadas no calculo de
determinacio estrutural dos modelos para o peptideo D-Phes.

As 20 estruturas de menor energia, que compdem o modelo para a D-Phes sao mostradas
na Figura 3.46. E também evidente o alto grau de sobreposi¢io da cadeia principal desse

conjunto de estruturas (também alinhadas na regido compreendida entre os residuos D4 e T18),

que ¢ refletido no RMSD calculado, cujo valor é de 0,43 A.

Figura 3.46. Conjunto das 20 estruturas de menor energia do peptideo D-Phes, visualizado a)
lateralmente, e b) frontalmente, com as cadeias laterais hidrofilicas representadas em azul, e as
hidrofébicas em verde.



Em relacao ao modelo estrutural da L-Phes (Figura 3.42, p. 120), pode-se averiguar que o
conjunto de estruturas para a D-Phes apresenta um carater anfipatico ainda mais acentuado que
seu homologo, comparando-se as visdes frontais de ambos os peptideos (Figura 3.42b, p. 120, e
Figura 3.46b, p. 122, para L-Phes e D-Phes, respectivamente), com os residuos de aminoacido F1
e F2 mais concentrados na face hidrofébica da hélice. Além disso, percebe-se uma menor
variabilidade conformacional das cadeias laterais desses residuos de aminoacido na D-Phes em

relacdo a L-Phes, acentuando-se, dessa maneira, o carater anfipatico da primeira.

A Figura 3.47 mostra a classificagdo por residuo da D-Phes pela interface /Cing; indicando
boa qualidade estrutural, indicando apenas qualidade mediana para os residuos 114, A16 e L17. O
desvio apontado em relacdo as relagbes angulares comumente observadas em cadeias
polipeptidicas localiza-se na cadeia principal e provavelmente ¢ devido a distor¢do da hélice na
regido proxima a extremidade Cterminal, conforme observado na Figura 3.46a (p. 122). Apesar
de a estrutura secundaria em questdo apresentar um leve desvio em relagio a sua forma ideal, as
combinagbes angulares observadas nao violam as condi¢bes estéricas em que se fundamenta o
diagrama de Ramachandran. Dessa forma, essa distor¢ao foi considerada como uma
caracteristica estrutural, pois esta é fundamentada em resultados experimentais de RMN em

solucio.

Analise Baseada em Residuos de Aminoacido

1-9
10-19 ( 1

Figura 3.47. Classificagdo por residuos do peptideo D-Phes, de acordo com suas respectivas
qualidades estruturais, pelo critério ROG adotado pela interface /Cing;, em que verde indica boa
qualidade estrutural e laranja indica qualidade estrutural mediana.

O diagrama de Ramachandran para a D-Phes é apresentado na Figura 3.48 (p. 124),
mostrando grande parte das combinagbes angulares relativas a cadeia principal na regido mais
favorecida, embora em duas das 20 estruturas o residuo F2 apresenta combinag¢bes de ¢ e P que
se encontram na regido proibida do diagrama. Isso ndo necessariamente indica erro estrutural,
uma vez que o residuo F2 trata-se do estereoisomero D da fenilalanina e o diagrama de
Ramachandran foi construido tendo como base nos estereoisomeros L de aminoacidos. Sendo

assim, € esperado que outliers como estes sejam observados no caso de D-aminoacidos.
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Figura 3.48. Diagrama de Ramachandran das 20 estruturas de menor energia para a D-Phes. A
regido mais favorecida é representada em vermelho, a adicionalmente permitida, em amarelo, a
generosamente permitida, em amarelo claro, e a regido proibida, em branco. 98,9% dos residuos
apresentaram combina¢des angulares pertencentes a regido mais favorecida, 0,4% a regides
adicionalmente permitidas e 0,7% a regido proibida.

3.3.5. Estudos Topologicos da Interacio Peptideo-Bicamada

Fosfolipidica por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em Fase
Solida

3.3.5.1. Estudo da Hilaseptina P2 (HSP2) por RMN em Fase Sdlida
Para o estudo de RMN em fase sélida de HSP2, foram utilizados peptideos
isotopicamente marcados com N no residuo de leucina na posi¢ao 18 (L18) e com 2Hj na metila

do residuo de alanina na posi¢do 16 (A16).

O espectro de RMN de ?'P desacoplado de 'H (Figura 3.49, p. 125) mostra um sinal em
um maior valor de deslocamento quimico de intensidade muito maior que os demais sinais,

indicando uma boa orientagdo da bicamada lipidica.
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Figura 3.49. Espectro de RMN de *'P desacoplado de 'H de amostra contendo o peptideo HSP2
reconstituido em bicamadas mecanicamente orientadas de POPC (1,5% em mol de HSP2 em
POPC) a 93% de umidade relativa (161,9 MHz).

A Figura 3.50 mostra o espectro de RMN de ’N desacoplado de 'H para a HSP2. O
espectro apresenta apenas um sinal de alta intensidade, indicando a que a maior parte das
moléculas de peptideo encontra-se alinhada paralelamente a superficie da bicamada, em uma
orienta¢do principal. O deslocamento quimico observado foi de 74 ppm. A presenga de apenas
um sinal majoritario é indicio de que o peptideo segue preferencialmente uma orientagao

quando interage com a bicamada fosfolipidica.
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Figura 3.50. Espectro de RMN de N desacoplado de 'H de amostra contendo o peptideos HSP2
em bicamadas mecanicamente orientadas de POPC (1,5% em mol de HSP2 em POPC) a 93% de
umidade relativa (40,6MHz)..



O espectro de RMN de ?H de HSP2 ¢é apresentado na Figura 3.51. O valor de
desdobramento quadrupolar de deutério observado é de 27 kHz, mostrando, também, evidéncia

de que o peptideo possui uma orienta¢io preferencial ao interagir com a bicamada.

Figura 3.51. Espectro de RMN de ?H de amostra contendo o peptideo HSP2 em bicamadas
mecanicamente orientadas de POPC (1,5% em mol de HSP2 em POPC) a 93% de umidade
relativa (61,4 MHz).

A partir dos valores de deslocamento quimico de N e desdobramento quadrupolar de
deutério, prosseguiu-se com a determinacao das possiveis orientagdes do peptideo na bicamada.

As relacoes angulares que definem essa orienta¢do encontram-se representadas na Figura 3.52.
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Figura 3.52. Alinhamentos possiveis do peptideo HSP2 em bicamada de POPC (1,5% em mol de
HSP2 em POPC), apresentados em fun¢io do angulo de inclinagdo e do angulo polar de rotacao
interna. Os pontos em azul representam orientagdes que concordam com o desdobramento
quadrupolar de ?H e os pontos em vermelho representam as orienta¢cdes em concordancia com o
deslocamento quimico experimental de ’'N. Os pontos de interse¢do, indicados por algarismos
romanos, mostram orientagdes que concordam simultaneamente com os dois parimetros e,
portanto, representam as possiveis orientagdes do peptideo nas bicamadas lipidicas.
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Figura 3.53. Representacdo dos possiveis alinhamentos indicados na Figura 3.52 (p. 126), para
HSP2, com estruturas vistas (a) de lado e (b) de frente. Os residuos apolares estio representados
em verde e os residuos polares, em azul. A bicamada lipidica encontra-se representada pela area
em azul claro.

Na Figura 3.53, pela interacdo da face hidrofébica com o interior alifatico da bicamada,
pode-se considerar que a orientacdo VI, com o eixo da hélice paralelo a superficie da estrutura
tosfolipidica, ¢ a mais provavel. Entretanto, percebe-se que, nessa topologia ha ainda uma
inser¢do dos residuos polares E23 e S24 no meio hidrofébico. Isso pode ser consequéncia do fato
de a estrutura utilizada para a determinagio das orienta¢des derivar de resultados de RMN com o
peptideo dissolvido em TFE, meio que normalmente induz estruturas a-helicoidais. A utilizagao
de uma estrutura adquirida com o peptideo em contato com fosfolipideos poderia fornecer
resultados mais precisos acerca da orientacdo preferencial. Outro ponto que merece ser
levantado ¢é que essa determinagao topoldgica nio leva em conta questdes dindmicas do peptideo
e, como esses residuos de aminoacido encontram-se em uma regido préxima a C-terminagio, €
possivel que questdes dinamicas tenham influéncia significativa sobre esses residuos e que essa
regido nao se encontra necessariamente em contato com o interior hidrofébico durante todo o

tempo que ocorre a intera¢do peptideo-membrana.



3.3.5.2. Estudo da [L-PheZ2]-Fenilseptina (L-Phes) e [D-PheZ2]-Fenilseptina (D-
Phes) por RMN em Fase Solida

Primeiramente, foram realizados experimentos de RMN de 3'P desacoplados de 'H. Os
espectros tanto de L-Phes quanto de D-Phes mostram sinais com maior valor de deslocamento
quimico de intensidade muito maior que os demais sinais (Fig. 3.54), indicando uma boa
orientacdo da bicamada lipidica. O espectro de L-Phes (Fig. 3.54a) mostra um terceiro sinal
imediatamente ao lado do sinal principal, que indica degradagdo da bicamada lipidica, embora,
devido a sua intensidade, pode-se concluir que a degradacdo é minima e ndo influencia

significativamente os resultados dos demais experimentos realizados.
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Figura 3.54. Espectros de RMN de *'P desacoplados de 'H, de amostras contendo os peptideos (a)
L-Phes e (b) D-Phes, em bicamadas mecanicamente orientadas de POPC (3% em mol dos
peptideos em POPC) a 93% de umidade relativa (161,9 MHz).

A Figura 3.55 mostra os espectros de RMN de N desacoplados de 'H para a L-Phes (Fig.
3.55a, p. 129) e D-Phes (Fig. 3.55b, p. 129). Os deslocamentos quimicos observados para ambas as
amostras foram bastante proximos entre si (76 ppm para L-Phes e 74 ppm para D-Phes), o que

indica orienta¢des das respectivas hélices similares entre si.
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Figura 3.55. Espectros de RMN de *N desacoplados de 'H de amostras contendo os peptideos (a)
L-Phes e (b) D-Phes em bicamadas mecanicamente orientadas de POPC (3% em mol dos
peptideos em POPC) a 93% de umidade relativa (40,6 MHz).

Os espectros de 2H de ambas as fenilseptinas encontram-se na Figura 3.56. Os valores de
desdobramento quadrupolar de deutério observados sao bastante diferentes (36 kHz para a L-
Phes, Fig. 3.56a, e 27 kHz para a D-Phes, Fig. 3.56b, indicando uma diferenca significativa entre
os angulos azimutais de rotagdo, o que indica que as maneiras com que cada peptideo ancora-se a

membrana se diferenciam significativamente entre si.
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Figura 3.56. Espectros de RMN de 2H de amostras contendo os peptideos (a) L-Phes e (b) D-Phes
em bicamadas mecanicamente orientadas de POPC (3% em mol dos peptideos em POPC) a 93%
de umidade relativa (61,4 MHz).

Com os valores de deslocamento quimico de "N e desdobramento quadrupolar de
deutério, foi possivel realizar o calculo de orienta¢des possiveis do peptideo na membrana. As

relacées angulares que definem essa orientagdo para a L-Phes encontram-se representadas na

tppm]




Figura 3.57 e, para a D-Phes, na Figura 3.59 (p. 131). As aplicagGes dessas orienta¢Ges sobre as
estruturas dos peptideos encontram-se representada nas Figuras 3.58 (p. 131) e 3.60 (p. 132) para a
L-Phes e D-Phes, respectivamente. As estruturas utilizadas para a determinagdo das topologias
orientacionais mais provaveis foram os modelos de menor energia cujas geometrias foram
determinadas com base nos resultados de RMN em solu¢ao, na presenca de DPC. As estruturas
foram primeiramente alinhadas em relagdo ao eixo z, levando em conta o eixo principal da a-
hélice compreendida entre os residuos D4 e L17. O alinhamento foi realizado utilizando-se o
programa GROMACS 4.4 (Van Der Spoel et al,, 2005), pelo vetor paralelo ao sentido da ligacao

N — H da amida pertencente a ligacao peptidica entre os residuos N8 e L9.
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Figura 3.57. Alinhamentos possiveis do peptideo L-Phes em bicamada de POPC, apresentados
em funcdo do angulo de inclinagdo e do angulo polar de rota¢do interna. As curvas em azul
representam orienta¢des que concordam com o desdobramento quadrupolar de 2H e as curvas
em vermelho representam as orientagbes em concordancia com o deslocamento quimico
experimental de RMN de "N. Os pontos de interse¢do, indicados por algarismos romanos,
mostram orientagdes que concordam simultaneamente com os dois parametros e, portanto,
representam as possiveis orienta¢des do peptideo nas bicamadas lipidicas.
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Figura 3.58. Representagdo dos possiveis alinhamentos indicados na Figura 3.57, para L-Phes,
com estruturas vistas a) de lado e b) de frente. Os residuos apolares estdo representados em verde
e os residuos polares, em azul. A bicamada lipidica é representada pela area em azul claro.
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Figura 3.59. Alinhamentos possiveis do peptideo D-Phes em bicamada de POPC, apresentados
em fun¢do do angulo de inclinagdo e do angulo polar de rotagdo interna. Os pontos em azul
representam orientagdes que concordam com o desdobramento quadrupolar de ?H e as curvas
em vermelho representam as orientacbes em concordancia com o deslocamento quimico
experimental de RMN de "N. Os pontos de interse¢do, indicados por algarismos romanos,
mostram orienta¢des que concordam simultaneamente com os dois pardmetros e, portanto,
representam as possiveis orienta¢des do peptideo nas bicamadas lipidicas.



Figura 3.60. Representacdo dos possiveis alinhamentos indicados na Figura 3.59, para D-Phes,
com estruturas vistas (a) lateral e (b) frontal. Os residuos apolares estao representados em verde e
os residuos polares, em azul. A bicamada lipidica encontra-se representada pela area em azul
claro.

Analisando-se a Figura 3.58 (p. 131) pela anfipaticidade das estruturas, pode-se concluir
que, para o peptideo L-Phes, as orienta¢des mais favorecidas sdo as IV e V, devido ao fato de
grande parte dos residuos apolares estarem em contato direto com a bicamada fosfolipidica,
sugerindo interacGes menos energéticas do peptideo com o meio mimético de membrana.
Entretanto, devido ao fato de a orientagdo IV promover uma melhor inser¢ao dos residuos de
fenilalanina (hidrofébicos) e menor inser¢ao da extremidade C-terminal, em que se encontra o
residuo hidrofilico treonina (T18) no interior hidrofébico da bicamada fosfolipidica, pode-se
considerar esta como sendo a orientagdo mais provavel. Com base nos mesmos critérios, pela
analise da Figura 3.60, pode-se concluir que a orientagdo mais provavel para D-Phes seria a
orientagdo II, pois trata-se da Unica em que as cadeias laterais de residuos polares ndo se
encontram inseridas no interior da bicamada. Apenas as cadeias laterais de residuos como lisina
encontram-se parcialmente inseridas no meio hidrofébico na representacio da Figura 3.60. Isso
sugere que a cadeia lateral desse residuo interage com a interface da bicamada, que é polar. Além
disso, os residuos de fenilalanina encontram-se quase totalmente inseridos na bicamada,

sugerindo um ancoramento que facilitaria a intera¢ao do entre o peptideo e os fosfolipideos.

E interessante comparar os dois peptideos epiméricos em relacio a suas respectivas
orientagdes mais provaveis. Primeiramente, observa-se que, para a D-Phes, a insercao dos
residuos de fenilalanina (F1, F2 e F3) no meio fosfolipidico se d4 de maneira mais efetiva do que
para a L-Phes, em que o residuo F1 (considerando as orientagdes IV, Fig. 3.58, p. 131 e II, Fig.

3.60, p. 132, para a L-Phes e D-Phes, respectivamente) nio estaria sequer em contato com a



regido hidrofobica da bicamada, considerando a estrutura estatica utilizada para a simulacao
orientacional. Esses resultados sugerem um melhor ancoramento na bicamada por parte da D-
Phes em comparagdo com a L-Phes. Essa intera¢do diferencial da D-Phes com o meio mimético
de membrana muito possivelmente deve-se ao estereoisomero D do residuo F2, que induziria
uma conformagao da extremidade MN-terminal mais propensa a se inserir de forma mais efetiva no
interior hidrofébico de agrupamentos fosfolipidicos. Ancoramentos como esse sio normalmente
bastante importantes para o exercicio da atividade biologica de peptideos antimicrobianos, uma
vez que eles promovem uma interagdo mais forte com a membrana bacteriana. De fato, esses
resultados sdo coerentes com os testes antimicrobianos realizados com ambos os peptideos (de
Magalhies, 2012), em que se observa uma atividade bactericida maior por parte da D-Phes em
relacdo a L-Phes. Esse ancoramento mais efetivo teria um papel importante nessa diferenca de

atividade.

No entanto, a configuragio do C, do residuo de F2 na D-Phes nao teria uma influéncia na
extremidade M-terminal apenas, mas também na prépria orientacdo da hélice. Isso é evidente
tanto pelas imagens relativas as orienta¢cdes mais provaveis quanto pelo proprio espectro de 2H.
Enquanto os resultados dos experimentos de RMN de PN indicam angulos de inclinagdo
relativamente proximos entre os peptideos, a diferenca dos valores de desdobramento
quadrupolar de deutério aponta que os peptideos adotam angulos polares de rotagdo interna
significativamente diferentes quando da interacdo deles com a bicamada fosfolipidica. Uma
analise das Figuras 3.58 (p. 131) e 3.60 (p. 132) realmente mostra que a interagdo da regiao
helicoidal da D-Phes com o meio mimético de membrana se da de forma mais efetiva em
comparagdo com a mesma regido do peptideo L-Phes. Por fim, uma outra caracteristica
geométrica interessante € a ligeira distor¢ao da hélice apresentada nas estruturas da D-Phes. Essa
distor¢do aparentemente promove uma maior inser¢do da cadeia lateral da L17 na bicamada,
fazendo, ao mesmo tempo, com que o residuo T18 fique em contato com a interface aquosa, e
nado com o interior hidrofébico. Nos modelos para a L-Phes, em que tal distor¢do nio é
encontrada, o residuo T18 encontra-se inserido no meio apolar da bicamada. Essa caracteristica

possivelmente influencia a melhor interagdo da D-Phes em rela¢do a seu homologo.

Além disso, analisando as larguras de linha dos sinais nos respectivos espectros de RMN
de 2H de L-Phes e de D-Phes, verifica-se que elas sdo diferentes, se apresentando maior para o
primeiro peptideo. Isso pode ser devido a diferencas de mobilidade de cada peptideo no meio
utilizado. Sendo assim, poder-se-ia inferir que, enquanto D-Phes apresentaria basicamente uma

orienta¢do majoritaria, devido a menor largura de linha dos sinais (Fig. 3.56b, p. 129), L-Phes



interagiria com a bicamada em grande parte seguindo a orienta¢do calculada, mas haveria uma
populacao consideravel de moléculas interagindo com a bicamada seguindo outras orientagoes.
Essa inferéncia esta em concordancia com os dados de ensaios biologicos (de Magalhaes et al.,
2012), que mostram maior atividade antimicrobiana para a D-Phes, uma vez que interacoes
peptideo-membrana mais fortes refletem a adogdo de uma orientagao preferencial das moléculas
do peptideo em relagdo a bicamada fopsfolipidica. Por outro lado, a maior mobilidade de L-Phes,
revelada pelos sinais de RMN mais largos, devidos a maior populacdo de orientagGes
moleculares, resulta em intera¢des peptideo-membranas mais fracas, sendo condizente com a

menor atividade bioldgica verificada para este epimero.

3.4. Caracterizacdo Termodinadmica do Processo de Interacdo

Peptideo/Membrana por Calorimetria de Titulagdo Isotérmica

Neste trabalho, o processo de intera¢do dos peptideos HSP2 com membranas miméticas
de POPC:POPG (modelo de membrana bacteriana) foi estudado por calorimetria de titulacao
isotérmica, com o objetivo de determinar os pardmetros termodinamicos (A H,A S,A G eKp),

o grau de intera¢ao X}, e o coeficiente estequiométrico da interacao (n).

3.4.1 Determinacdo da entalpia de interacao peptideo-membrana

As curvas mostradas na Figura 3.61 (A e B), p. 135, representam o tipo de titulagdo
descrito na introducdo, com baixas razdes P:L para o peptideo HSP2 e lipossomas de

POPC/POPG.
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Figura 3.61. Curvas da titulacdo calorimétricas do lipossoma de POPC:POPG (3:1,
mol:mol) (35 mM) com o peptideo HSP2. A: injecdo de 16 YL do peptideo HSP2 na
concentra¢dao 2 mM. B: inje¢do de 27 UL HSP2 na concentragio 340 UM.

Tanto na Figura 3.61A quanto na Figura 3.61B a concentragdo do lipideo na célula era 35
mM com volume a igual a 1,4244 mL (volume efetivo). Entretanto, observa-se que a interagao

depende da concentrac¢ao de HSP2.

Na Figura 3.61A em que a concentra¢do de HSP2 era 2 mM e o volume injetado 16 (L, a
razdo P:L variou de 1:1,548 (primeira inje¢do) a 1:78 (ultima inje¢ao) com a entalpia de intera¢ao
exotérmica. Na Figura 3.61B, esta mesma razao variou de 1:5,383 a 1:556, com a concentra¢ao
do peptideo de 340 LM e injecOes de 27 UL e entalpia de interagdo endotérmica. Na Tabela 3.15

(p. 136) sdo mostrados os valores da variacao de entalpia de interagao obtidos.

O valor positivo para a varia¢ao da entalpia, quando a concentracao do peptideo é 340
MM pode ser justificada pela baixa razao P:L. A energia envolvida na dessolvatagido do peptideo é
maior do que a energia de interagdo e inser¢do do peptideo na membrana, ndo sendo, neste caso,
entalpicamente favoravel (Tabela 3.15). O processo endotérmico que se observa sugere um

processo de agregacio do peptideo na superficie da membrana.



Tabela 3.15. Entalpia de intera¢do de HSP2 com POPC:POPG 3:1(mol:mol)

AexpH(K//mol de peptideo)

Peptideo/carga Concentragdo do peptideo
POPC:POPG (3:1)
HSP2/+1 2 mM -52,14
HSP2/+1 340 pM +12,32

De acordo com a Tabela 3.15, os valores das entalpias obtidas indicam uma interagdo
peptideo/lipideo entalpicamente favoravel. Numa primeira aproximacio, estes valores
representam a interagdo eletrostatica entre o peptideo e o lipideo negativo da membrana e tém a

magnitude dependente da carga do peptideo HSP2.

As curvas de titulagdo obtidas das experiéncias em que o peptideo estd na célula e é

titulado com lipideo sdo mostradas nas Figuras 3.62A e 62-B.
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Figura 3.62. Curvas calorimétricas da titulacdo do peptideo HSP2 850 UM com com
injecoes de 6 (L. de lipossomas de POPC:POPG (3:1, mol:mol) (35 mM). A: T= 25 °C;
B: T=35 °C.

Nos experimentos de titula¢do mostrados nas Figuras 3.62 A e B, a razdo P:L variou de

1:0,2 (inicio da titulagdo) a 1:6.3 (final da titula¢do). A razdo peptideo/lipideo é baixa ao longo de



toda a titulagdo, verificando-se, neste caso, a saturacdo do lipossoma injetado na célula de
titulagdo. A estequiometria da reagdo (n), calculada a partir da razdo molar no ponto de inflexdo
da curva de titulagdo, é aproximadamente 2,5, indicando que cada molécula de peptideo esta
envolvida por 2,5 moléculas de lipideo no lipossoma. E de se notar a influéncia da temperatura
na intera¢do peptideo-membrana. Tanto a 25 °C (Figura 3.62a, p. 136) quanto a 35 °C (Figura
3.62B, p. 136), a saturagao ocorre com o mesmo numero de injec¢des, ja que a concentra¢gdo do
peptideo utilizada em ambas as titulagdes ¢ a mesma. No entanto, observa-se uma melhor
interagdo na titulagdo efetuada a 35 °C tanto pelo formato da curva de titulacao, quanto pela
quantidade de calor liberada, a qual foi maior na titulagdo a 35 °C. Esta observacdo pode ser
explicada pela maior flexibilidade das cabegas e mobilidade das cadeias carbonadas na

temperatura de 35 °C, facilitando a interagdo e inser¢ao do peptideo na membrana.

O valor da entalpia experimental A,,,H®, que neste caso representa a entalpia do
processo de interacao (parti¢ao), é obtido pelo somatério dos calores g;, de cada injecao (apos
descontada a contribui¢do da dilui¢do no processo, que neste caso foi obtida como o valor médio
dos q; dos ultimos picos, tomados quando o valor de g;, estabiliza num valor positivo) dividido
pelo nimero de mols de peptideo total na célula (n,ep), de acordo com a Equagdo 3.1,

apresentada a seguir:

_ Z;'czl 8q;

Npep

AH° (Eq.3.1)

A partir do calculo da variagdo de entalpia pela equagdo 3.3 e com o conjunto de
equacdes 3.5 e 3.6 (Quadro 3.1, p. 139) calcula-se a constante de parti¢do K, (ap6s a corre¢ao dos
efeitos eletrostaticos, que afetam a concentragdo de peptideo na membrana). Com o valor de
K, calculado foram obtidos os valores da variagdo da energia livre (AG®) e da variacido de
entropia AS°. Os valores destes pardmetros, obtidos para o peptideo HSP2 sdo mostrados na

Tabela 3.16 (p. 143).

O processo de interagdo do peptideo HSP2 em lipossomas de POPC:POPG foi avaliado
considerando-se o efeito global (contribui¢do dos efeitos hidrofébicos e eletrostaticos em
simultaneo) refletido no calor liberado por inje¢ao (processo de parti¢do simples), ja que tanto o

peptideo quanto os lipossomas tém cargas.



A distribuicdo do peptideo entre a fase aquosa e a fase lipidica é governada pela energia
de transferéncia, isto é, pela variacdo de energia de Gibbs (AG?) na passagem de uma fase para a
outra. (White & Wimley, 1999; Wieprecht & Seelig, 2002; Seelig, 2004). A exata localiza¢ao do
peptideo na membrana ¢é influenciada fundamentalmente pela natureza das interac¢Ges

electrostaticas, polares e apolares que se estabelecem.

A variagdo de energia de Gibbs (Eq. 3.2) de todo o processo pode ser obtida através do

coeficiente de particao, Kp:
AG = AG° + RTInK, (Eq.3.2)
Numa situac¢io de equilibrio, onde AG = 0; tem-se a Equacdo 3.3 entao:

AG® = —RTInK, ou AG° = —RTIn55.5K, (Eq. 3.3)

Na Equacao 3.3 pode-se incluir o factor 55.5 que representa a contribuicdo translacional
(entropica) das moléculas de agua para a energia livre do processo de parti¢ao (Hoffman, 1974;

Holtzer, 1995).

A partir dos valores de AG®, obtém-se os valores de A S°, pela Equagdo 3.4:

AG® = AH® — TAS® (Eq. 3.4)

A variagio da entalpia AHY, relacionada com o processo de particdo, pode ser calculada de acordo
com a Equacdo 3.1, a partir dos dados experimentais obtidos por ITC (Seelig, 1997; Wieprecht et

al, 1999),
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Quadro 3.1. Conjunto de equag¢des usadas no calculo de K, a partir dos dados experimentais de
titulagdo calorimétrica isotérmica, em que dq; ¢ o calor envolvido em cada inje¢ao (ja subtraido
do calor de dilui¢ao) e n,, ¢ o nimero total de mols de peptideo na célula do calorimetro.

No decurso da titulacdo, a fracdo de peptideo ligado, & membrana, Xj.,é dada pela
Bquagdo 3.5 do Quadro A, onde nb,, ¢ a quantidade, em mols, de peptideo ligado apés a jésima
injecdo. Se em cada inje¢do temos uma quantidade de calor trocada, §q;, pode-se combinar as

Equagées 3.1. e 3.5 e expressar a fragdo ligada em fungao da entalpia do processo de interagdo,

conforme a equacao 3.6.

A partir do valor de X}, pode-se estimar a quantidade de peptideo que permanece livre

na solucao aquosa, ap6s o equilibrio de parti¢ao a qual pode ser calculada pela Equacao 3.7.

A concentragdo Chep qq deve ser corrigida por um factor de diluigdo fL, (Bquagio 3.8) no
caso de se usar o VP-ITC, porque o volume efetivo da célula (1.4244 mL) mantém-se, mas ha
uma dilui¢do do peptideo pela quantidade injetada (volume esse que ¢ expulso da célula). O

volume efetivo da célula calorimétrica é V., i € 0o nimero da injegdo e Vj,; € o volume injetado.



A medida em que a titulagio prossegue, a quantidade de lipideo injetada na célula
calorimétrica aumenta. A quantidade de lipideo, nliip, presente na célula, e a concentra¢ao Cliip,

em mol, do lipideo na seringa na inje¢do i sdo contabilizados de acordo com a equagio 3.9.

Pode-se calcular a fragdo de parti¢dao peptideo/lipideo, X}, , da Equagdo 3.10, pela razdo
entre a quantidade, em mol, de peptideo ligado nb,, e a quantidade, em mol, de lipideo nliip,

apos cada injecao.

Se a intera¢do do peptideo com a membrana corresponder a um processo de parti¢ao
simples (em que se considera que o pepttideo, ou esta na soluc¢ao, ou estd na membrana lipidica),
a curva da fracdo de particdo X, em func¢io da concentracdo do peptideo em solugdo aquosa
Cz‘;ep,aq deve ser linear e o declive desta curva fornece o valor da constante de particao, K,
conforme a Equagdo 3.11 (Breukink et al, 2000). Neste caso, os efeitos de carga (eletrostaticos) e

hidrofébicos sdo considerados em conjunto.

A representacio grafica da fragao de peptideo HSP2 ligada (X};) a membrana mimética de
POPC:POPG em fungio da concentragio do peptideo livre na fase aquosa, (Cpepaq) €
apresentada nas Figuras 3.63 (A e B, p. 142). A Figura 3.63 A (p. 142) representa os dados obtidos
na titulagdo calorimétrica isotérmica a 25°C e a Figura 3.63 B (p. 142) representa 0os mesmos
dados, obtidos a 35°C. Na Tabela 3.16 (p. 143) estao mostrados os valores dos parametros

termodinamicos da interacdo peptideo/membrana, obtidos por ITC.

Observa-se uma relagdo linear entre X, € Cpep qq cOM um bom coeficiente de correlagao
nos dois casos. Os valores de K,, (Tabela 3.16, p. 143) obtidos através das inclinagdes das retas
tem valores semelhantes para o mesmo peptideo, tanto a 25°C, quanto a 35°C. Este resultado
sugere que, no processo de particdo ha uma significativa contribui¢do do efeito hidrofébico e
que a interacao electrostatica ndo ¢ dominante. De fato, a carga nominal do peptideo HSP2 é +1
e este petideo tem uma conformagao bastante anfipatica (Figuras 1.9, p. 15 e 3.46, p. 127), o que

facilita a sua inser¢ao na membrana lipidica.

Nos valores negativos encontrados para o AH® (Tabela 3.16, p. 143) estdo somadas as
interagOes eletrostasticas e hidrofébicas do peptideo HSP2 com os lipideos da membrana. Estes
valores também contabilizam as liga¢ées de H intramoleculares da estrutura em hélice do
peptideo formada no momento da intera¢do com a membrana. A magnitude desta interagao foi

influenciada pela temperatura, j4 que o maior valor AH® foi obtido a 35°C. Como descrito



anteriormente, o aumento da temperatura aumenta a mobilidade das cabecas e das cadeias

carbonadas do lipideo, facilitando a inser¢ao do peptideo.

Em relacdo aos valores de TAS® observa-se na Tabela 3.16, p. 143, que os valores sdo
positivos, indicando a contribuicdo da componente entrépica no processo de particio do
peptideo para a membrana. Esta observagdo esta de acordo com o processo de interagdo e
inser¢do do peptideo na membrana que envolve algumas etapas: inicialmente o peptideo é
atraido para a superficie da membrana por efeito eletrostatico e esta interacdo é geralmente

dirigida pela entalpia. Em seguida, o peptideo que se encontrava desestruturado, na fase aquosa,

estrutura-se em O-hélice ou folha-f (este processo é, geralmente, entalpicamente favoravel).
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Figura 3.63. Representagdo grafica da fragdo ligada do peptideo em funcdo da
concentra¢ao do peptideo livre em fase aquosa para o HSP2 a 850 /M em membranas
lipidicas de POPC:POPG (3:1) 35 mM. A: titulacdo a 25 °C ; valor de R? = 0,9993. B: A:
titulagdo a 35 °C ; valor de R* = 0,9989.  Os valores de K,, foram obtidos a partir das

inclinacbes das curvas.



Tabela 3.16. Valores dos parametros termodinamicos experimentais obtidos por I'TC para HSP2

Concentragao
do peptidgo AH® TAS® AG*
Peptideo (UM) &5  (/molde (kJ/molde  (kJ/molde
L) peptideo) peptideo) peptideo)
. 850
HSP2 25 °C (1:0,2-1:5,2) 6,88x10* -6,76 30,80 -37,56
. 850
HSP2 35 °C (1:0,2-1:5,2) 6,94x10* -13,64 25,20 -38,64

Por ultimo, o peptideo insere-se no ntcleo hidrofébico da membrana e esta inser¢do pode
ser entalpicamente dirigida pelas ligacoes de H e as interac¢es de van der Waals formadas, mas
também pode ser governada entropicamente por efeito hidrofébico (Seelig, 1997; Seelig, 2004). A
entropia do processo inclui a mudanga conformacional do peptideo e a perda de agua da camada
de solvatacdo (aumento dos graus de liberdade rotacional e translacional das moléculas de agua)
durante a inser¢do. Desta maneira o balanco entalpico e entrépico do processo de interacao

peptideo/ membrana pode favorecer a entropia.

A maior componente entrépica (TAS®) na interagio com a membrana foi verificada a
temperatura de 25 °C. A diferenca encontrada ¢ justificada pelo menor valor da entalpia, em

relagdo a temperatura de 35 °C.

Os valores negativos da energia de Gibbs (AG®) confirmam que o processo parti¢do é
energeticamente favoravel, indicando que o peptideo particiona espontaneamente para a

membrana.



4. Conclusao

No trabalho apresentado nesta tese, foram realizados experimentos de naturezas distintas
e complementares para elucidar aspectos estruturais e termodinamicos de trés peptideos
antimicrobianos (Distinctina, Hilaseptina P2, abreviada como HSP2, [L-Phe?]-Fenilseptina e [D-
Phe?]-Fenilseptina, abreviados como L-Phes e D-Phes, respectivamente). As metodologias
empregadas foram Dicroismo Circular (CD), RMN em solu¢do, RMN em fase solida e
Calorimetria de Titulacio Isotérmica (ITC) e todas forneceram informagdes valiosas e
complementares entre si para se entender de forma mais completa as propriedades dessas
substancias que possibilitam o exercicio de suas atividades biolégicas que, no caso, sdo atividades

antimicrobianas.

4.1. Distinctina e Cadeias 1 e 2

Em rela¢do a distinctina, os estudos de CD mostraram que ambos os monomeros
(Cadeias 1 e 2) estruturam-se em meios miméticos de membrana, embora nenhuma estruturacio
significativa possa ser identificada em agua. Resultado semelhante foi obtido para o heterodimero
distinctina, que se estrutura consideravelmente bem em meio vesicular. Entretanto, diferencas
foram observadas quando se comparou o conteudo de estruturas o-hélice obtido em
experimentos em 2,2,2-trifluoretanol (TFE). Tais resultados podem indicar que a intera¢do do
heterodimero com meios miméticos de membrana (no caso, vesiculas fosfolipidicas) em solugio
pode ser melhor descrita como um equilibrio envolvendo mais de uma espécie termodinamica,
devido a auséncia de um ponto isosbésticos (ou isodicroico). Embora os resultados de RMN em
fase solida descritos em Magalhides e colaboradores em 2009 mostrem que a distinctina interage
com bicamadas fosfolipidicas com as cadeias orientadas quasi-paralelamente entre si, esse estudo
nio leva em conta o equilibrio termodinamico dessa interagdo e esse carater estd refletido nos
resultados obtidos por CD. O conjunto de modelos obtido a partir de dados de RMN em solu¢ao
da distinctina em TFE reflete de certa maneira esse dinamismo estrutural, mostrando grande
variabilidade da orienta¢do de uma cadeia em rela¢do a outra. Além disso, ndo foram observadas
correlagdes NOE de longo alcance entre as duas cadeias. Embora a auséncia dessas correlagoes

nido implique necessariamente que o peptideo adote uma conforma¢do com as cadeias



monoméricas orientadas paralelamente entre si, esses resultados evidenciam que nao ha
interag¢des intercadeia suficientemente fortes para estabilizar uma estrutura quaternaria tal qual a
observada para a distinctina em agua (Raimondo er a/, 2005). Comportamento semelhante foi
observado para o peptideo homodimérico Homotarsinina (Verly, 2010), em que espectros
obtidos com a substancia em agua mostram correlagbes intercadeia bem definidas que refletem
uma estruturacio do tipo coiled coil, ou super-hélice, mas espectros deste peptideo em DPC nao
mostram tais NOEs intercadeia, levando a um modelo cuja orientacdo das unidades

monomeéricas nao é bem definida.

Por fim, os resultados de RMN em solugdo da distinctina mostram que a melhor
estratégia a ser tomada para o estudo deste peptideo em solucio seria utilizar meios que induzam
a uma ordenacao da sua molécula, como, por exemplo, bicelas. Dessa forma, seria possivel obter
valores de orientacdo entre as cadeias levando em conta, ainda, o aspecto dinamico da
conformac¢do molecular quando em solucdo. Esses resultados ajudariam na descri¢do da
interagdo peptideo-membrana bacteriana, especialmente se aliados aos dados estruturais pré-
existentes. No momento da redacdo deste trabalho, estdo, ainda, em curso, estudos
termodinamicos por ITC da distinctina e de suas cadeias monoméricas quando interagem com
lipossomas. Estes estudos podem ndo sé fornecer informacdes extremamente relevantes das
interagoes em si, mas também da termodinamica envolvida na mudan¢a conformacional dos
peptideos quando passam de um meio totalmente aquoso para outro meio rico em fosfolipideos.
Além disso, seria possivel estudar o papel da ligagao dissulfeto sobre a atividade antimicrobiana,
bem como a possivel sinergia entre as Cadeias 1 e 2 da distinctina no que diz respeito a sua

atividade bactericida.

Todas estas observa¢des mostram que, embora se tenha informac¢oes definidas a respeito
das estruturagdes da distinctina e das Cadeias 1 e 2 em meios miméticos aos quais elas exercem
suas atividades biologicas, a elucida¢do do mecanismo relativo as suas propriedades
antimicrobianas ainda necessita de diversos outros estudos, e ¢ de importancia significativa para a
compreensdo da natureza dessa nova classe de antibidticos a qual pertencem os peptideos

antimicrobianos isolados da pele de anuros.



4.2. Hilseptina P2 (HSP2)

Para este peptideo, os experimentos de CD mostraram que, embora o peptideo seja
majoritariamente desestruturado em meio totalmente aquoso, ele apresenta contetido elevado
de a-hélice quando se encontra em meio fosfolipidico. Este tipo de comportamento, como ja
comentado, ¢ bastante comum em peptideos antimicrobianos, especialmente com de hélices
anfipaticas, que propiciam interagbes mais efetivas com membranas bacterianas. De fato, os
resultados obtidos por RMN na presenca de TFE mostram que o peptideo tem maior propensao
em adotar a forma a-helicoidal e que esta estrutura é bastante anfipatica, o que é coerente tanto
com os resultados de CD quanto com as caracteristicas estruturais de outros peptideos
antimicrobianos isolados da pele de anuros. Os estudos de RMN em fase soélida permitiram
determina¢do da orientagdo mais provavel (orientag¢do VI, Fig 3.53, p. 132) desse peptideo no
meio de bicamada fosfolipidica e mostraram que a estruturagdo adotada por HSP2 tem papel

importante na interagio entre este peptideo e fosfolipideos.

Os estudos por ITC forneceram informagdes complementares a respeito da interagido
entre HSP2 e lipossomas, podendo-se extrair conclusbes a respeito da estequimetria dessa
interagdo, bem como os parimetros termodinamicos envolvidos. Interessantemente, os
resultados mostraram que a eficacia dessa interacdo depende bastante da concentragao do
peptideo, ou melhor, da razdo peptideo:lipideo. Em situagbes em que essa razdo € baixa, a
intera¢do nao ¢é entalpicamente favorecida e a analise desses dados parece sugerir que a
capacidade de agregacao da HSP2 tem um papel significativo no exercicio de sua atividade
biolégica. Outro dado interessante que pode ser extraido é a respeito da natureza dessa interagdo
que ¢ majoritariamente de natureza hidrofébica, considerando a anfipaticidade da hélice, embora
interagdes de natureza eletrostaticas tenham papel importante em uma interagdo preliminar
entre a HSP2 e o lipossoma, responsavel pela aproximacdo inicial do peptideo ao meio

fosfolipidico.

Agrupando-se os resultados obtidos para a HSP2, pode-se chegar a uma imagem mais
geral a respeito da maneira pela qual o peptideo interage com a membrana. A presenca de
residuos carregados positivamente em meio fisiologico, como a lisina, na sequéncia de
aminoacidos de HSP2 teria papel fundamental na aproximacio inicial do peptideo com a
membrana bacteriana, porém, apds essa aproximagdo inicial, a interagdo seria mantida por

fatores relativos a hidrofobicidade e relacionados diretamente a face hidrofébica da hélice. Essas



observag¢des sdo bastante coerentes tanto com os resultados de RMN em soluc¢do, que mostrou
uma estrutura¢ao em a-hélice anfipatica, quanto com a topologia da orientagdo determinada por
RMN em fase solida, que mostra que o modelo obtido experimentalmente pode ser utilizado

com sucesso para descrever a relacao estrutura-atividade dessa substancia.

Apesar de algumas caracteristicas que podem levar a atividade antimicrobiana de HSP2
terem sido elucidadas por estes experimentos, o estudo do mecanismo pelo qual se da essa
atividade ainda estd no inicio. Primeiramente, deve-se levar em conta que os experimentos de
RMN em solugio foram realizados com o peptideo na presenca de TFE. Embora os resultados
obtidos nesse meio possam ser a principio utilizados para explicar estrutura¢des em membranas,
a utiliza¢do de resultados obtidos com o peptideo na presenga de micelas de DPC pode fornecer
modelos mais precisos para serem submetidos as restri¢des orientacionais obtidas por estudos de
RMN em fase so6lida e, por fim construir-se uma imagem mais completa da interacao do peptideo
com a membrana. A utiliza¢do de meios que nio sejam o TFE ¢é importante pelo fato de se ter
uma melhor noc¢do da presenga ou auséncia de uma estrutura¢ao definida nas extremidades da
cadeia polipeptidica, bem como da natureza dessa estrutura, uma vez que este solvente pode de
certa maneira forcar a estruturacdo em a-hélice dessas extremidades quando, em meio
fisiolégico, elas ndo possuam tal conformagdo. A determinacao mais precisa da geometria dessas
termina¢bes ¢ importante devido ao fato de elas muitas vezes interagirem com o interior
hidrofébico das membranas, agindo como se fossem “ancoras” e potencializando a capacidade de
interacdo do peptideo. No entanto, pode-se considerar que os resultados obtidos em TFE
fornecem informacées extremamente relevantes a respeito do papel da estrutura secundaria em
questdo (que foi observada nos experimentos de CD) na atividade biolégica da HSP2. No
momento da escrita dessa conclusdo, os experimentos em DPC ja haviam sido realizados, mas

ainda nao analisados e atribuidos.

4.3. [L-Phé€]-Fenilseptina (L-Phes) e [D-PHa-Fenilseptina (D-
Phes)

Os resultados obtidos para as fenilseptinas permitiram nio sé chegar a conclusdes a
respeito de alguns aspectos envolvidos em seus mecanismos de a¢do, mas também analisar a

influéncia de uma epimerizacao perto de uma das extremidades da cadeia peptidica sobre a



estrutura e intera¢ao com fosfolipideos. Resultados obtidos por RMN em solu¢ao mostraram que
ambos os peptideos adotam estruturas ricas em a-hélice, mas exceto por uma estruturagao
ligeiramente maior da D-Phes, ndo foram observadas diferencas significativas entre os modelos
para cada peptideo. Os resultados de RMN em fase s6lida, no entanto, mostram que ha diferenca
consideravel na orientacdo desses peptideos quando de suas interagdes com bicamadas
fosfolipidicas. Aplicando-se as restricdes orientacionais sobre os modelos obtidos por RMN em
solu¢do na presenca de micelas de DPC, pdde-se observar que, embora ambas as estruturas
satisfacam o critério de que a face hidrofobica de suas hélices anfipaticas interaja com o interior
alifatico da bicamada, a inser¢ao da extremidade N-terminal da D-Phes, que apresenta o motivo
Phe-Phe-Phe caracteristico das fenilseptinas, ¢ maior, sugerindo um melhor ancoramento do
peptideo na bicamada lipidica. Esse melhor ancoramento seria devido ao fato de o segundo
residuo de Phe ser o estereoisdbmero D e é bastante coerente com o fato de a D-Phes apresentar
maior atividade antimicrobiana que seu epimero, a L-Phes, sugerindo também, um melhor

empilhamento aromatico na D-Phes que na L-Phes

Futuramente, seria interessante descobrir aspectos adicionais relativos a essa interagdo
diferenciada a partir de experimentos como ITC e simula¢gdes de Dinamica Molecular, que
podem fornecer informacbes complementares em relagdo a termodinamica da interacdo e
também detalhes a nivel atdbmico e a varia¢do temporal de certas propriedades. Entretanto, os
resultados de RMN puderam com sucesso conciliar as caracteristicas estruturais de ambos os

peptideos com os dados de atividade biologica existentes.

4.4. Consideracoes Finais

Com base no arsenal de métodos existentes para o estudo estrutural e termodinamico dos
peptideos, foi possivel elucidar alguns aspectos a respeito da estruturagio e atividade biologica
dessas substancias. A determinacdo geométrica de peptideos antimicrobianos tem se mostrado
bastante importante no entendimento de suas respectivas atividades bioldgicas. Entretanto, é
cada vez mais necessario o uso de outras técnicas para se construir um melhor modelo de
mecanismo de atividade para as substancias que apresentem grande potencial de aplica¢ao
farmacologica. A utilizacdo de RMN no estado sélido de amostras orientadas, em especial, pode

fornecer resultados extremamente importantes em relagdo a maneira pela qual essa interacao



ocorre e que dificilmente poderia ser obtida experimentalmente por outra técnica. Embora ainda
haja certas limita¢des no que tange a RMN, sua utiliza¢cdo tem-se mostrado fundamental para a
compreensao de diversos aspectos relativos a peptideos e proteinas no geral. Essa capacidade da
RMN ¢ ainda mais potencializada quando utilizada em conjunto com outras técnicas como ITC,
que fornece informagées termodinamicas, as quais aliadas as informages estruturais permitem a

constru¢do de modelos mais precisos e completos sobre a atividade bioldgica dessas substancias.
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Anexo A

Tabelas de Deslocamento Quimico de L-Phes e D-Phes



Tabela Al. Valores de deslocamento quimico de ntcleos pertencentes a cadeia principal e a

posi¢do [ a carbonila para cada residuo de aminoécido de L-Phes

Residuo de . Deslocamento
Aminoacido Atomo Quimico (ppm)
HN X
CA 57,629
1 HA 4,453
CB 39,352
HB1 3,234
HB2 3,063
HN 9,428
CA 61,106
HA 4,427
(L-)F2
CB 39,299
HB1 3,540
HB2 3,229
HN 8,805
CA 61,187
- HA 4,124
CB 38,689
HB1 3,145
HB2 3,086
HN 7,918
CA 57,289
D4 HA 4,314
CB 40,244
HB1 2,738
HB2 2,804
HN 7,901
CA 66,281
T5 HA 3,980
CB 68,465
HB 4,208
HN 8,022
CA 58,158
HA 3,910
L CB 41,475
HB1 1,583
HB2 1,535
HN 8,150
CA 60,563
K7 HA 3,751
CB 32,150
. HB1 1,828
HB2 1,749

HN 7,983
CA 56,084

N8 HA 4,477
CB 38,524

HB1 2,962

HB2 2,864

HN 8,258

CA 58,015

HA 4,087

Lo CB 42,006
HB1 1,857

HB2 1,625

HN 8,613

CA 55,582

A10 HA 3,925
CB 18,112

HB# 1,469

HN 8,225

G11 CA 47,430
HA1 4,085

HA2 3,787

HN 7,801

CA 58,899

K12 HA 4,204
CB 32,484

HB1 2,115

HB2 1,913

HN 8,065

CA 66,734

V13 HA 3,664
CB 31,774

HB 2,268

HN 8,457

CA 65,147

114 HA 3,689
CB 37,758

HB 1,948

G15 HN 8,288
CA 46,985

G15 HA1 3,936
HA2 3,836

HN 7,762

Al6 CA 54,160

Al



HA 4,273
CB 18,707

HB# 1,551

HN 7,858

CA 56,444

HA 4,262

L17 CB 43,189
HB1 1,897

HB2 1,619

HN 7,767

CA 62,286

T18 HA 4,320
CB 70,301

HB 4,355
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Tabela A2. Valores de deslocamento quimico de nticleos pertencentes a cadeia principal e a
posi¢do [ a carbonila para cada residuo de aminoéacido de D-Phes

Residuo de Atomo Deslocamento HA 4,303
Aminoacido Quimico (ppm) N8 CB 38,399
HN X HB1 2,978

CA 56,854 HB2 2,874

HA 4,242 HN 8,240

Fl CB 39,638 CA 58,031
HB1 3,375 HA 4,092

HB2 3,162 Lo CB 42,091

HN 7,798 HB1 1,864

CA 5,012 HB2 1,704

(D-)E2 HA X HN 8,573
CB 41,516 CA 55,605

HB1 2,564 A10 HA 3,933
HB2 2,389 CB 18,268

HN 9,248 HB# 1,499

CA 61,546 HN 8,220
3 HA 3,862 G11 CA 47,432
CB 38,480 HA1 3,794

HB1 3,015 HA2 4,086

HB2 2,911 HN 8,290
HN 8,889 CA 58,752

CA 56,925 HA 4,222
HA 4,144 K12 CB 32,687

D4 CB 38,368 HB1 2,128
HB1 2,763 HB2 1,921

HB2 2,658 HN 8,095
HN 7,679 CA 66,744

CA 66,054 V13 HA 3,653

T5 HA 3,974 CB X

CB 68,915 HB 2,272

HB 4,044 HN 8,491

HN 7,514 CA 65,075

CA 57,930 114 HA 3,689

Lé HA 3,967 CB 37,798
CB X HB 1,957

HB1 1,840 HN 8,290
HB2 1,780 CA 47,057

HN 8,280 G15 HA1 3,947

CA 60,459 HA2 3,841

HA 3,203 HN 7,788

K7 CB 32,168 CA 54,182
HB1 1,852 Ale HA 4,281

HB2 1,735 CB 18,889

NS HN 8,109 HB# 1,557
CA 55,948 L17 HN 7,881
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CA 56,302
HA 4,268
L17 CB 43,147
HB1 1,901
HB2 1,630
HN 7,782
CA X
T18 HA 4,341
CB X
HB X
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