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RESUMO

Carretero, G.P.B. Estudos biofisicos e de atividade de peptideos correspondentes ao
N-terminal de Esticolisinas | e Il — contribuicéo para a elucidacdo do mecanismo de
acdo das toxinas. 2016, 201p. Tese — Programa de Po4s-graduacdo em Ciéncias
Biologicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo.

Esticolisinas | e I, citolisinas purificadas da anémona marinha Stichodactyla
helianthus, agem lisando membranas biolégicas e modelo. O mecanismo de acao
proposto consiste na formacgédo de um poro toroidal com o envolvimento do dominio
N-terminal. Diferentes aspectos da interacdo entre peptideos derivados do N-
terminal das toxinas (Stl;-3; and Stly2.33 SELAGTIIDGASLTFEVLDKVLGELGKVSRK,
e Stll;30 and Stlli1.30 ALAGTIIAGASLTFQVLDKVLEELGKVSRK) com membranas
modelo — micelas e bicamadas — foram estudados com o objetivo de contribuir para
a elucidacdo do mecanismo de acdo das toxinas em nivel molecular. O emprego dos
peptideos teve como base a hipotese de que fragmentos proteicos podem ser
capazes de mimetizar a estrutura e atividade das proteinas inteiras. O analogo
contendo o aminoacido paramagnético TOAC (N-TOAC-Stll;130) também foi
estudado. Estudos conformacionais foram realizados empregando-se as técnicas
espectroscopicas de dicroismo circular (CD), ressonancia paramagnética eletronica
(EPR) e fluorescéncia. Foram ainda realizados estudos de predi¢do de estrutura e
modelagem molecular. Espectros de CD mostraram que os peptideos adquirem
conformagdo em a-hélice ao interagir com membranas modelo, de acordo com a
conformacdo observada nessa regido para as toxinas. Variando a composi¢cao
lipidica das membranas modelo estudadas, foi possivel investigar a contribuicdo de
forcas eletrostaticas de de interacdes hidrofébicas para a ligagdo do peptideo.
Ensaios de supressdo de fluorescéncia de lipidos contendo grupamentos
fluorescentes em diferentes posicdes pelo residuo paramagnético TOAC e espectros
de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) permitiram localizar o residuo TOAC
na interface membrana-agua, corroborando o modelo proposto do poro toroidal. A
analise dos espectros de CD e EPR também permitiu obter as constantes de ligacao
dos peptideos com micelas e bicamadas. Os peptideos também foram capazes de
mimetizar as toxinas do ponto de vista funcional, como mostrado por testes de

vazamento de carboxifluoresceina e atividade hemolitica. Peptideos curtos,



contendo partes da sequéncia de Stll;.30, Sintetizados com o objetivo de examinar
uma eventual atividade antimicrobiana, demonstraram baixa atividade, bem como
auséncia de atividade hemolitica e de toxicidade para células humanas.

Palavras-chave: Esticolisinas, Peptideos, Estrutura-atividade, @ Membrana,

Espectroscopia.



ABSTRACT

Carretero, G.P.B. Biophysical and activity studies of peptides corresponding to the N-
termini of Sticholysins | and Il — a contribution to the elucidation of the toxins’
mechanism of action. 2016, 201p. Ph.D. Thesis — Graduate Program in Biochemistry.
Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, Sado Paulo.

Sticholysins | and II, cytolysins purified from the sea anemone Stichodactyla
helianthus, act by lysing biological and model membranes. The proposed mechanism
of action consists in the formation of a toroidal pore with the involvement of the N-
terminal domain [1]. Different aspects of the interaction between peptides from the
toxins’ N-termini (Stl1-3; and Stlj2.31 SELAGTIIDGASLTFEVLDKVLGELGKVSRK, and
Stlli30 and  Stllj;.30  ALAGTHAGASLTFQVLDKVLEELGKVSRK) and model
membranes — micelles and bilayers — have been studied to contribute to the
elucidation of the toxins mechanism of action at the molecular level. The use of
peptides was based on the hypothesis that potein fragments can eventually mimic
the structure and activity of the whole protein. An analogue containing the
paramagnetic amino acid TOAC (N-TOAC-Stll;;1-30) was also studied. Conformational
studies were performed making use of the spectroscopic techniques circular
dichroism (CD), electron paramagnetic resonance (EPR), and fluorescence. Studies
of structure prediction and molecular modeling were also performed. CD spectra
showed that the peptides acquired a-helical conformation upon interaction with model
lipid membranes, in agreement with the conformation found for these segments in
the whole proteins. Making use of membranes of variable lipid composition, it was
possible to assess the contribution of electrostatic and hydrophobic interactions for
peptide binding. Fluorescence quenching of labeled lipids by paramagnetic TOAC
and EPR spectra allowed us to locate the TOAC residue at the membrane-water
interface, corroborating the proposed model of the toroidal pore. The CD and EPR
studies also allowed us to obtain the binding constants for the peptide-micelle and
peptide-bilayer interaction. The peptides were also capable of mimicking the toxins
function, as shown by assays of carboxyfluorescein leakage and hemolytic activity.
Short peptides containing parts of Stll;-30’s sequence were synthesized with the aim
of testing their antimicrobial activity. The peptides displayed low antimicrobial activity,
as well as lack of hemolytic activity and toxicity against human cells.

Keywords: Sticholysins, Peptides, Structure-Activity, Membrane, Spectroscopy
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACN: Acetonitrila

an: Desdobramento hiperfino isotropico

CD: Dicroismo circular

CF: 5(6)-Carboxifluoresceina

CFU: Unidades formadoras de colbnia

DCM: Diclorometano

DHPC: 1,2-Dihexanoil-fosfatidilcolina

DMEM: Meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMF: Dimetilformamida

DMPA: Acido 1,2-dimiristoil-fosfatidico

DOPE-Pyr: 1,2-Dioleoil-3-fosfatidiletanolamina-N-(1-pirenossulfonil)
DPC: Dodecilfosfocolina

DPPC: 1,2-Dipalmitoil-fosfatidilcolina

DPPE-NBD: 1,2-Dipalmitoil-3-fosfatidiletanolamina-NBD

EPR: Ressonancia paramagnética eletronica

Eqtll: Equinatoxina Il

Fmoc: 9-fluorenilmetiloxicarbonil

FragC: Fragaceatoxina C

FTIR: Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
ho: Altura da linha de campo central do espectro de EPR

h.1: Altura da linha de campo baixo do espectro de EPR

h_;: Altura da linha de campo alto do espectro de EPR

HBTU: Hexafluorofosfato de benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametilurénio
INT: cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolio
LPC: 1-Palmitoil-2-hidréxi-fosfatidilcolina

LPA: Acido 1-palmitoil-2-hidréxi-fosfatidico

LSM: Esfingosilfosforilcolina

LUV: Vesiculas unilamelares grandes

MIC: Concentracao inibitéria minima

MHB: Meio de cultura Mueller-Hinton

MLV: Vesiculas multilamelares

MTS: 3-(4-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio
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NBD: N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)

NMM: N-metilmorfolina

NMP: N-metilpirrolidina

NMR: Ressonancia magnética nuclear

P: Coeficiente de particao

PBC: Tampéao Fosfato-Borato-Citrato

PBS: Tampéao fosfato em solucao salina

PC-6-NBD: 1-Palmitoil-2-[6-[(NBD)amino]hexanoil]-3-fosfatidilcolina
PC-12-NBD: 1-Palmitoil-2-[12-[(NBD)amino]dodecanoil]-3-fosfatidilcolina
PLB: Fosfolambana

POC: Fosfocolina

POPA: Acido 1-palmitoil-2-oleil-fosfatidico

POPC: 1-Palmitoil-2-oleil-fosfatidilcolina

REES: Red Edge Excitation Shift

S: Parametro de ordem

SAXS: Espalhamento de raios-X a baixo angulo

SM: Esfingomielina

Stl: Esticolisina |

Stll: Esticolisina Il

TEMPO: 2,2,6,6-tetrametil-N-oxil-piperidina

TEMPOL.: 2,2,6,6-tetrametil-4-hidroxi-N-oxil-piperidina
TFA: Acido trifluoroacético

TOAC: Acido 2,2,6,6-tetrametil-N-oxil-4-amino-4-carboxilico
T: Tempo de correlagéo rotacional

UH: Unidades de hemdlise

[6]: Elipticidade molar residual

TFE: Trifluoretanol

TIS: Triisopropilsilano

Wy: Largura da linha de campo central do espectro de EPR
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1. Introducéo
1.1 Actinoporinas e as Esticolisinas | e Il

Anémonas marinhas (Actiniaria) e outros cnidarios produzem uma grande
variedade de compostos bioativos como parte de um arsenal de defesa que inclui

neurotoxinas, fosfolipases e citolisinas formadoras de poro (Frazao et al., 2012).

Entre as citolisinas formadoras de poros, destaca-se um grupo de toxinas
proteicas isoladas exclusivamente de anémonas marinhas chamado de
actinoporinas. Esse grupo é caracterizado pelo alto grau de homologia, solubilidade
em agua, peso molecular entre 18 e 20 kDa, riqueza em aminoacidos basicos,
auséncia de cisteina, e por agir formando poros em membranas bioldgicas e modelo
(Lanio et al., 2001; Anderluh et al., 2002). Também se destaca a alta afinidade
dessas toxinas por membranas contendo o esfingofosfolipidio esfingomielina (Tejuca
et al., 1996; de los Rios et al., 1998).

As actinoporinas vém sendo extensamente reportadas na literatura.
Juntamente com as esticolisinas, alvos desse estudo, as toxinas Equinatoxina (Eqtll)
e Fragaceatoxina C (FragC) sdo muito estudadas (Rojko et al., 2015, Yamaji-

Hasegawa et al., 2015).

As esticolisinas | e Il (Stl e Stll) sdo actinoporinas produzidas pela anémona
marinha Stichodactyla helianthus (de los Rios et al., 1999; Lanio et al., 2001). St | e
St Il séo isoformas e possuem 93% de homologia, com substituicdo de apenas 13
aminoacidos, sendo apenas trés modificagcbes ndo conservativas, presentes na
porcdo N-terminal das proteinas (Glu2/Alal, Asp9/Ala8, Gly23/Glu22). Apesar do
alto grau de identidade, as toxinas possuem diferentes atividades hemoliticas, 21700
UH/mg e 30000 UH/mg para St | e St Il respectivamente (de los Rios et al., 1999;
Lanio et al., 2001; Huerta et al., 2001).

1.2 Estrutura tridimensional

As resolucdo por cristalografia de raios-X e ressonancia magnética nuclear
(NMR) das estruturas tridimensionais das esticolisinas (Manchefio et al., 2003;
Castrillo et al., 2010; Lopez-Castilla et al.,, 2014) e das actinoporinas Eqtll
(Athanasiadis et al., 2001; Hinds et al., 2002) e FragC (Mechaly et al., 2011) revelam

que, além da similaridade de sequéncia, as actinoporinas apresentam estruturas
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semelhantes. Actinoporinas apresentam uma Unica subunidade composta de um
sanduiche de duas folhas 3, cada uma formada por 5 fitas 3, flanqueado por duas

a-hélices, uma proxima a regido N-terminal (a1) e uma no meio da cadeia

polipeptidica (a2) (Fig. 1.1).

Figura 1.1 Estruturas tridimensionais de Stll (A) (Manchefio et al., 2003), Eqtll (B)
(Athanasiadis et al., 2001) e FragC (C) (Mechaly et al., 2011) e sobreposicado das
posicoes dos carbonos a nas estruturas das trés toxinas (D) (Mechaly et al., 2011).
Resultados envolvendo estudos de Stl e Stll através de CD (Manchefio et al.,
2001; Alvarez et al., 2003) e de FTIR (Menestrina et al., 1999) também indicaram

uma alta proporcgao de estrutura em folha B e baixo conteudo de a-hélice.

Na estrutura das esticolisinas e das outras actinoporinas destaca-se a
presenca de um cluster de residuos aromaéticos relativamente expostos ao ambiente
aguoso envolvendo os residuos Tyrl06, Trp110, Tyrlll, Trpl14, Tyr 131, Tyrl35 e
Tyr 136 em St Il (Manchefio et al., 2003) e Tyr108, Tyrl110, Trp112, Tyrl13, Tyrl37 e
Tyr 138 em Eqt Il (Athanasiadis et al.,, 2001; Hinds et al., 2002). Residuos
aromaticos sao conhecidos pela alta afinidade pela interface de membranas lipidicas
(Killian & von Heijne, 2000) e participam da ligagéo das toxinas & membrana estando

também envolvidos na especificidade dessa por SM (Bakrac€ et al., 2008).

Estudos recentes de NMR de Stl na presenca de micelas de DPC e DHPC
indicaram mudanca no deslocamento quimico dos residuos aromaticos nessa regiao
na passagem da toxina do ambiente aquoso para as micelas, evidenciando a
participacdo dessa regido na ligacdo das toxinas a membrana lipidica (Fig. 1.2A)
(Castrillo et al., 2010; Lopez-Castilla et al., 2014).
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Figura 1.2 Representacdo da estrutura tridimensional de Stl evidenciando: (A) o
cluster de residuos arométicos (B) o sitio especifico de ligacdo a POC (Garcia-
Ortega et al., 2011).

A cavidade formada pelos residuos aromaticos também apresenta um sitio de
ligacdo especifico para fosfocolina (POC), visto pela primeira vez em Stll (Fig. 1.2B)
e também presente em Eqtll e FragC, numa regido altamente conservada (Rojko et
al., 2015). No sitio observado em Stll, a carga positiva do atomo de nitrogénio da
colina é estabilizada pelos elétrons n dos residuos Tyrlll e Tyrl35 e a carga
negativa no grupo fosfato interage com as hidroxilas de Tyrlll e Tyrl36 e é
estabilizada pela carga positiva de Arg51 (Fig. 1.2B) (Manchefio et al., 2003; Garcia-
Ortega et al., 2011). Estudos com o mutante de Stl R52C (R51 em Stll) indicam a

importancia do residuo na ligagcéo e atividade da toxina (Valle et al., 2011).

Em ensaios de afinidade por ressonancia plasménica de superficie, o sitio de
ligacdo a POC em Eqtll, anadlogo ao observado para Stll, mostrou-se altamente
especifico para o grupo POC ligado a uma cadeia esfingosina (LSM) quando
comparado com POC ligado ao glicerol (LPC) evidenciando a origem da alta
afinidade das actinoporinas por membranas contendo SM (Bakrac et al., 2008).

O segmento N-terminal das actinoporinas forma uma a-hélice de carater
anfipatico (Fig. 1.3B) que se posiciona com a face hidrofébica em contato com uma
porcao hidrofébica do sanduiche de folhas-B (Manchefio et al., 2003; Athanasiadis et
al., 2001; Mechaly et al., 2011; Rojko et al., 2015). A a-hélice N-terminal das
actinoporinas, segundo o0 mecanismo proposto para sua acao, sofre a alteracéo
conformacional mais significativa na passagem da toxina para a membrana, além de
ser a parte da toxina que é inserida ha membrana formando o canal do poro (Hong
et al., 2002; Anderluh et al., 2003; Kristan et al., 2007; Tanaka et al., 2015).
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Figura 1.3 Alinhamento das sequéncias de Stl e Stll destacando as posi¢cdes das
substituicdes (numeracdo dos residuos pela sequéncia de Stll). Projecédo helicoidal
do segmento 11-30 de Stll com destaque para as faces hidrofilica e hidrofobica da a-
hélice anfipatica.

Nas esticolisinas a porgao N-terminal apresenta um segmento de
aminoacidos hidrofébicos sem alta probabilidade de se estruturar em solucéo
(residuos de 1 a 10), bem como um segmento de carater altamente anfipatico
(residuos 11 a 30), estruturado em a-hélice (Fig. 1.3) (Manchefio et al., 2003,
Castrillo et al., 2010). Nessa regido, residem as Unicas trés substituicbes nao
conservativas entre Stl e Stll, localizadas nas posicbes Glu2/Alal, Asp9/Ala8 e
Gly23/Glu22, além de um residuo extra de serina na posicdo 1 de Stl, conferindo a

essa isoforma um carater mais hidrofilico (Fig. 1.3) (Huerta et al., 2001).

A regiao N-terminal das actinoporinas mostrou-se crucial para a formagéo do
poro. A delecdo da regidao N-terminal de Eqtll inibiu completamente a lise de
eritrocitos (Anderluh et al., 1997). A ligacdo covalente do N-terminal de Eqtll por
meio de residuos de cisteina nas posi¢cfes 8 e 69 gerou mutantes capazes de se
ligar, mas incapazes de promover o vazamento do contetdo interno de vesiculas
lipidicas (Hong et al., 2002).

A introducédo de residuos de Cys por mutacdo sitio-dirigida em diferentes
posicoes de Eqtll e a ligagdo de uma sonda fluorescente sensivel a polaridade a
estes residuos mostrou que, além da regido dos residuos aromaticos, a regiao

terminal também penetra na membrana (Anderluh et al., 1999; Rojko et al., 2013).
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1.3 Mecanismo de formagé&o do poro

A formacéo do poro pelas esticolisinas e outras actinoporinas inicia-se
com a ligacdo da toxina a membrana lipidica por meio do cluster de residuos
aromaticos acima mencionado (Fig. 1.4A) (Manchefio et al., 2003; Athanasiadis et
al.,, 2001). Essas posicOes sao altamente conservadas entre as actinoporinas
(Alvarez et al., 2009) e, pela grande afinidade desses residuos pela superficie das
membranas, acredita-se que nesse primeiro momento a ligacdo as membranas se

dé de forma inespecifica.

Estudos de mutacdo sitio-dirigida em Eqtll mostraram que os residuos do
cluster aromatico sdo de grande importancia na ligacdo a membranas, uma vez que
a mutacdo dos residuos de triptofano W116/117 nessa regido diminuiu a afinidade
da toxina pelas bicamadas , bem como sua atividade hemolitica (Malovrh et al.,
2000). Estudos com o mutante de Stl W111C também indicam uma diminuicdo na

ligacdo e atividade da toxina em relagéo a Stl nativa (Antonini et al., 2014).

Posteriormente a ligagdo da toxina a membrana, ocorreria a ligacéo
especifica do sitio de ligacdo de POC com SM. Uma vez ligada a membrana, o N-
terminal da toxina se desprenderia do sanduiche de folhas-B e passaria a interagir
com a superficie da bicamada (Fig. 1.4A) (Tejuca et al., 1996; de los Rios et al.,
1998; Manchefio et al., 2003; Menestrina et al., 1999; Anderluh et al., 2003; Malovrh
et al., 2003; Guitierrez-Aguirre et al., 2004; Rojko et al., 2013; Rojko et al., 2015).
Nessa etapa, ao interagir com os lipidios, ocorreria um aumento no conteudo
helicoidal do segmento N-terminal. No caso das esticolisinas, estudos de CD e FTIR
sugerem que a ligacdo a membrana promove um aumento de 5% do conteudo de a-
hélice, equivalente a 9 residuos, e 6% no conteudo de folhas-B. O ganho de
estrutura em hélice observado se concentraria majoritariamente na regidao N-
terminal, com a formacdo de um novo segmento de hélice, ou expansao do ja
existente na regido dos residuos 1-14 (Menestrina et al., 1999; Alvarez et al., 2003;
Castrillo et al., 2010).

Em seguida, ocorreria oligomerizacdo da proteina e a insercdo parcial do
segmento em a-hélice na membrana juntamente com a reorganizagdo dos lipidios
formando um poro de natureza toroidal nos casos das esticolisinas e da Eqtll

(Malovrh et al., 2003) (Fig. 1.4A). O lumen do poro seria recoberto pelos residuos da
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face hidrofilica da a-hélice e pelas cabecgas polares dos lipidios em curvatura positiva
(Manchefio et al., 2003; Alegre-Cebollada et al., 2007; Anderluh et al., 2003; Alvarez
et al., 2003).

Estudos com Stl e fosfolipidios marcados com sondas fluorescentes
mostraram que a toxina foi capaz de induzir redistribuicdo dos lipidios entre os
folnetos da bicamada, sugerindo a presenca de uma regido continua entre 0s
folhetos, caracteristica da formac&o de um poro toroidal (Alvarez et al., 2001). Nessa
etapa, ocorreria a Ultima alteracdo conformacional com a mudanca na orientacdo da
hélice N-terminal em relacdo ao core  por meio de uma regido flexivel entre os
residuos 30-35.

Figura 1.4 (A) Figura esquematica das etapas envolvidas na formacdo de poro
toroidal (Rojko et al., 2015). (B) Modelo do tetrdmero da St Il obtido por microscopia
eletrdnica de alta resolucdo (Manchefio et al., 2003).

O numero de mondmeros de esticolisinas formando o poro toroidal néo é fixo,
variando entre 2 e 7 subunidades como indicam estudos de medida de corrente do
canal formado (Antonini et al., 2014). Medidas de corrente de canal Unico (single
channel) e experimentos de fluorescéncia com a toxina marcada também indicam
gue ndo ha uma estequiometria fixa no poro formado por Eqtll (Rojko et al., 2013;
Tanaka et al., 2015). Entretanto, esses e outros estudos indicam a existéncia de
estados oligoméricos preferenciais, sendo as formas trimérica e tetramérica as mais
estaveis e frequentes (Fig. 1.4B) (Mancherio et al., 2003; Rojko et al., 2013). Apesar

das varia¢cdes no numero de monémeros formando o poro, o tamanho médio do raio
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hidratado do canal formado pelas esticolisinas e pela Eqtll € de 1 nm e ndo sofre
grandes flutuacdes (Tejuca et al., 1996; Tejuca et al., 2001; Belmonte et al., 1993).

Em contraste com o observado para as esticolisinas e Eqtll, estudos de
cristalografia de raios-X e de crio-microscopia eletrdbnica mostraram que 0 poro
formado por FragC é formado por oito ou nove mondmeros, de natureza conica, e
com a parte interna do canal recoberta apenas pelas hélices N-terminais da toxina
(Fig. 1.5) (Mechaly et al., 2011; Tanaka et al., 2015). Tal arquitetura do poro de
FragC é possivel devido a existéncia de uma rede de contatos toxina-toxina e toxina-
lipidio especificos que estabilizam tal arranjo (Mechaly et al., 2011; Tanaka et al.,

2015).
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Figura 1.5 (A) Figura esquematica das etapas envolvidas na formacdo do poro
conico de FragC (Rojko et al., 2015). (B) Arranjo do octamero de FragC na regido do
poro (Tanaka et al., 2015). (C) Contato entre dois mondémeros de FragC envolvendo
Val60, Trp149 e Phe 163 (Morante et al., 2015b).

Mutantes de FragC nas posi¢cdes Phel6 e Val60 indicam a importancia
desses residuos no processo de oligomerizagdo da toxina e nos contatos
especificos entre os mondémeros. Inicialmente, em solucéo, a hélice estaria ligada ao
corpo da toxina pelo contato Phel6-Val60. Ao ligar-se a membrana, a hélice se
desprende do corpo da toxina e Val60 fica livre para entdo estabelecer contatos com
Trpl49 e Phel63 de outro mondmero (Morante et al., 2015a, 2015b). A formacao de

dimeros de FragC esta diretamente relacionada com as etapas do mecanismo de
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formacdo do poro e montagem do arranjo que aconteceria até a forma octamérica
pela adicdo sucessiva de moléculas dimerizadas (Fig. 1.5A) (Tanaka et al., 2015;
Rojko et al., 2015).

1.4 Estudos do mecanismo de acdo das actinoporinas por meio de peptideos

correspondentes aregidao N-terminal

O estudo da estrutura de proteinas em resolugdo atdbmica, principalmente de
proteinas de membrana, é bastante desafiador uma vez que existem dificuldades na
aplicacdo de técnicas de alta resolu¢do como cristalografia de raios X e ressonancia
magnética nuclear. Para contornar tal problema, a andlise conformacional e
dindmica de fragmentos da proteina tem sido uma alternativa. Similarmente ao que
tem sido encontrado para proteinas globulares (Dyson et al., 1985; Dyson & Wright,
1995), estudos sugerem que fragmentos de proteinas de membranas demonstram
preferéncias conformacionais comparaveis a conformacao predita ou resolvida para
esses segmentos quando no conjunto da proteina. Em particular, varios estudos tém
sido realizados com fragmentos de receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
(Shinagawa et al., 1994, Yeagle & Albert, 2007, Pertinhez et al., 1995; Spisni et al.,
1996; Pertinhez et al., 1997; Franzoni et al., 1997; Salinas et al., 2002, Schreier et
al., 2002).

Peptideos correspondentes ao N-terminal das actinoporinas tém se mostrado
Gteis no estudo ndo sO de propriedades conformacionais, mas também de
propriedades funcionais e mecanisticas da acao das toxinas. Peptideos contendo a
sequéncia 1-31 ou 1-30 de Stl e Stll, respectivamente, mostraram-se inicialmente
capazes de mimetizar funcionalmente as toxinas, exibindo atividade formadora de
poros em eritrocitos (Casallanovo et al., 2006; Cilli et al., 2007). Esses estudos foram
capazes de correlacionar a diferenca de atividade entre as isoformas com as
substituicbes contidas nessa regido. Os peptideos também se mostraram ativos em
membranas lipidicas em ensaios de vazamento do conteudo interno de LUV e em
experimentos de microscopia 6ptica com vesiculas unilamelares gigantes (GUV)
(Ros et al., 2011).

Recentemente, um estudo comparativo entre os peptideos das esticolisinas, e
os fragmentos 1-32 de Eqtll e FragC mostrou a correlacdo entre a atividade das

toxinas e o indice de hidrofobicidade do segmento N-terminal. A atividade da toxina,
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bem como a do segmento N-terminal, é proporcional ao indice de hidrofobicidade da
sequéncia 1-32 na ordem: Stll > Eqtll = FragC > Stl (Ros et al., 2015). O tamanho do
poro formado pelos peptideos em eritrécitos é de 1 nm, assim como o do poro
formado pelas toxinas (Casallanovo et al., 2006). O estudo mostrou que, além de
mimetizar funcionalmente as toxinas em relacdo ao tamanho do poro, essa

caracteristica é determinada pelas hélices e seu arranjo na regido do poro.

A investigacdo das propriedades conformacionais desses fragmentos tem
sido feita tanto em solugdo como na presenca de membranas modelo. Estudos de
CD dos peptideos Stll;.30 e Stl;.3; e de fragmentos mais curtos indicaram um
aumento no conteudo de a-hélice na ligacao das moléculas a membranas (micelas e
bicamadas) (Paulino, 2010). O aumento do contetdo helicoidal dos peptideos
corrobora a hipotese de que a maior parte da alteracdo conformacional durante a

formacéo do poro envolve o N-terminal.

Estudos de NMR de Stl1-30 em solucéo e ligado a micelas de DPC também
mostraram um aumento no conteddo helicoidal do peptideo além de evidenciar a
regiao sujeita a tais alteragdes e resolver a estrutura em alta resolucéo da forma final
da hélice na regido do poro. Segundo Castrillo et al., 2010, em solucéo o peptideo
possui uma estrutura flexivel com a regido 14-22 com maior propensao de aquisi¢ao

de estrutura secundaria em a-hélice.

Figura 1.6 Sobreposicdo dos 20 modelos estruturais do peptideo Stl;.3 obtida por
NMR em TFE 30% (Castrillo et al., 2010). Sobreposicao: (A) global dos 30 residuos;
(B) residuos 4-9; (C) residuos 14-22. (D) Sobreposicdo das 20 estruturas do
peptideo Eqtll;-3, obtidas por NMR em micelas de DPC (Dreschsler et al., 2006).

Em TFE e micelas de DPC Stl;.3p apresenta dois segmentos em a-hélice,
residuos 4-9 e 14-25, ligados por um segmento flexivel (Fig. 1.6) (Castrillo et al.,
2010). A sobreposicdo global e dos segmentos helicoidais de forma separada

evidencia a regiao flexivel bem como o angulo entre os segmentos em a-hélice.
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Estudos de fluorescéncia utilizando diferentes analogos da sequéncia Stll;-30
com residuos de leucina substituidos por triptofano nas posi¢bes 2, 12, 17 e 24
contribuiram para o entendimento da topologia e orientacdo do segmento N-terminal
das toxinas na interacdo com micelas e bicamadas (Ros et al., 2013). Estudos de
ligacdo em monocamadas, fluorescéncia intrinseca do triptofano, e supressédo de
fluorescéncia por moléculas aquo e lipossolliveis mostraram que apenas a posi¢ao 2
encontra-se enterrada na regido hidrofobica da bicamada enquanto o resto do
peptideo estaria mais exposto ao ambiente aquoso na interface membrana-agua
(Ros et al., 2013). Dessa forma, o peptideo apresentaria uma regiao flexivel ao redor
do residuo 10 que permitiria a regido hidrofébica 1-10 interagir com as cadeias acila
dos lipidios enquanto o resto da molécula permanece na superficie da membrana,

assim como na estrutura resolvida por Castrillo et al., 2010.

Diversos estudos funcionais e estruturais foram desenvolvidos com peptideos
do N-terminal de Eqtll com resultados semelhantes aos obtidos com os peptideos
das esticolisinas. Estudos de atividade em vesiculas lipidicas e em eritrécitos
mostraram que os peptideos de Eqtll sdo capazes de formar poros e que em
vesiculas lipidicas a atividade é favorecida por interacdes eletrostaticas e € pouco

afetada pela presenca de SM na composi¢ado da bicamada (Dreschsler et al., 2006).

Do ponto de vista conformacional Eqtll;.3» se comporta como os peptideos de
esticolisinas, apresentando um baixo conteudo helicoidal em solugéo, que aumenta
com a ligagdo em membranas modelo assim como mostrado por estudos de
dicroismo circular com radiacdo sincrotron, FTIR e NMR (Dreschsler et al., 2006;
Dreschsler et al., 2009). Essas observagfes corroboram o ganho estrutural
observado na ligacdo da toxina a membranas e a hipotese de que a alteracao

estrutural ocorra majoritariamente no N-terminal.

A resolucéo da estrutura de Eqtll em micelas de DPC por NMR mostrou que
diferentemente do peptideo Stl; 3, este adota uma conformagdo com apenas um
segmento helicoidal (Fig. 1.6D). A hélice de carater anfipatico expande-se do

residuo 6 ao 28 do peptideo (Dreschsler et al., 2006).

Por meio de medidas de distancias entre nulcleos marcados nos residuos
Phel6-°F, Leul9-*C e Leu23-°N, experimentos de NMR no estado sélido (SS-

NMR) em diferentes condi¢des indicaram alteracdes conformacionais nessa regiao
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ao longo dos passos no mecanismo de formagao do poro (Lam et al., 2010). A
variacdo na distancia entre Phe16-°F e Leu19-'C de 10,8 A em solucéo, para 5,0 e
6,4 A em DMPC e PC:SM, respectivamente, evidencia a estruturacdo do peptideo
nessa regido (Lam et al., 2010). As distancias entre Phel6-'°F e DMPC-*!P junto
com estudos de simulagcdo de dinamica molecular, apresentados no mesmo
trabalho, indicam também a presenca de contatos entre as cargas positiva do
peptideo e o grupo fosfato negativo dos lipidios. Os estudos de simulacdo de
dindmica molecular de Eqtll e Eqtll;-3; mostraram também que em ambos a regido
21-24 se estrutura em hélice enquanto a regido 1-15 permanece mais flexivel. Na
passagem da molécula para o ambiente da membrana, as simulagbes, assim como

visto por outras técnicas, mostram um aumento do contetdo helicoidal do peptideo.

1.5 Utilizacdo das esticolisinas e outras actinoporinas na construcdo de

imunocinjugados

Imuconjugados sdo moléculas hibridas contendo uma porcao desginada para
reconhecimento e ligacdo nos alvos desejados e outra por¢éo efetora, normalmente
uma toxina, que tém sua atividade direcionada pela porcao de ligacéo (Tejuca et al.,
2009). Entre os alvos mais comuns encontram-se células infecciosas, células

tumorais, subconjuntos de células normais e células de parasitas.

A primeira tentativa de utilizacdo de um imunoconjugado envolvendo uma
toxina que age na membrana foi descrita nos trabalhos de Avila et al., 1988 e 1989.
A porcdo hemolitica do extrato da anémona Stichodactyla helianthus for ligada aos
anticorpos monoclonais para reconhecimento de antigenos em células T imaturas
(Avila et al., 1988) e celulas de carcinoma embrionéario (Avila et al., 1989). Nesses
estudos, observou-se a acdo dos imunoconjugados contra células expressando 0s
antigenos especificados e auséncia de acdo em mutantes com tais epitopos

deletados.

O imunoconjugado formado por Stl ligada ao anticorpo IOR C5, especifico
para um antigeno associado a tumores de colo de Utero, mostrou-se capazes de
ligar preferencialmente pela regido do anticorpa em células tumorais (Tejuca et al.,
2004). A taxa entre a citotoxicidade (acdo desejada) e atividade hemolitica do
imunoconjugado é sete vezes maior comparada a toxina livre, evidenciando a

especificidade da molécula hibrida.
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Imunoconjgaods baseados na afinidade biotina-avidina utilizando mutantes da
Eqtll apesar de envolver um numero maior de subunidades se mostraram mais
versateis e de montagem mais facil (Tejuca et al., 1999). Por depender da ligacdo de
um anticorpo secundario ao anticorpo de reconhecimento do antigeno, a escolha e

teste de possiveis alvos é mais flexivel em comparagdo com a montagem mais

simples envolvendo a ligac&o direta anticorpo-toxina.
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Figura 1.7. Esquema da construcdo de um imunoconjugado de ligacao direta toxina-

anticorpo (direita) e baseado no sistema biotina-avidina (esquerda).
1.6 Estudos de peptideos contendo o aminoacido TOAC

Em colaboracdo com os grupos dos Professores Anténio C.M. Paiva e Clovis
R. Nakaie, nosso grupo desenvolveu o emprego do aminoacido paramagnético
TOAC para a inclusdo em peptideos a fim de estudar suas propriedades
conformacionais através da técnica de EPR (Nakaie et al., 1981; Nakaie et al., 1983;
Marchetto et al.,, 1993). O uso dessa metodologia € amplamente relatado na
literatura, como mostra revisao recente de Schreier e colaboradores (Schreier et al.,
2012).

A molécula de TOAC, que teve sua sintese descrita em 1967 (Rassat & Rey,
1967), é caracterizada por uma estrutura heterociclica saturada contendo um radical

nitroxido estabilizado por atomos de carbono tetrassubstituidos (Fig. 1.8).
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Figura 1.8 Estrutura do a-aminoécido TOAC.

Estudos pioneiros das propriedades fisico-quimicas do TOAC foram
realizados com o amino&cido em solucdo e também com acetil-TOAC (grupamento
amino acetilado) e com o dipeptideo TOAC-Gly (Nakaie et al., 1981). Os espectros
de EPR de TOAC e seus analogos se mostraram sensiveis ao estado de ionizacao
dos grupos amino ou carboxila livres, ou seja, sdo pH-dependentes. Medidas de
desdobramento hiperfino, da relagdo de alturas entre as linhas e da assimetria das
linhas espectrais se mostraram sensiveis a protonacao/desprotonacdo das

moléculas.

Os primeiros estudos de um peptideo biologicamente ativo contendo TOAC
foram reportados pelo nosso grupo em Nakaie et al., 1983. O hormonio peptidico
angiotensina 1l e analogos contendo TOAC adicionado na posi¢cdo zero ou
substituido na posicao 1 foram sintetizados e estudados do ponto de vista funcional
e fisico-quimico. Além de reter parte da atividade em comparacdo com o peptideo
nativo, os analogos contendo TOAC se mostraram Uteis para investigacao das
propriedades conformacionais do peptideo em diferentes condi¢cdes de pH (Nakaie
et al., 1983).

Outros peptideos de interesse biologico tém tido suas propriedades
exploradas por meio do uso de analogos contendo TOAC ligado em diferentes
posicbes da cadeia polipeptidica. Entre eles destacam-se outros hormonios
peptidicos, peptideos de defesa do hospedeiro, fragmentos de proteinas além de
outras classes de peptideos que atuam na membrana ou de alguma forma

interagem com agregados lipidicos (Schreier et al., 2012).

Pelo fato de TOAC estar conectado diretamente a cadeia polipeptidica, os
espectros de EPR do aminoacido sdo sensiveis a conformag¢do e dinamica do
peptideo. Juntamente com o emprego de outras técnicas espectroscopicas, como

CD e fluorescéncia, propriedades de conformacao e dinamica podem ser analisadas
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variando a posi¢éo do residuo de TOAC ao longo da molécula (Vieira et al., 2002;
Schreier et al., 2004; Teixeira et al., 2015). Apesar da conhecida influéncia de TOAC
sobre a conformacéo do peptideo (Toniolo et al., 1998), analogos de angiotensina e
bradicinina contendo TOAC foram estudados por EPR em solucbes de diferentes
pHs, na presenca de TFE e sistemas de membranas modelo,possibilitando a
correlacdo de suas propriedades conformacionais com a atividade bioldgica (Vieira
et al., 2002; Schreier et al., 2004; Vieira et al., 2009; Teixeira et al., 2015).

A dupla marcacdo de peptideos com TOAC também tem sido usada para
estudo conformacional de peptideos por possibilitar medidas de distancia entre os
centros paramagnéticos (Smythe et al., 1995). Peptideos modelo ricos em Ala com
simples e dupla marcacdo com TOAC possibilitaram, por meio de medi¢cdo de
distancias, CD e modelagem molecular, distinguir entre a formacdo de hélices do
tipo a e 310 (Smythe et al.,, 1995). A marcacdo dupla em diferentes posic6es do
peptideo de defesa do hospedeiro, tricogina, mostrou que ambas as porcées N e C-
terminal apresentam carater helicoidal, e que as flutuacbes de distancias
observadas entre as extremidades € devida a flexibilidade dos residuos de glicina
nas posicées 5 e 6 (Anderson et al., 1999; Monaco et al., 1999). A dupla marcacao
nas posicées 8 e 14 de magainina-2, um peptideo de defesa do hospedeiro,
mostrou-se Util para medidas de distancia e orientacéo relativa entre os nitroxidos de
modo a contribuir para estudo da conformacdo do peptideo. A distancia entre os
nitroxidos de TOAC medida por EPR foi de 15,3 A, corroborando estudos anteriores
de modelagem molecular que indicaram 13,3 A de distancia entre as posicdes 8 e 14
(Sahu et al., 2014). Ainda, a orientacéo relativa dos nitréxidos também corrobora
estudos de modelagem do peptideo (Sahu et al., 2014).

A interagéo de peptideos contendo TOAC com membranas modelo pode ser
estudada por EPR fornecendo informacbes relativas a diversos aspectos de tais
sistemas. Agregados moleculares como micelas e bicamadas apresentam
propriedades de polaridade e dinamica diferentes da solucdo aquosa, de modo que
espectros de EPR de TOAC séo sensiveis a mudancas de ambiente do peptideo
marcado. Baseado em valores de desdobramento hiperfino isotrépico, medido pela
separacdo entre as linhas espectrais em sistemas isotropicos, parametro sensivel a
polaridade (Griffith et al., 1974, Marsh & Toniolo, 2008), é possivel confirmar a

ligacdo de peptideos a membranas, bem como investigar a profundidade de imersao
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do residuo de TOAC em membranas lipidicas por meio da calibracao relacionando o
desdobramento hiperfino isotropico e a posicdo de TOAC na membrana (Marsh &
Toniolo, 2008). A ligacédo e a posicdo do peptideo alameticina contendo TOAC nas
posicdes 1, 8 e 16 na membrana foram investigadas pela medida de desdobramento
hiperfino isotropico adicionando informagdes relevantes sobre a profundidade e

orientacao relativa do peptideo na membrana (Marsh, 2009).

A orientagcdo de peptideos marcados com TOAC estruturados em a-hélice ou
folha-B em relagdo a superficie da membrana pode ser acessada em sistemas de
bicelas ou bicamadas orientadas. Nesses sistemas, 0s espectros EPR de TOAC séo
sensiveis a orientacdo do residuo paramagnético em relacdo ao campo magnético
aplicado e, correlacionando as coordenadas dos eixos do nitréxido com a estrutura
do peptideo, € possivel estudar a orientacdo desses na membrana (Marsh, 2006).
Por meio estudos de espectros de EPR de peptideos modelo e de alameticina, um
peptideo formador de canais ibnicos, marcados com TOAC, Marsh et al., 2006 e
2007, calcularam a inclinacdo do peptideo em membranas orientadas. Outra forma
de estudar a orientacao de a-hélices contendo TOAC é utilizando bicelas orientadas
no campo magnético. Estudos com a hélice M2 do receptor de acetilcolina
apresentaram valores de inclinacdo entre 14° e 16°, proximos aos medidos por SS-
NMR e calculados por simulagbes de dindmica molecular (Inbaraj et al., 2006;
Inbaraj et al., 2007). Experimentos com marcacdo dupla e medidas de distancias
entre as posicdes 7 e 13 em sistemas orientados também contribuiram nos estudos

desse sistema (Ghimire et al., 2012)

TOAC também tem sido usado em estudos da proteina integral de membrana,
fosfolambana. A proteina, que na membrana é encontrada na forma de um
pentamero, tem a fungéo de inibir a enzima Ca-ATPase do musculo cardiaco do
reticulo sarcoplasmético. A regulacédo da inibicdo exercida pela proteina é feita por
uma proteina quinase que, ao fosforilar/desfosforilar a PLB, deflagra a transigédo
entre diferentes estados de dinamica molecular. A incorporacdo de TOAC nas
posicdes 0, 11, 24 e 46 do polipeptideo de 52 residuos, descrita pela primeira vez
em Karim et al., 2004, permitiu o estudo da dindmica dos segmentos intra e
extramembranar da cadeia. A posicdo 46, localizada na regido da hélice
transmembrana, apresentou uma Unica populacdo fortemente imobilizada, enquanto

nas posicbes 0 e 11, na porgcdo citoplasmatica da proteina, foi verificado um
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equilibrio entre um estado com alta mobilidade e outro imobilizado (Karim et al.,
2004). Esses diferentes estados conformacionais observados foram caracterizados
de acordo com sua dindmica em estudos com os analogos de PLB reconstituidos na
presenca ou ndo da Ca-ATPase alvo da inibicdo. O estado de menor mobilidade do
N-terminal, no qual a extremidade da cadeia interage com os lipidios, é denominado
estado T (tenso) e refere-se a forma na qual o complexo PLB-Ca-ATPase é mantido
e a enzima inibida. A fosforilagdo da PLB desloca o equilibrio para a forma de maior
mobilidade (R, relaxado), forma na qual Ca-ATPase se dissociaria da proteina de
membrana e passaria para a forma ativa (Karim et al., 2006). Também foi possivel
estudar as interacBes proteina-proteina entre PLB e a enzima por meio dos
espectros de EPR sensiveis a tais mudancas na estrutura e dinamica da molécula
na membrana (James et al.,, 2012). Estudos de simulacdo de dinamica molecular
dos analogos de PLB estudados permitiram aperfeicoar a interpretacdo dos
espectros de EPR. A correlacdo da posicdo do nitroxido em relacdo a hélice
transmembrana possibilita o célculo do angulo entre a hélice e a membrana nas

diferentes condic8es do sistema (Reid et al., 2015).
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2. Objetivos

O objetivo do projeto consiste em dar continuidade aos estudos do
mecanismo de acdo das esticolisinas por meio do uso de peptideos da regido N-
terminal das toxinas enfocando aspectos diversos das moléculas em solucdo e na

presenca de membranas modelo.

O efeito da interagcdo com os lipidios sobre a conformacéo dos peptideos,
bem como a sua topografia nas membranas modelo serd examinado por meio das
técnicas espectroscopicas de dicroismo circular (CD), fluorescéncia e ressonancia
paramagnética eletrénica (EPR). A interacdo peptideo-micela sera também estudada
por meio de espalhamento de raios-X de baixo angulo (SAXS). Sera ainda
investigada a capacidade dos peptideos de mimetizar as toxinas e por meio de

ensaios de atividade.

Ainda, por meio de sintese de peptideos e ensaios de atividade, pretende-se
buscar peptideos curtos derivados das sequéncias de St | e Il que exibam atividade
antibacteriana e baixa toxicidade de modo a se constituirem em candidatos a

aplicacao em tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias.
Objetivos especificos:

- por meio de estudos in silico, investigar as propriedades de aquisicdo de
estrutura secundaria das sequéncias e obter modelos estruturais em escala atbmica

dos peptideos.

- avaliar a ligacéo e conformacédo dos peptideos por meio de estudos CD dos
peptideos em solucédo e em presenca membranas modelo (micelas e bicamadas), e
avaliar a influéncia da forma, composicao, e fase dos agregados lipidicos nessas

propriedades.

- estudar por EPR aspectos dindmicos, de afinidade e topologia da interagédo
do peptideo N-TOAC-Stll;1.30 com agregados lipidicos; estudos de supressédo de
fluorescéncia de lipidios marcados também pretendem avaliar a profundidade de

penetracdo do peptideo.

- estudar a capacidade dos peptideos de mimetizar as toxinas formando poros

em vesiculas lipidicas e confirmar a possivel estrutura toroidal do poro em
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experimentos de vazamento de CF e translocacdo de lipidios marcados,

respectivamente, utilizando fluorescéncia.

- experimentos de SAXS, realizados em colaboragdo com o grupo dos
professores Leandro Barbosa e Rosangela Itri (IF-USP), pretendem estudar
alteracbes no tamanho e forma de micelas de LPC decorrentes da interacdo

peptideo-micela.

- ensaios de atividade biologica pretendem investigar acdo dos peptideos em
diferentes modelos celulares e enfocando diferentes aspectos como perturbacao da
membrana celular, e alteragdes na viabilidade e proliferacédo das células.
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3. Materiais e Métodos
3.1 Peptideos

Os peptideos Stli3;, Stlioz1, Stllize, Stllizz0 € N-TOAC-StlHl 11.30 foram
sintetizados no laboratério do Prof. Dr. Eduardo M. Cilli, do Instituto de Quimica,
UNESP-Araraquara. Os peptideos foram sintetizados e analisados como descrito em
Casallanovo et al., 2006. A sintese foi realizada pela técnica de fase solida
(Merrifield, 1963; Stewart & Young, 1984) através da metodologia Fmoc (Atherton &
Sheppard, 1989).

Os peptl'deos Stll1-10, Stlog-31, Stloo-31 E24A, Stlyo.31 E24K e Stlyo.31 E24Q foram
sintetizados durante o desenvolvimento do projeto para “screening” de atividade de

fragmentos curtos derivados do N-terminal de Stl e Stll.



Tabela 3.1 — Peptideos correspondentes ao N-terminal de St | e Il.

Peptideo Sequéncia MM Carga em pHs:
(Da) 3 7 11
Stly31 S ELAGT IIDGA SLTFE VLDKV LGELG KVSRK | 3245,7 | +4,6 0 -3,2
Stlio.31 SLTFE VLDKV LGELG KVSRK | 22176 | +4,7 | +2 -1,2
Stll;-30 ALAGT IIAGA SLTFQ VLDKV LEELG KVSRK | 3127,7 | +4,7 | +2 -1,2
Stll11-30 SLTFQ VLDKV LEELG KVSRK | 2288,7 | +4,7 | +2 | -1,2
Stll110 ALAGT IIAGA 856,0 +1 +1 | +0,2
Stlzo-31 KV LGELG KVSRK | 13126 | +49 | +4 | +0,8
Stlyo-31E24A KV LGALG KVSRK | 1254,6 +5 +5 +1,8
Stlyp.31E24K KV LGKLG KVSRK | 1311,7 | +6 +6 +2
Stly0.3:E24Q KV LGQLG KVSRK | 13116 | +5 +5 | +1,8
N-TOAC-Stll1;-30 TOAC SLTFQ VLDKV LEELG KVSRK | 2485,7 | +4,7 | +1 | -1,3
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3.1.1 Sintese de peptideos

Foi empregada a sintese em fase solida pela metodologia Fmoc em um
equipamento Intavis ResPep SL (Intavis AG, Alemanha). A sintese foi realizada na
escala de 50 micromoles utilizando-se colunas de 6 mL. Para tal escala, 110 mg de
resina Rink Amide 200-400 mesh (Bachem, Suica) foram pesados e deixados em

DMF por 40 minutos para inchamento.

Os seguintes aminoacidos com o grupo amina protegido pelo Fmoc e as

cadeias laterais protegidas, foram comprados da Intavis AG (Alemanha).
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Fmoc-Thr(tBu)-OH (T): O O

A protecdo das hidroxilas de serina e treonina e da carboxila da cadeia lateral

Fmoc-Val-OH (V):

de &cido glutamico foi feita pelo grupo tBu ou OtBu (terc-butil). O grupo amina da
cadeia lateral de lisina foi protegido por Boc (terc-butiloxicarbonil), o grupo amida de
glutamina por Trt (trifenilmetil), e a cadeia lateral de arginina por Pbf (2,2,4,6,7-

pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonil). Grupos destacados em vermelho.

Os aminoacidos, pesados de acordo com sequéncia dos peptideos e a escala
da sintese e a, foram dissolvidos em DMF para uma concentracéo final de 0,5 M. O
reagente usado como ativador do grupo carboxila, HBTU, foi pesado de acordo com
a escala da sintese e dissolvido em DMF para uma concentracdo de 0,6 M. Para
evitar racemizacgao, a ativacao foi feita na presenca de NMM. Para as reacdes de
desprotecdo da extremidade N-terminal da cadeia polipeptidica crescente foi

utilizada uma solucéo de piperidina 20% (v/v) em DMF.
3.1.1.1 Ciclos de desprotecao e acoplamento

A desprotecdo inicial pela remocao do grupamento Fmoc ligado a resina, bem
como as desprotecdes subsequentes pela remogédo do Fmoc ligado a extremidade
N-terminal da cadeia crescente foram realizadas com piperidina 20% em DMF por 10
minutos, seguido de lavagem da coluna com DMF.

Quantidade equimolares de aminoacido protegido e de HBTU foram utilizadas
na reacdo de ativacdo da carboxila anteriormente ao acoplamento. O acoplamento
de cada aminoécido foi realizado em dois ciclos, o primeiro de 15 e o segundo de 20
min, sendo a coluna a coluna lavada com DCM entre cada ciclo. A lavagem da
resina apos a desprotecdo do aminoacido final foi realizada em dois ciclos com a

base NMP, e por ultimo com DCM para secagem do produto.
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3.1.1.2 Clivagem do peptideo da resina e desprotecdo das cadeias laterais

A clivagem é realizada utilizando o coquetel contendo TFA (92,5%), TIS (5%)
e agua (2,5%), preparado no momento da clivagem. Além da clivagem, nessa etapa
0S grupos protetores das cadeias laterais também séo removidos do peptideo. Em
uma seringa contendo a resina seca com o0 peptideo sintetizado, 2 mL do coquetel
sdo aspirados e a mistura € deixada sob agitacdo por uma hora. Em seguida, a fase
liguida, agora com o peptideo em solugéo, € coletada em um frasco de vidro de
fundo redondo. O processo é repetido por mais duas vezes para assegurar a

clivagem total do peptideo da resina.
3.1.1.3 Eliminacédo do TFA e precipitacdo com éter

Eliminacdo do TFA foi realizada por secagem do solvente com um fluxo de
nitrogénio reduzindo o volume para aproximadamente 0,5 mL. Posterirormente,
adicionam-se aproximadamente 200 mL de éter gelado. Nessa etapa o TFA
permanece na fase aquosa e o peptideo forma uma fase sélida; assim é possivel
separar por filtracdo as fases liquida e soélida, obtendo-se o peptideo livre da maior
parte do TFA usado na clivagem. O restante do éter € removido por roto-

evaporacao.
3.1.1.4 Purificacéo

O peptideo solido obtido apds a roto-evaporacgao € dissolvido em uma mistura
de ACN 5 ou 10% (v/v) em agua contendo 0,1% de TFA. A solucdo € em seguida
centrifugada para separacéo de residuos solidos.

A purificacdo dos peptideos foi realizada por cromatografia de fase reversa
utilizando uma coluna do tipo C18 (5 ym / 250x4,6 mm) (Phenomenex, CA, EUA)
acoplada a um equipamento de cromatografia (High Performance Liquid

Cromatography, HPLC) Akta Basic 10 (GE Healthcare Lifescience, Inglaterra).

Amostras diluidas dos peptideos foram inicialmente estudadas para
estabelecimento do método a ser utilizado para a purificacdo em maior escala do
material obtido na sintese. Antes da injecdo de 1 mL do peptideo dissolvido em ACN
5 ou 10% em &gua, a coluna foi previamente equilibrada com o mesmo solvente.

Para a eluicdo do peptideo utilizou-se como fase moével um gradiente de 4gua e
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ACN ambos contendo 0,1% de TFA. Ao atingir o maximo pré-estabelecido da
porcentagem de ACN na fase movel do gradiente, outros solutos apolares foram
eluidos com ACN 95% em agua para limpeza da coluna e esta foi novamente
reequilibrada com a mistura inicial de ACN em agua. O fluxo de passagem da fase
movel pelo sistema variou de 3 até 5 mL/min, conferindo uma presséo ao sistema de
6 até 8 MPa. Durante a corrida, foi monitorada a absorbancia nos comprimentos de
onda de 214, 235 e 280 nm para a composi¢cdo do cromatograma e selecdo dos
picos. Os peptideos foram coletados em fragbes em um sistema automatico Akta
Fraction Collector Frac-900 (GE Healthcare Lifescience, Inglaterra) acoplado ao
controle do programa de corrida. As fracdes contendo o peptideo foram em seguida

liofilizadas para obtencéo do peptideo purificado em po.
3.1.1.5 Anédlise dos produtos de sintese por HPLC-UV/Vis-MS

A andlise e identificacdo dos peptideos foram realizadas pela técnica de
cromatografia analitica em fase liquida acoplada a um detector UV-visivel seguido
de um espectrémetro de massa em um equipamento LTQ XL Linear lon Trap Mass
Spectrometer (ThermoFisher Scientific, MA, EUA).

O método desenvolvido para analise consiste na injecdo de 6 pL de solugao
dos peptideos obtidos durante a purificagcdo em uma coluna analitica de separacao
em fase reversa C18 (Kinetex 2,6 ym / 100x2,1 mm) (Phenomenex, CA, EUA). As
amostras sao preparadas a partir do peptideo liofilizado dissolvendo-os em ACN 5%
em agua. A concentracdo de ACN é variada de 5 até 100% para eluicdo do soluto a
uma taxa de aproximadamente 15%/minuto em um tempo total de corrida de 6

minutos e 30 segundos.

Espectros de absorcéo entre 200 e 800 nm do material eluido pela coluna séo
obtidos a cada 2,5 segundos para composicdo do cromatograma, permitindo
também a analise do espectro de absorbancia de cada ponto do cromatograma. Em
seguida, o material eluido € direcionado ao espectrometro de massa, passando por
um sistema de ionizagdo por “electrospray”, e um espectro de massa no modo
positivo € registrado para andlise da identidade das espécies na amostra e

confirmag&o da massa esperada.
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3.2 Lipidios
Para preparagdo de micelas e vesiculas foram utilizados lisofosfolipidios,
lisofosfoesfingolipidio, fosfolipidios e fosfoesfingolipidio comprados da Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL, EUA.

Fosfolipidios e fosfoesfingolipidio:

1-Palmitoil-2-oleil-fosfatidilcolina (POPC): T T :
1,2-Dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC): o

Acido 1-palmitail-2-oleil-fosfatidico (POPA): = 7 T T e
Acido 1,2-dimiristoil-fosfatidico (DMPA): 0
Esfingomielina de cérebro de porco (SM): Siructure of predominant species

Lisofosfolipidios e lisofosfoesfingolipidio:

1-Palmitoil-2-hidréxi-fosfatidilcolina (LPC): AT
(0]
WVWO/X\O’H‘OH
Acido 1-palmitoil-2-hidréxi-fosfatidico (LPA): O S
H OH

Esfingosilfosforilcolina (LSM): HN H O


http://avantilipids.com/images/structures/770557s.gif
http://avantilipids.com/images/structures/840857s.gif
http://avantilipids.com/images/structures/860062s.gif
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Lipidios com sondas fluorescentes:

1,2-Dipalmitoil-3-fosfatidiletanolamina-N-(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il) (DPPE-
NBD):

1-Palmitoil-2-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)Jamino]hexanoil]-3-fosfatidilcolina
(PC-6-NBD):

1-Palmitoil-2-[12-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino]dodecanoil]-3-
fosfatidilcolina (PC-12-NBD):

3.3 Outros reagentes

Carboxifluoresceina (Eastman Kodak Co., NY, EUA) foi recristalizada em

etanol para eliminagéo de contaminantes polares.

O radical livre aquossolavel TEMPOL usado na dosagem do peptideo N-
TOAC-Stll11.30 por EPR foi comprado da Sigma-Aldrich (MO, EUA).

OH

* O—2Z

TEMPOL:
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3.4 Preparagcao de membranas modelo

Os lipidios foram inicialmente pesados e dissolvidos em solugdo de
cloroférmio e etanol (50:50, em volume) para a preparacdo de solu¢des estoque.
Essas solugdes foram quantificadas pela dosagem de fosfato mineralizado de

acordo com o método de Rouser (Rouser et al., 1970).

Para a preparacao dos filmes lipidicos, aliquotas foram retiradas dos estoques
e, em um tubo de ensaio, o solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogénio. Obtém-se
um filme, que é dissolvido em cloroférmio puro. Essa solugcédo é seca com fluxo de
nitrogénio para obter um filme uniforme no fundo do tubo. Finalmente, o filme lipidico
€ seco sob vacuo por 2 horas para total retirada do solvente. A preparacdo desse
segundo filme é realizada pois, como os lipidios sdo estocados em solucdo com

misturas de solventes, o primeiro filme n&o se distribui uniformemente pelo tubo.

As micelas foram obtidas pela ressuspensao dos filmes de lisocompostos em
um volume calculado de tampéao PBC 5,0 mM, em pHs 3,0, 7,0 ou 11,0.

Vesiculas unilamelares grandes (LUV) foram obtidas pela ressuspensédo dos
filmes de lipidios em tampdo PBC 5,0 mM. Nessa etapa obtém-se vesiculas MLV
que, apdés passarem por seis ciclos de congelamento e descongelamento, séo
extrusadas, num total de 32 passagens, por membranas de policarbonato com poros
de 100 nm em um extrusor LiposoFast Basic (Avestin, Canada), resultando nas LUV.
No caso do experimento de permeabilidade em sistemas de membranas modelo, o

filme lipidico é ressuspenso em solucdo de CF 50 mM para posterior extrusao.

Para os experimentos de SAXS, LPC em p0 foi pesada e dissolvida em uma

solucdo aquosa ja contendo o peptideo na concentracdo de 2 mM.

Os numeros entre parénteses ap0s a composicdo lipidica de micelas e

bicamadas referem-se a propor¢do molar dos lipidios nesses sistemas.
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3.5 Espectroscopia de Dicroismo circular (CD)
3.5.1 Atividade optica

Macromoléculas em geral possuem assimetria molecular, de forma que sua

estrutura ndo € sobreponivel a sua imagem especular.

Moléculas assimétricas podem ser caracterizadas espectroscopicamente de
acordo com sua atividade éptica em dextrorrotatérias (giram o plano da luz plano-
polarizada para direita) ou levorrotatérias (giram o plano da luz plano-polarizada
para esquerda). Esse fenbmeno, primeiramente observado em cristais de tartarato
de sbédio e amonio tetra-hidratado por Louis Pasteur em 1848, € chamado de
quiralidade (Flack, 2009).

As propriedades quirais das moléculas relacionadas as suas estruturas sao
estudadas por dois métodos espectroscopicos principais (Woody, 1996). O primeiro
e mais simples é a polarimetria, método em que a amostra é analisada por um feixe
de luz monocromatica plano-polarizada. A amostra interage com a radia¢do girando
em um determinado angulo (a) o plano de polarizagdo da luz sendo que, além das
propriedades O6pticas da molécula (rotagdo especifica, [a]), depende da

concentracdo da molécula quiral (C) e do caminho percorrido pela luz na amostra ().
A polarimetria segue a lei de Lambert-Beer:
a=[a].C.I Equacéo 3.1

3.5.2 Estudo de propriedades da moléculas quirais por CD

Outro método de estudo das propriedades quirais das moléculas € o
dicroismo circular. No CD, quantidades iguais de duas componentes de luz
circularmente polarizada, uma a esquerda e outra a direita, passam por uma
amostra quiral que absorve diferencialmente cada uma delas, e a diferenga de

absorcédo de cada uma das componentes € medida.

A absorcédo de cada uma das componentes obedece a lei de Beer-Lambert,

sendo medida no final a diferenga de absor¢ao de cada uma das componentes (AA).
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AA = Ae—Ap= (SE - ED) .C.I EqanéO 3.2

onde Ae e Ap sd@o as absorbancias da luz circularmente polarizada a esquerda e a
direita, respectivamente; € e ¢p sdo 0s coeficientes de absor¢cdo molar da luz
circularmente polarizada a esquerda e a direita, respectivamente; C é a

concentracéo do soluto e | € o caminho éptico (Woody, 1996).

A absorcdo diferencial das componentes resulta numa luz elipticamente

polarizada (Fig. 3.1) definida por um angulo 6 medido em graus (deg).

E;; +E

Figura 3.1. Esquema da luz elipticamente polarizada (roxo) formada pela luz
circularmente polarizada a direita (azul) e a esquerda (vermelho) com intensidades
diferentes.

A absorgédo diferencial (AA) e o angulo da elipse formada pela luz

elipticamente polarizada (0) se relacionam por (Woody, 1996):
0 =2,303 . AA . 180/41 = 2,303 . (g — €p) .C .1 .180/41 Equacéo 3.3
3.5.3 Estudo de proteinas e peptideos por CD

O CD é amplamente usado no estudo estrutural de moléculas quirais como

proteinas e peptideos (Kelly et al., 2005).

No estudo da estrutura secundaria de proteinas e peptideos o principal
cromoforo é a ligacdo peptidica que apresenta assimetria, e, portanto, CD. O grupo
amida das ligagOes peptidicas apresenta transi¢coes eletrénicas de baixa energia dos
tipos n — 1 (entre 215 e 230 nm) e T— T* (entre 185 e 200 nm) que sado as
principais responsaveis pelo sinal de CD de polipeptideos na regido do ultravioleta
distante (abaixo de 260 nm). Residuos aromaticos apresentam transicfes
eletrénicas do tipo my— 1 na regido do ultravioleta préximo (entre 250 e 300 nm)
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embora, em muitos casos, tais residuos contribuam para o espectro de proteinas na
regido do ultravioleta distante. Pontes de dissulfeto também apresentam CD
relacionado a transigdo n— o* (ao redor de 260 nm) (Woody, 1996; Kelly et al.,
2005).

A luz ultravioleta circularmente polarizada ao passar por uma amostra de um
polipeptideo tem suas componentes diferencialmente absorvidas de acordo com o
conjunto dos angulos de torgédo @ (Cqo-N) e y (Cy-C) que determinam a estrutura
secundéria do polipeptideo (Fig. 3.2). Assim, por meio dos espectros de CD na
regido do ultravioleta distante é possivel caracterizar a estrutura secundaria de

proteinas e peptideos.

Amide plane

Side group

Ges

Amide plane

Figura 3.2. Representacdo esquematica da ligacdo peptidica, evidenciando os
angulos de tor¢ao ¢ e g (Voet & Voet, 2004).

Cada tipo de estrutura secundaria, correspondendo a conjuntos especificos
dos angulos de tor¢ao ¢ (Co-N) e w (Cy-C), origina um espectro de CD caracteristico

no ultravioleta distante (Fig. 3.3).
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Figura 3.3. Espectros de CD na regido do ultravioleta distante associados a
diferentes tipos de estruturas secundarias. (——), a-hélice; (——--), folha-
antiparalela; (- ), dobra-B do tipo I; (-———- ), hélice estendida 31 ou hélice de
poli(Pro); (- ), estrutura randémica (Kelly et al., 2005).
Nos espectros de CD, para eliminar a dependéncia linear do caminho éptico,

da concentracdo e do numero de residuos define-se elipticidade molar residual ([6]):
[6] = 6/(10.C.n.l) Equacéao 3.4

onde C é a concentracdo do peptideo em mol/L, n € o nimero de residuos, e | é 0
caminho O6ptico da cela utilizada expresso em cm. As unidades de 6 e [0] na

equacdo sdo miligrau (mdeg) e grau.cm®.dmol™, respectivamente.
3.5.4 Obtencao dos espectros de CD

Espectros de CD foram coletados em um espectropolarimetro Jasco J-720 na
regido do UV distante (190-260 nm), a 22 + 1°C.

Para os experimentos com micelas utilizou-se uma cela de caminho Optico de
1 mm, a concentracido dos peptideos foi de 12 uM e foram realizadas quatro
acumulagdes para cada espectro. Nos experimentos com LUV, utilizou-se uma cela
de caminho optico de 5 mm, a concentracdo dos peptideos foi de 5 yM e foram
realizadas seis acumulacfes para cada espectro. Os experimentos foram realizados

em tampé&o PBC 0,5 mM.
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Foram coletados espectros dos peptideos em solucdo e na presenca de
diferentes concentracdes de membranas modelo. Coletaram-se espectros das
micelas ou das vesiculas em solugdo nas concentracdes estudadas para posterior

subtracdo dos espectros dos peptideos.

Os espectros obtidos em unidades de miligraus foram processados e

convertidos em [6] utilizando-se o programa Microcal Origin 8.5.
3.5.5 Anédlise e desconvolucao dos espectros de CD

Os espectros de CD normalizados para [0] foram desconvoluidos para célculo
das porcentagens de cada tipo de estrutura secundaria nos peptideos em diferentes
condicbes.Na presenca de micelas ou bicamadas, 0s espectros selecionados para
analise e desconvolucdo apresentavam somente a populacéo ligada do peptideo.
Tal verificacdo foi realizada aumentando a concentracao lipidica na amostra até que

0 espectro obtido ndo mudasse indicando a saturagéo da ligacéo.

Para o célculo estrutural, utilizou-se o software Pepfit (Reed & Reed, 1997) e
um conjunto de espectros padrao de Greenfield & Fasman, 1969. O software realiza
a desconvolucao calculando as proporcdes entre as curvas padrbfes de cada

estrutura secundaria correspondentes ao espectro de interesse.

A andlise da ligacdo dos peptideos as membranas modelo foi feita
relacionando a intensidade de [B] em 222 nm com a concentracdo de lipidios em
cada espectro de CD. Os valores de elipticidade molar foram entdo normalizados
pelo valor de intensidade em 222 nm obtido em solugéo ([B]n = [6]z22 / [B]222 solucao)
de modo a obter isotermas de ligagcdo dos peptideos em diferentes condicbes. Aos
dados experimentais ([6]normalizado € [Lipidio]) foram ajustados os coeficientes da
equacao de Hill quantificando caracteristicas da interacdo como afinidade dos
peptideos pelas membranas modelo (K) e cooperatividade do processo (n).

[B]n =1 + ([8]Nmax — 1) [Lip]" / (K" + [Lip]") Equacéo 3.5

A constante de ligagéo (Kp, M) é entdo calculada pelo inverso do valor da

constante de Hill obtido pelo ajuste:

Kp = 1/K Equacéo 3.6
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3.6 Espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica (EPR)

A técnica de EPR é altamente especifica em suas aplicacdes, pois depende
da presenca de centros paramagnéticos (elétron desemparelhados) nos sistemas
estudados. Somente moléculas que possuem ao menos um elétron desemparelhado

podem ser detectadas por EPR (Knowles et al., 1976).

A técnica de EPR se baseia na aplicacdo de um campo magnético (H), sob a
acao do qual os niveis de energia do momento magnético de spin do elétron (ms= *
%) se tornam divergentes. Aplicando na amostra contendo um elétron
desemparelhado e sob a acdo de um campo magnético uma energia adequada na
forma de radiacao eletromagnética (hv), & possivel induzir a transicao entre os niveis
de energia do momento magnético de spin, que nessa condicdo nao Ssao

degenerados (ms= +% e ms= -%2) (Fig. 3.4).

A condicdo de ressonancia para que ocorra a transicdo entre os niveis de
energia do momento magnético de spin do elétron sdo obedecidas quando:

AE =hv =gBH Equacéo 3.7

onde h é a constante de Plank, v é a frequéncia da radiagao eletromagnética, H € o
campo magnético, B o magnéton de Bohr e g para um elétron livre vale 2,00232.
Essa energia absorvida gera um espectro registrado como a primeira derivada da
absorcédo (Knowles et al., 1976) (Fig. 3.4).

Energia dos estados

de spin eletrénico
i m;+%

E=+YgBH
AE=gPH

ms-%
E=-Y%gPH

Absorgdo EPR

—|—— Primeira derivada da absor¢3o de EPR
|

Campo magnético

Figura 3.4. Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrbnico em presenca de
um campo magneético externo.
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Em espectrometros de banda X o campo aplicado é de cerca de 3 kG, e a
frequéncia de microondas de cerca de 9 GHz. Espectrometros de banda L operam a
1 GHz, de banda S a 3 GHz, de banda K operam a 24 GHz, de banda Q a 35 GHz
(Knowles et al., 1976).

3.6.1 Método do marcador de spin

O meétodo do marcador de spin, desenvolvido por Harden M. McConnell
(Onishi & McConnell, 1965), consiste no uso de uma molécula reporter estavel que

possua um elétron desemparelhado, e que, portanto, possa ser detectada por EPR.

Os radicais livres mais utilizados como marcadores de spin sdo os radicais
nitréxido. O uso dessas espécies deve-se ao fato de serem estaveis em solventes
com diferentes propriedades fisico-quimicas, em uma ampla faixa de pH e de
temperatura. A estabilizacdo desses radicais deve-se a presenca de grupos metila

ligados aos atomos de carbono vizinhos ao atomo de nitrogénio.

Pelo fato de os espectros EPR serem obtidos na regido de microondas,
correspondente a frequéncia de movimentos translacionais, rotacionais e/ou
segmentais de moléculas, macromoléculas ou agregados moleculares, a analise
desses espectros permite obter informacdes estruturais e dinAamicas a respeito

dessas moléculas e agregados (Schreier et al., 1978).
3.6.2 Espectros de EPR de radicais nitroxido

Em radicais nitréxido, a maior parte da densidade eletrbnica referente ao
elétron desemparelhado esté delocalizada sobre o atomo de nitrogénio. Na presenca
de um campo magnético, o *N, is6topo mais abundante do nitrogénio e que possui
spin nuclear igual a um (I = 1), pode apresentar trés (21 + 1) valores para 0 momento

magnético de spin nuclear (m, = -1, 0, +1).

A interacao hiperfina entre o spin eletrénico do elétron desemparelhado com o
spin nuclear do a4tomo de nitrogénio, que na presenca de um campo magnético
possui trés valores de momento angular de spin, causa o desdobramento de cada
nivel energético de spin eletrénico em trés, chamado de desdobramento hiperfino (A
ouT).
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A energia das transicbes entre estados de spin sao descritas pela
Hamiltoniana de spin:

H=Be Ho Qe S+ SAT+ Bn Ho gNT + Hrtroca + Hpipolar  Equacao 3.8

onde o primeiro termo representa a interagcdo entre o campo magnético e o spin
eletronico (interagdo eletronica do tipo Zeeman), 0 segundo termo representa a
interacdo entre spin eletrbnico e spin nuclear (interacdo hiperfina), o terceiro, a
interacdo entre o spin nuclear e o campo magnético (termo nuclear de Zeeman), a

qual é negligenciavel nas condi¢cdes usuais dos experimentos de EPR. E os termos
Hroca € Hoipolar representam as energias envolvidas em interagbes entre elétrons
livres, que ocorrem em bi- ou poli-radicais ou em concentracdes elevadas de mono-

radicais e também entre radicais e ions metéalicos paramagnéticos. Hrrca depende

da interpenetracéo dos orbitais das espécies paramagnéticas e Hpipoar depende da

geometria do sistema, uma vez que envolve uma dependéncia angular. Na equacéo,

Ho é o vetor do campo magnético, Be € By S0 0s magnetons de Bohr eletrdnico e

nuclear, respectivamente, 94 é o fator de desdobramento nuclear Zeeman, 9% é o

tensor g do elétron, S e 1 sdo, respectivamente, os operadores de momento angular

de spin eletrdnico e nuclear, e A ¢é o tensor de desdobramento hiperfino (Knowles et
al., 1976).

Para que as transicdes ocorram, condicdes de ressonancia devem ser
obedecidas: Ams = 1 e Am, = 0. Portanto, na auséncia de interacdes spin eletrénico-
spin eletronico, sdo observadas no espectro de EPR de radicais nitroxido trés
transicdes. A separacéo entre as linhas espectrais mede o desdobramento hiperfino
(Fig. 3.5) (Knowles et al., 1976).
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A

Energia dos estados de spin
eletrénico-nuclear

Desdobramento

hiperfino

Absorcdo EPR

Primeira derivada da absor¢io de EFR  ———|.

LY
L4
Campo magnético

Figura 3.5. Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrénico por um atomo
com spin nuclear, 1=1. A separacdo entre as linhas espectrais mede o
desdobramento hiperfino.

3.6.3 Dependéncia dos espectros de EPR da orientacéao

Nos espectros de EPR de sistemas que possuem propriedades que
dependem da direcdo (sistemas anisotropicos), a posicdo das linhas no campo
magnético e o desdobramento hiperfino, especificados pelos valores de natureza
tensorial g e A, respectivamente, dependem da direcdo do campo magnético em
relacdo aos eixos atribuidos ao radical nitroxido (Fig. 3.6A), que por sua vez podem
ser correlacionados com os eixos da molécula contendo a funcéo radical (Schreier et
al., 1978).

A dependéncia dos espectros de EPR da orientacdo pode ser melhor
entendida analisando-se os espectros de um radical nitroxido introduzido como uma
impureza substitucional em um monocristal de uma substancia diamagnética em
funcéo do angulo entre o monocristal e o campo magnético (Fig. 3.6). No sistema de
coordenadas atribuido ao radical nitréxido, o eixo x coincide com a direcdo da
ligacdo N-O, o eixo z & paralelo ao orbital 2ptT do atomo de nitrogénio, e o eixo y é

perpendicular a x e z (Fig. 3.6A). Os espectros estdo representados para 0 campo
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magnético orientado paralelamente aos principais eixos moleculares do radical
nitréxido (Fig. 3.6B). A analise dos espectros mostra claramente a variacdo dos
valores de g e A com a mudanca do eixo principal do radical nitroxido que esta

paralelo ao campo magnético aplicado (Fig. 3.6B) (Schreieret al., 1978).

No caso dos nitroxidos, quando o campo magnético estiver alinhado
paralelamente ao orbital que contém a maior densidade de carga do elétron
desemparelhado (eixo z), o valor de A sera méaximo (Azz ~ 32 G) e o valor de g seré
minimo (gzz ~ 2,002). Quando o campo magnético estiver paralelo aos eixos y ou X,
os valores de A se tornam menores (Axx e Ayy ~ 6 G) e os de g maiores (gxx ~
2,009 e gyy ~ 2,006) (Wertz & Bolton, 1972; Griffith et al., 1965).

{
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.
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Figura 3.6. (A) Sistema de coordenadas atribuidas ao radical nitroxido. (B)
Espectros do radical di-t-butilnitréxido incluido em um monocristal diamagnético de
tetrametil-1,3-ciclobutadiona. Os espectros foram obtidos com a direcdo do campo
magneético paralela aos eixos X, y e z do nitroxido (Griffith et al., 1965).

Para orientacbes em outras direcbes, os valores dos tensores g e A
dependem da orientacdo do vetor do campo magnético em relacdo aos eixos
atribuidos ao radical nitroxido (Griffith et al., 1965). A dependéncia angular de g e A

€ descrita por:
g (8,0) = gxx S€N’6 cos’d + gyy Sen’d sen’d + g,, cos’0 Equacéo 3.9

AZ (8,0) = A%« sen’d cos’d + A%, sen’d sen’d + A%, cos’® Equagdo 3.10
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onde 6 é o angulo entre o vetor de campo magnético aplicado e o eixo z do radical
nitréxido, e ¢ é o angulo formado entre a projecao do vetor de campo magnético no

plano xy e o eixo x (Fig. 3.7).

/ e (P
/
v

Y
Figura 3.7. Diagrama de coordenadas polares da orientacdo dos eixos X, y e z do
radical nitroxido em relacé@o ao vetor de campo magnético (H).

3.6.4 Dependéncia dos espectros de EPR da mobilidade

Moléculas esféricas em fluidos isotropicos geralmente apresentam movimento
isotropico. Movimentos isotropicos sdo caracterizados por um tempo de correlacédo
rotacional (1), que € o tempo que a molécula leva para fazer um movimento de
rotacdo ao redor de um eixo. Se 0 movimento € rapido na escala de tempo de EPR
(t < ~10° s), o espectro do marcador de spin apresentara valores de g e de
desdobramento hiperfino que sdo as médias dos principais valores dos respectivos
tensores (Schreier et al., 1978).

an="s (At Ay + Az ) Equacéo 3.11
On = Vs (O + Oyy™ 0z2) Equacéao 3.12

A velocidade do movimento determina a largura das linhas espectrais. Estas
sdo estreitas para movimentos rapidos e vao se alargando a medida que o
movimento se torna mais lento na escala de tempo da EPR (Fig. 3.8). Quando a
frequéncia do movimento se torna comparavel a diferencga entre os valores principais
de A ou g (medidos em unidades de frequéncia), obtém-se linhas de formas
complexas. No caso extremo, quando o movimento molecular é lento na escala de
tempo do aparelho (1 > ~5.10%s), cada molécula contribui com um espectro
individual, obtendo-se um espectro resultante que representa a soma dos espectros
correspondentes a todas as possiveis orientacfes em relacdo ao campo magnético.

Espectros desse tipo sdo chamados espectros de po (Schreier et al., 1978).
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Figura 3.8. Espectros dos marcadores de spin: TEMPO (esquerda) e TEMPOL
(direita) em glicerol a diferentes temperaturas. Os espectros a -36°C e -100°C
correspondem a espectros de p6 (Jost et al., 1971).

E possivel calcular o tempo de correlagéo rotacional a partir das alturas das
linhas e da largura da linha de campo central a partir de duas expressdes distintas
derivadas para um movimento réapido e isotrépico (5.10™ s <1< 3.10° s) (Kivelson,
1960; Freed & Fraenkel, 1963).

Ts = -1,27x10° Wo/2 [(ho/hs1)*? - (ho/h.1)"?] Equacéo 3.13
Te = 1,19x10°° Wo/2 [(ho/hs1)Y? + (ho/h.1)Y? - 2] Equacao 3.14

onde Wy € a largura da linha de campo central, hg, h:; € h; sdo as alturas das linhas
de campo baixo, campo central e campo alto respectivamente. As constantes
numericas usadas nos célculos de tempo de correlagédo rotacional sdo derivadas a
partir de valores de propriedades fundamentais como a carga, massa e fator g do

elétron, o magnéton de Bohr e 0 campo magnético aplicado na amostra.

Mesmo em meios isotropicos, verifica-se que frequentemente 15 # Tc. Essa

diferenga nos valores de tempo de correlacéo rotacional deve-se a existéncia de um
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eixo preferencial de rotagdo ou a um movimento intramolecular que torna o

movimento anisotropico.
3.6.5 Dependéncia dos espectros de EPR da polaridade do meio

Os valores de gy e ay sd@o sensiveis a polaridade do meio, gy diminui e ay
aumenta com o aumento da polaridade (Briére et al., 1965). Marcadores de spin que
sofrem particdo entre meios com polaridades distintas, pelas diferencas dos valores
de gn € an nos diferentes meios, podem gerar espectros em que as trés linhas
espectrais se encontram resolvidas para cada meio. Normalmente, observa-se
alguma superposicdo dos espectros correspondentes aos dois meios, com melhor

resolucao da linha de campo alto (Nakaie et al., 1981).
3.6.6 Marcadores de spin em membranas

Marcadores de spin empregados para estudo de membranas sédo de natureza
lipidica, sendo comumente intercalados fisicamente, e tornando-se, assim, um
constituinte da porcéo lipidica. Os marcadores de spin mais utilizados em estudos
estruturais e dindmicos de membranas sdo derivados de acidos graxos, seus
ésteres metilicos, fosfolipidios, ou esterdides. Devido a sua natureza estrutural,
esses marcadores lipidicos tendem a se orientar com o0 eixo longo molecular
paralelo a normal a bicamada (Fig. 3.9) (Schreier, 1979). Em marcadores de spin
derivados de &cidos graxos ou fosfolipidios contendo o grupo 2,2-dimetil-N-oxil-
oxazolidina na cadeia acila, o eixo z do radical nitréxido esté direcionado ao longo do
eixo longo molecular. Os outros dois eixos, X e Yy, encontram-se no plano

perpendicular ao eixo longo molecular (Fig. 3.9A).
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Figura 3.9. (A) Eixos principais para o grupo N-O em marcadores de spin derivados
de acidos graxos e (B) de esterdides. Em (A) o eixo z coincide aproximadamente
com o0 eixo longo molecular do marcador de spin, enquanto que em (B) o0 eixo
correspondente ao eixo longo molecular é aproximadamente paralelo a y (Schreier
et al., 1978).

A dependéncia angular do tensor de desdobramento hiperfino é a base para o
calculo do parametro de ordem, S, em sistemas de bicamadas planas ou em
amostras macroscopicamente isotropicas (lipossomos) tombando lentamente. O
parametro de ordem (S) foi inicialmente descrito como uma medida da orientagéo do
eixo longo molecular em relacdo a um eixo de referéncia, em geral tomado como a

normal a superficie da bicamada (Fig. 3.10).

Figura 3.10. Orientacdo do eixo longo molecular em relacdo a um eixo de
referéncia, em geral tomado como a normal & superficie da bicamada
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Em vesiculas compostas por bicamadas lipidicas, os espectros dos
marcadores de spin representam a soma de todas as orienta¢des possiveis do eixo
longo da molécula em relacdo ao campo magnético. Embora haja uma distribuicdo
isotrépica dos lipidios (a amostra € macroscopicamente isotropica), 0s espectros que
se somam refletem a orientagdo de cada molécula (Schreier, 1979). Sendo a
bicamada lipidica um sistema anisotrépico, as moléculas na bicamada possuem
movimento anisotropico. Espectros de alguns marcadores de spin nesses sistemas
apresentam pontos a partir dos quais é possivel extrair A; e AL denominados,
respectivamente, extremos internos e externos do espectro, e calcular o parametro
de ordem (Fig. 3.11) (Hubbell & McConnell, 1971).

Para um marcador orientado com seu eixo longo molecular aproximadamente
paralelo & normal a bicamada e coincidindo com a direcdo da componente principal
do tensor hiperfino (Az;), o parametro de ordem € dado por (Seelig, 1970; Hubbell e
McConnell, 1971):

S= Al- AL Equacéo 3.15
[AZZ - (AXX+ Ayy)/z]

onde A, e AL sao, respectivamente, 0s extremos externos e internos medidos no
espectro de EPR (Fig. 3.11) e A, Aw e Ay sdo os valores principais dos tensores
nas dire¢cbes z, x e y, e sdo iguais a 32,0, 6,0 e 6,0 G, respectivamente. A
dependéncia do tensor de desdobramento hiperfino da polaridade do meio (Sec¢éo
3.6.5) faz com que em determinados casos seja necessario o uso de um fator de

correcdo para calcular S (Hubbell e McConnell, 1971).

2 Ay

2A,

Figura 3.11. Medida dos extremos externos (2A;) e internos (2AL) no espectro de
EPR do marcador de spin 1-palmitoil-2-estearoil-(5-doxil)-fosfatidilcolina (5-PCSL)
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intercalado em vesiculas contendo bicamadas fosfolipidicas de POPC:SM (50:50)
(Paulino, 2010).

Em bicamadas planas, para se obter o parametro de ordem por meio da
medida de desdobramento hiperfino é necessario obter os espectros com o campo
magneético orientado perpendicular e paralelamente a superficie da (Seelig, 1970) .
Assim, obtém-se os valores de desdobramento hiperfino A; e AL para 0 campo
magnético orientado paralelamente e perpendicularmente a normal & bicamada.

Varios modelos tem sido propostos para interpretar o parametro de ordem. O
mais aceito descreve S como sendo relacionado a um cone dado por um angulo y
em relacdo a normal a bicamada dentro do qual o eixo longo molecular do marcador
de spin executa um caminho ao acaso (Jost et al., 1971). Assim, o parametro de
ordem estd relacionado & amplitude do movimento do eixo longo molecular do
marcador (Fig. 3.12). Quando o marcador esta localizado na cadeia acila de um
acido graxo ou fosfolipidio, o parametro de ordem inclui a contribuicdo dos

movimentos segmentais da cadeia.

Figura 3.12. Descricdo do parametro de ordem S relacionado aos movimentos
dentro de um cone que forma um angulo y com a normal a bicamada (Jost et al.,
1971).

3.6.7 Obtencao dos espectros

Os espectros de EPR foram coletados em um aparelho Bruker modelo EMX-
200, varrendo um campo de 100 G para o peptideo com TOAC, com frequéncias da
ordem de 9,9 GHz, poténcia de 5,0 mW e amplitude de modulagéao de 0,5 G, a 22
1°C.
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As amostras foram colocadas em celas chatas de quartzo para solucdes
aquosas (Wilmad-LabGlass, NJ, EUA). A concentracao do peptideo N-TOAC-Stll11-30

nas amostras foi de aproximadamente 40 uM em tampéo PBC 5,0 mM.

O numero de varreduras foi variado de modo a se obter para cada amostra
uma relacédo sinal/ruido adequada para a analise dos espectros. As integrais dos
espectros, as alturas e as larguras de linhas foram obtidas utilizando-se o programa
WINEPR, da Bruker.

3.6.8 Medida de parametros espectrais

O desdobramento hiperfino (an) foi medido integrando-se 0s espectros obtidos
e medindo-se a distancia entre os picos de absor¢do em Gauss (G) (Fig. 3.13).

2a,

_4JFJ —

I

Figura 3.13. llustracdo da medida do desdobramento hiperfino.

Nos espectros do peptideo contendo TOAC ligado a micelas ou bicamadas, e,
portanto, tombando lentamente na escala de tempo do EPR, o desdobramento
hiperfino foi obtido medindo-se A e AL (Fig. 3.12) e calculado por:

an = (Ay + 2AL)/3 Equacéao 3.16

As larguras e as alturas das linhas dos espectros de EPR foram medidas
identificando os pontos de maximo e minimo das linhas de campo baixo (+1), campo
central (0) e campo alto (-1). A altura das linhas foi obtida medindo-se o valor
absoluto da intensidade pico-a-pico da linha (Fig. 3.14A). A largura das linhas foi
obtida medindo-se o valor em Gauss da separagdo entre 0s pontos de maximo e
minimo da linha (Fig. 3.14B).
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Figura 3.14. llustracdo da medida (A) das alturas e (B) larguras de linhas nos
espectros de EPR.

3.6.9 Célculo do coeficiente de particdo e constante de ligagdo

Espectros com duas populagbes de marcadores de spin (no caso, uma
populacdo em agua e outra ligada a membrana) permitem o célculo do coeficiente

de particdo, definido por (Bianconi & Schreier, 1991):

P =[marcador]ly = (moles de marcador)y /Vu Equacéao 3.17

[marcador]no  (Mmoles de marcador)yzo / Vizo

onde Vy e Vyo correspondem ao volume de membrana e o volume de 4gua na

amostra.

Considerando que o numero de moles é proporcional a altura do pico nos
espectros de EPR, a proporcdo entre as populacdes numa determinada

concentracdo de lipidio € obtida por:

hr - altura da linha de campo alto do espectro correspondente ao marcador de
spin na auséncia de membranas ou micelas; corresponde ao total moléculas da

amostra em agua.

hu2o — altura da linha de campo alto do espectro correspondente a populagéo
do marcador de spin em agua quando a molécula se encontra na presenca de

membranas ou micelas.

hm = ht — hyo — corresponde a quantidade de moléculas ligadas a membranas

Oou micelas.

Vale notar que a concentracao é proporcional a area do espectro, que é dada
pela altura multiplicada pela largura ao quadrado da linha. Sendo assim, o emprego
da medida das alturas para comparar concentragdes somente pode ser feito entre
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linhas que possuem a mesma forma, ou seja, a mesma largura. Por esse motivo, a
estimativa da concentracdo do marcador ha membrana, expressa por hp,, deve ser
efetuada por meio da expresséo hy = ht — hyzo, Onde ambas as alturas sdo medidas

para o marcador em meio aquoso (Bianconi & Schreier, 1991).

U RTSE)

Figura 3.15. Medida das alturas hy (tomada em um espectro do peptideo na
auséncia de lipidios) e hsgua (tomada de um espectro na presenca de lipidios
apresentando duas populacdes, uma livre em agua (linhas estreitas) e a outra ligada
a membrana (linhas alargadas)). A varredura total nos espectros € de 100 G.

O volume de membrana, levando em conta que a densidade do lipidio é de
praticamente 1 g/mL (Mason & Huang, 1978), € tomado como sendo nhumericamente
igual a massa (m). No calculo, m é a massa de lipidios em mg empregada para

preparar 1 ml (1000 mg) de solucao.

P=hy/m Equacéao 3.18
Az / 1000

A constante de ligacdo (K,, M) é entdo obtida multiplicando P pelo volume

molar de lipidio em litros por mol (V’):

Ko =P xV Equacéao 3.19

3.7 Espectroscopia de Fluorescéncia

Luminescéncia é a emissdo de fotons na regido do UV, visivel ou
infravermelho de qualquer substancia e ocorre a partir de estados eletrbnicos
excitados. A fluorescéncia e a fosforescéncia sdo casos particulares de
luminescéncia em que a excitacdo do elétron para um nivel eletrénico de maior
energia acontece por meio da absorcdo da energia de um foton (Lakowicz, 2006).
Substancias que apresentam fluorescéncia significativa geralmente possuem

elétrons deslocalizados em ligag6es duplas conjugadas.
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Os fendmenos de fluorescéncia e fosforescéncia diferem na natureza do
estado excitado. Na fosforescéncia temos a emissédo de luz a partir de um elétron
que decai de um estado eletrbnico triplete T, excitado para um estado eletrbnico
fundamental singlete So de mesma orientacdo de spin. Essa transicdo é proibida e
as taxas de emissdo sdo lentas (10° até 1 s™) de modo que o tempo de meia-vida
das moléculas no estado excitado € da ordem de milissegundos a segundos
(Lakowicz, 2006).

Na fluorescéncia a emissao de luz ocorre a partir de um elétron que decai de
um estado eletrénico excitado singlete S; para um estado eletrénico fundamental
singlete Sp. O elétron no estado excitado singlete possui spin oposto (spins
pareados) ao elétron que ocupa o orbital do estado eletrdnico fundamental. Isso
permite que o decaimento do elétron para o estado eletrébnico fundamental ocorra
rapidamente pela emissdo de um féton. As taxas de emisséo séo rapidas (10% s?) e
o tempo de meia vida das moléculas fluorescentes no estado excitado é da ordem

de nanossegundos (Lakowicz, 2006).

Uma vez excitada pela absorcao de um féton, a molécula pode retornar para
seu estado fundamental por outras vias que nao a fluorescéncia. As possibilidades
sdo: conversdo interna (retorno ao estado fundamental sem emissdo de foton);
cruzamento intersistema (passagem do elétron de um estado excitado singlete para
um estado excitado triplete); e processos fotofisicos intermoleculares (transferéncia
intramolecular de carga e mudanca conformacional na molécula). Interacdes

intermoleculares também se apresentam como vias de desexcitacéo (Valeur, 2001).

As caracteristicas da emissao de fluorescéncia de uma molécula: espectro de
emissado (grafico da intensidade de fluorescéncia pelo comprimento de onda ou
namero de onda), comprimento de onda de maxima emissao, tempo de vida do
estado excitado, e rendimento quantico (razdo entre o numero de fotons emitidos e
absorvidos) dependem da estrutura quimica da molécula, além de serem afetadas
pelo microambiente no qual a molécula se encontra (Valeur, 2001). A emissao de
fluorescéncia de uma molécula pode ser afetada por fatores extrinsecos como, entre
outros, pH, polaridade, temperatura, presenca de ions e presenca de supressores de

fluorescéncia (Valeur, 2001).
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3.7.1 Diagrama de Jablonski

Os fendmenos de absor¢do e emissao fotons, e de conversédo de energia que
descrevem a fluorescéncia e a fosforescéncia s&o geralmente ilustrados pelo
Diagrama de Jablonski (Fig. 3.16).

Conversdo interna
Sz de energia

. —— Cruzamento
intersistema

\ Estado triplete

T

~

ABSORCAO

Retorno néo
radioativo
FLUORESCENCIA

Niveis de energia

Y FOSFORESCENCIA

So
I I
A Excitagdo A Emissao

A J

Figura 3.16. Diagrama de Jablonski.

Examinando o diagrama de Jablonski vemos que a energia dos fétons
emitidos € sempre menor que a energia dos fotons absorvidos. Essa observacao foi
feita primeiramente por Sir George Gabriel Stokes, em 1852 (Lakowicz, 2006). A
perda de energia entre a excitacdo e a emissdo é observada para todas as
moléculas em solugdo. A causa basica desse fendmeno é o rapido decaimento do
elétron no estado eletronico excitado para o nivel vibracional mais baixo de S;. Além
disso, os fluoroforos geralmente decaem para os niveis vibracionais de energia mais
altos do estado eletrénico fundamental Sy, também resultando em perda de energia

por parte do féton emitido (Lakowicz, 2006).
3.7.2 Supresséo de fluorescéncia

A supressao da fluorescéncia refere-se a qualquer processo que resulte na

diminuicdo da intensidade de fluorescéncia de uma dada substancia. Essa
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diminuicdo na intensidade da fluorescéncia pode ocorrer de diversas formas como
reacoes do estado excitado, rearranjos moleculares, transferéncia de energia,
interacdo0 com espécies paramagnéticas, formacdo de complexos do estado

fundamental e supresséao colisional (Lakowicz, 2006).

A supresséao colisional ocorre quando o fluoroéforo no estado excitado retorna
ao estado fundamental ao entrar em contato com outra molécula em solucéo
(molécula supressora). Nesse caso a supressao nao passa de um fenémeno fisico.
As espécies, fluoréforo e supressor ndo sdo alterados quimicamente (Lakowicz,
2006).

A exposicdo de um fluoréforo ao seu supressor pode de analisada pela

equacéao de Stern-Volmer (ref!)
Fo/lF =1 + ksyp To [Sup] = 1 + Ksy [Sup] Equacéo 3.20

onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do
supressor, respectivamente, ksyp € a constante de supressdo por unidade de
concentragao, 1o € o tempo de vida do estado excitado do fluor6foro na auséncia do
supressor, [Sup] é a concentracdo do supressor e Ksy € a constante de SternVolmer
(Lakowicz, 2006). A curva obtida relacionando Fo/F com [Sup], conhecida como
curva de Stern-Volmer, tem como coeficiente angular da reta Ksy. O valor de Ksy
informa quéo acessivel a molécula fluorescente € ao supressor; quanto menor o

valor de Ksy menor a acessibilidade.
3.7.3 Red Edge Excitation Shift (REES)

O fenbmeno de REES consiste no deslocamento do comprimento de onda de
maxima emissdo de um fluoréforo para o vermelho, em determinadas condic¢des,
ocasionado pelo aumento no comprimento de onda de excitacdo (Demchenko, 2002;
Haldar et al., 2011; Raghuraman et al., 2007).

Essa abordagem possibilita monitorar o ambiente e a dindmica ao redor de
um fluoréforo pois o REES ocorre em decorréncia das baixas velocidades de
relaxacao (reorientacdo) do solvente ao redor do estado excitado (Haldar et al.,

2011; Raghuraman et al., 2007). O tempo de relaxacdo do solvente, por sua vez,
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depende da mobilidade e da constante dielétrica das moléculas do solvente ao redor
do fluoréforo.

Foi mostrado que em membranas, devido as diferencas de mobilidade das
moléculas e da constante dielétrica ao longo do eixo normal a superficie da
bicamada, a intensidade medida do fenbmeno de REES varia em funcdo da
profundidade do fluor6foro na bicamada. A interface da bicamada, que possui
caracteristicas de mobilidade e constante dielétrica distintas da fase aquosa e do
interior hidrocarbdnico da bicamada, apresenta maior REES (Haldar et al., 2011,

Raghuraman et al., 2007).

3.7.4 Estudos de supresséo de fluorescéncia de lipidios contendo o fluoroforo
NBD por N-TOAC-Stll;;-30

Lipidios marcados com a sonda fluorescente NBD (Lip-NBD) sé&o utilizados
para monitorar diversos processos em membranas biologicas e modelo. Os estudos
deste trabalho baseiam-se na capacidade de supressao da fluorescéncia de lipidios
marcados com NBD em diferentes posi¢des pelo grupamento nitroxido (Abrams &
London, 1993) do residuo de TOAC do peptideo N-TOAC-Stll11-30. A marcacdo dos
lipidios em diferentes posicbes permite a investigacdo da profundidade de
penetracdo da extremidade N-terminal do peptideo em bicamadas.

LUV contendo 1% de DPPE-NBD, PC-6-NBD ou PC-12-NBD foram
preparadas como descrito acima em tampao PBC 0,5 mM para uma concentracao
final de 2,0 mM de lipidio total. Foram estudadas LUV de POPC:Lip-NBD (99:1),
POPC:POPA:Lip-NBD (89:10:1) e DPPC:DMPA:Lip-NBD (89:10:1).

As LUV foram diluidas a 50 yM e foram adicionadas aliquotas do peptideo de

modo a variar a concentracado de N-TOAC-Stll;;.30 de 0 até 60 pM.

Foram obtidos espectros de emissao de fluorescéncia dos lipidios marcados
com NBD entre 475 e 675 nm, excitando-se a amostra em 469 nm. A intensidade de
fluorescéncia no comprimento de onda de maxima emisséo corrigida para a diluicdo
das amostras foi medida para as vesiculas na auséncia (Fo) e na presenca de
diferentes concentracfes do peptideo (F).
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Para estudo da supressao de fluorescéncia em funcéo da concentracédo de N-
TOAC-Stll11.30, analisou-se a razéo Fo/F nas diferentes concentracdes do peptideo.

3.7.5 Estudos da posicéao real da sonda fluorescente NBD na bicamada

E relatado na literatura (Raghuraman et al., 2007) que, devido ao carater polar
do grupo NBD e ao alto grau de liberdade experimentado por esse grupo em PC-6-
NBD e PC-12-NBD, é possivel que ocorra a dobra da cadeia carbénica de modo que
o fluoréforo passe a localizar-se no ambiente das cabecas polares. Assim, as
sondas em PC-6-NBD e PC-12-NBD passariam a nao refletir o ambiente das

cadeias carbonicas como esperado para tais posigoes.

Ainda, foi visto que o dobramento da cadeia carbbnica e a exposicdo da
sonda ao ambiente das cabecas polares dependem da organizacédo dos lipidios na
bicamada. Em bicamadas em fase fluida a passagem do NBD para o ambiente polar
da interface ocorre com maior frequéncia em comparacéo a bicamadas em fase gel
(Raghuraman et al., 2007).

Para andlise da profundidade real do fluor6foro NBD nos sistemas estudados
contendo acido fosfatidico foram realizados experimentos de REES.

Foram estudadas LUV de POPC:POPA:Lip-NBD (89:10:1), que se apresenta
em fase fluida a temperatura ambiente. Também se estudaram LUV compostas por
DPPC:Lip-NBD (99:1) e DPPC:DMPA:Lip-NBD (89:10:1), que se apresentam em
fase gel a temperatura ambiente (Garidel et al., 1997).

Foram obtidos espectros de emissao fluorescéncia, entre 500 e 600 nm, dos
lipidios marcados com NBD, excitando-se a amostra em 465, 475, 485, 495 e 505
nm. O comprimento de onda de maxima emissé&o foi medido nos espectros obtidos,

e estudado em fung¢ao do comprimento de onda de excitagao.
3.7.6 Estudos do movimento transmembranar de lipidios pelo poro toroidal

Para a realizacdo desses estudos foi utilizado o lipidio DOPE-Pyr. Esse lipidio
marcado com O grupo pireno, quando incorporado em alta concentragdo no
ambiente da bicamada exibe um espectro de emissdo de fluorescéncia com uma
banda de menor intensidade ao redor de 465 nm. Tal emissdo é decorrente da

interacdo de uma molécula do lipidio marcado no estado excitado com uma no
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estado fundamental e da transferéncia de energia entre elas (excimero) que ocorre
com maior frequéncia nessa condicdo. Quando em baixa concentracdo na
bicamada, o lipidio marcado apresenta um espectro de emissédo de fluorescéncia
com duas bandas estreitas nos comprimentos de onda em 375 e 395 nm. Essa

emissdo é caracteristica da molécula isolada (mon6mero, ndo interagindo com

outras moléculas do lipidio marcado) (Muller et al., 2000).

O experimento consiste em marcar vesiculas de forma assimétrica com
DOPE-Pyr, totalizando 5% do total de lipidios ha amostra, de modo que se observa
majoritariamente no espectro de fluorescéncia dessas vesiculas a emissao referente
ao excimero (Fig. 3.17). A adicdo do peptideo pode, por meio da formacdo de um
poro toroidal, permitir que, por difusdo lateral na regido em que os lipidios
encontram-se em curvatura positiva, o lipidio marcado e incorporado
assimetricamente passe para o folheto interno da bicamada. Com a passagem das
moléculas de DOPE-Pyr de um folheto a outro da bicamada ocorre a diluicdo do
fluor6foro no volume total da bicamada e observa-se no espectro de emissédo de
fluorescéncia um aumento das bandas referentes ao monémero (Fig. 3.17) (Muller et
al., 2000).
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Figura 3.17. Esquema de bicamadas contendo o lipidio com a sonda fluorescente
incorporado de forma assimétrica (excimero predominante, linha cheia) e apoés a
redistribuicdo nos dois folhetos em decorréncia da agdo de um agente externo
(mondmero predominante, linha pontilhada) (Muller et al., 2000).

O fendbmeno pode ser monitorado medindo a razdo das intensidades de

emissdo do mondmero e do excimero em fungéo do tempo.
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Foram preparadas LUV de POPC:POPA:SM (80:10:10) de concentragéo 2
mM em &gua. Uma aliquota de solucdo estoque do fosfolipidio marcado com pireno
em etanol é adicionada a suspensdo de LUV 200 pM obtida anteriormente. O
volume da aliquota é calculado de modo que a proporcdo de DOPE-Pyr na

membrana seja de 5 mol % do lipidio total.

O fosfolipidio marcado é adicionado apés a preparacdo completa das LUV
para que seja incorporado assimetricamente apenas no folheto externo da
bicamada. A incorporacéo é feita a 37°C e acompanhada em um espectrofluorimetro
Hitachi F4500 (Hitachi, Jap&o). A incorporacdo é considerada completa quando as
intensidades dos picos do mondmero e do excimero do DOPE-Pyr permanecem

constantes com o tempo.

Diluicbes seriadas dos peptideos entre 40 e 2 yM em agua foram realizadas
em uma placa de poliestireno “half-area” de 96 pocos (Corning, NY, USA) para

aguisicao de medida em baixos comprimentos de onda.

O ensaio foi iniciado com a adicdo das LUV marcadas aos peptideos em
diferentes concentracfes na placa. As medidas nos ensaios com os peptideos foram
realizadas em um leitor de placas (Molecular Devices, CA, EUA) excitando o
fluor6foro em 344 nm e registrando a emissdo em 490 nm em funcdo do tempo por
25 minutos. Como controle negativo utilizaram-se apenas as LUV assimetricamente
marcadas em agua pH 7,0. O controle positivo consistiu de LUV preparadas
paralelamente contendo 5% de DOPE-Pyr distribuido igualmente entre os dois

folhetos da bicamada, referente a 100% de redistribui¢éo.

A porcentagem de redistribuicdo foi calculada a partir da intensidade de

emissao de fluorescéncia em 490 nm pela seguinte expressao:
Red. (%) = 1OOX(FNEG — FpEp25')/(FNEG — Fpos) Equag;éo 3.21

onde Fpepos € a intensidade de emissdo em 450 nm das amostras com o0s peptideos
25 minutos apos a adigdo das LUV, Fnec € Fpos a intensidade de emissdo dos

controles negativo e positivo.
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3.7.4 Estudos de atividade dos peptideos em sistemas de membranas modelo

por fluorescéncia

Os estudos de atividade permeabilizante dos peptideos em sistemas de
membranas modelo foram realizados como descrito em Alvarez et al., 2003. Esse
ensaio baseia-se na propriedade de autossupressdo de fluorescéncia da
carboxifluoresceina (CF) quando em altas concentragcbes e no alto rendimento
quéantico quando diluida.

Inicialmente os filmes lipidicos s@o ressuspensos em uma solucédo de CF 50
mM. Nessa concentracdo, grande parte das moléculas de CF, por meio de um
mecanismo de transferéncia de energia da molécula no estado excitado para
dimeros nao fluorescentes da prépria molécula (Chen & Knutson, 1988), passam do

estado excitado para o estado fundamental sem emitir fétons.

A suspenséo lipidica é extrusada para obtencdo das LUV. Nessa etapa, a
suspensao possui 50 mM de CF no compartimento interno das LUV e no meio
externo. A CF ndo encapsulada € separada das LUV por um processo de
cromatografia de exclusdo em uma coluna de Sephadex G50 (Sigma-Aldrich
Chemical Corporation, MO, EUA), equilibrada em tampéo Tris-HCI 20 mM e 300 mM
de NaCl, pH 8,2. A fluorescéncia da CF encapsulada é auto suprimida. Ao perturbar
a bicamada, o peptideo causa a liberacdo da CF para o meio externo. O fluoréforo,

ao ser diluido no volume total da amostra, passa a emitir fluorescéncia.

A porcentagem de permeabilizagdo foi obtida excitando-se em 490 nm e
lendo a emissdo de fluorescéncia a 520 nm em um leitor de placas (Molecular
Devices, CA, EUA). Experimentos de vazamento foram realizados para diferentes
concentracbes de peptideo em uma suspensdo de LUV de composicao lipidica
variada de concentragdo 20 uM. O maximo de vazamento (Fuax) foi obtido lisando-
se as LUV com 0,1% de Triton X-100.

A porcentagem de CF liberada (R%) foi obtida através da equacao:

R% = [(Fp — Fo) / (Fmax — Fo)] x 100 Equacéao 3.22
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onde Fo e Fp sd@o os valores de fluorescéncia inicial (antes da adigdo do peptideo) e
final (1 hora apos a adi¢cao do peptideo), e Fuax € o valor de fluorescéncia maximo,
obtido com a adicéo de 0,1% de Triton X-100.

3.8 SAXS

As medidas de SAXS foram realizadas na linha SAXS1 do Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas) pelo Professor Leandro Barbosa (IF-
USP).

As medidas foram feitas utilizando-se um feixe de raios-X monocromatico (A =
1,488 A) e com a distancia entre a amostra e o detector ajustada para
aproximadamente 975 mm. A radiacdo espalhada em baixo angulo foi detectada
usando um detector Pilatus bidimensional. As curvas de SAXS foram corrigidas
levando-se em conta o espalhamento do tampao. As medidas foram realizadas em
temperatura controlada por um banho térmico ajustado para 22°C.

As amostras foram preparadas dissolvendo LPC em pé4 previamente pesada
em uma solucéo 2,0 mM de peptideo de modo a se obter concentracfes de lipidio
de 20, 40 e 60 mM.

3.9 Atividade antimicrobiana
3.9.1 Concentracdo inibitéria minima (MIC)

Os ensaios para a determinacdo da concentracdo minima de peptideo
necessaria para inibir o crescimento bacteriano foram realizados de acordo com
Wiegand et al., 2008. Quatro diferentes espécies de bactéria foram utilizadas para

0s ensaios, que foram realizados em triplicata.

Tabela 3.2 — Bactérias utilizadas nos ensaios de MIC:

Escherichia coli ATCC 25292
Staphilococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa Canada WT / HJ001
Enterococcus faecalis ATCC 29212
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Inicialmente, 10 mL de meio MHB foram inoculados com uma pequena
quantidade de bactérias provenientes de uma Unica coldnia depositada em uma
placa de agar soélido. As bactéria foram incubadas durante a noite em banho a 37°C

e sob agitacao.

A suspensao de células foi entdo diluida 50 vezes em meio MHB e incubada
novamente a 37°C. Durante o crescimento, a densidade 6ptica do meio em 600 nm

foi medida para monitoramento do crescimento bacteriano.

Ao atingir densidade 6ptica de aproximadamente 0,4, a suspensédo de células
foi novamente diluida 500 vezes em meio MHB. Nessa etapa, espera-se ter

aproximadamente 5.10° CFU/mL, o valor ideal para realizacdo do experimento. E

aceitavel, entretanto, que tal valor esteja entre 2 e 8.10°> CFU/mL.

Paralelamente, diluicbes seriadas dos peptideos em meio MHB foram
preparadas com 10 vezes a concentragao final desejada entre 128 e 1 yM e um
volume de 10 pL. Ao final, 90 uL da suspensao de células com concentracio
aproximada de 5.10° CFU/mL foram adicionados ao peptideo e as placas foram
incubadas por 18 horas a 37°C. Como controle negativo, meio MHB estéril foi
utilizado e como controle positivo, foram utilizadas diluicdes das bactérias na

concentracdo do ensaio sem o0s peptideos.

Apbs esse periodo, o crescimento bacteriano foi verificado visualmente para

determinacdo da concentracao inibitoria minima.

Para verificacdo da concentracdo de ceélulas utilizadas no ensaio, uma
diluicdo de 1:500 do meio contendo as células é feita em MgSO,4 10 mM e 100 pL da
suspensao sao plagueados em meio sélido agar-LB. As placas sdo incubadas
durante a noite e 0 numero de colbnias € contado para calculo da concentracdo de

células pela seguinte expressao:
Concentracao (CFU/mL) = N¢ojenias X 500/ 0,2 mL  Equacéo 3.23

Antibiéticos de concentracdo inibitéria minima conhecida foram ensaiados

conjuntamente para validacdo dos experimentos.
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3.9.2 Cinética de crescimento bacteriano

A taxa de crescimento bacteriano na presenca dos peptideos foi investigada
para estudo da influencia destes sobre a proliferacdo das bactérias gram-positiva S.
aureus (ATCC 25923) e gram-negativa E. coli (ATCC 25292).

Inicialmente, 10 mL de meio MHB foram inoculados com uma pequena
guantidade de bactérias proveniente de uma Unica coldnia depositada em uma placa
de &gar solido. As bactéria foram incubadas durante a noite em banho a 37°C e sob

agitacao.

A suspenséo de células foi entdo diluida 50 vezes em meio MHB e incubada
novamente a 37°C. Durante o crescimento, a densidade éptica do meio em 600 nm
foi medida para monitoramento do crescimento bacteriano até atingir densidade

Optica de aproximadamente 0,1.

Em uma placa de 96 pocos de poliestireno de fundo chato (Greiner Bio-One,
Alemanha), diluicdes seriadas dos peptideos em meio MHB foram preparadas com
10 vezes a concentragao final desejada entre 128 e 1 yM e um volume de 10 pyL. Em
seguida, 90 uL da suspensao celular de densidade éptica 0,1 foram adicionados em
cada poco e as placas foram incubadas a 37°C. Como controle negativo, meio MHB
estéril foi utilizado e como controle positivo, foram utilizadas preparacdes das

bactérias na mesma concentracdo do ensaio sem o0s peptideos.

Utilizando um leitor de placas (Molecular Devices, CA, EUA), a densidade
optica em 600 nm da suspensao foi medida em intervalos de 40 minutos até 2 horas
de experimento, e posteriormente em intervalos de 1 hora até um total de 6 horas de

experimento.

3.10 Ensaios de toxicidade dos peptideos
3.10.1 Atividade hemolitica

Ensaios de atividade hemolitica dos peptideos foram realizados a fim de
estudar a toxicidade dos mesmos e comparar 0 grau de atividade dos diversos

fragmentos.
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Cinco mililitros de sangue obtido de voluntérios saudaveis foram misturados
com 40 mL de solugéo salina estéril (0,9% NaCl em &gua), centrifugados por 10
minutos a 1500 rota¢cBes por minuto (rpm), equivalente a 500 g. O sobrenadante foi
entdo removido. Esse processo da lavagem das células foi realizado trés vezes até

que o sobrenadante estivesse limpo apds a centrifugacao.

Em seguida, 2 mL do pellet de hemécias foram misturados com 8 mL de

solugéo salina, resultando numa suspensao de 20% em volume de células.

Uma placa de polipropileno de 96 pocos (Corning, NY, EUA) foi previamente
preparada com diluic6es seriadas do peptideo em solugéo salina com concentracdes
entre 128 e 2 yM e um volume final de 50 pL. Para o ensaio, 50 uL da suspenséao de
hemacias a 20% foram adicionados em cada poco na placa contendo as diluicbes
dos peptideos para um volume final de hemécias de 10%. Como controle negativo
usou-se solucao salina estéril, e como controle positivo, Triton X-100 a 0,1%.

As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C e ao final centrifugadas a
1200 rpm (400 g) por 10 minutos. O sobrenadante contendo a hemoglobina liberada
pela acédo dos peptideos foi diluido 5 vezes em uma placa poliestireno de 96 pocos
de fundo chato (Greiner Bio-One, Austria). A absorbancia em 414 e 546 nm foi ent&o
medida em um leitor de placas Synergy HT (Bio-Tek, VT, EUA).

A porcentagem de hemodlise foi calculada baseada na absorbancia medida

pela seguinte expressao:
Ativ. Hem. (%) =100 x (ApEp — ANEG)/(APOS - ANEg) Equagéo 3.24

onde Apep, Anec € Apos referem-se as absorbéancias da amostra com o peptideo, e

dos controles positivo e negativo respectivamente.
3.10.2 Atividade contra células eucarioticas HelLa

A citotoxicidade dos peptideos contra células HeLa WT foi estimada por meio
do ensaio de viabilidade celular. A atividade metabodlica das células foi medida
utilizando-se um kit CellTiter 96® AQ One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
WI, EUA). O teste baseia-se na capacidade de enzimas oxidoredutases de células

viaveis converterem o sal MTS em um produto, formazan, solivel no meio de
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cultura, cuja absorbancia medida em 490 nm € diretamente proporcional a
viabilidade celular (Fig. 3.18).

OCH,COOH 505 OCH,COOH _

NNB 5. _cH, N H S
- CH,
12 14

"CHS I

MTS = Formazan

Figura 3.18. Reacdo de conversdo do MTS em formazan.

O dano na membrana plasmatica de células HeLa WT pela acdo dos
peptideos foi estimado por meio de um ensaio de permeabilidade da enzima lactato
desidrogenase utilizando o kit CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay
(Promega, WI, EUA). O teste colorimétrico baseia-se na reagdo na reducdo de NAD"
(dinucledtido de nicotinamida e adenina) a NADH, catalisada pela enzima LDH e na
oxidacdo de NADH por um sal de tetrazolio (INT) que € entdo convertido em um
produto formazan (Fig 3.19). A absorbancia do formazan em 490 nm é diretamente

proporcional ao niumero de células lisadas.

LDH
NAD* + lactate — pyruvate + NADH
Diaphorase
NADH + INT — NAD+ + formazan (red)

Figura 3.19. Reacgdes envolvendo a lactato desidrogenase e a formacéo do produto
colorimétrico formazan.

3.10.2.1 Cultura de células HeLa WT

As células HeLa WT foram cultivadas em meio DMEM (Invitrogen, MA, EUA)

contendo 10% de soro fetal bovino e 1% dos antibiéticos penicilina/estreptomicina.

Inicialmente, aliquotas de aproximadamente 1 mL e 10° células estocadas em
nitrogénio liquido foram descongeladas e, junto com 3 mL de meio DMEM, passadas
para uma garrafa para cultura de células. As células, que crescem aderidas a
superficie da garrafa foram ent&o incubadas a 37°C em uma atmosfera umidificada e

com 5% de CO,. Durante o crescimento, o meio das células foi trocado diariamente.
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Ao alcancar entre 90 e 100% de confluéncia, o meio foi retirado e as células
aderidas foram lavadas com entre 3 e 5 mL de PBS (Invitrogen, MA, EUA) por trés
vezes. Em seguida, 2 mL de tripsina foram adicionados e as garrafas foram
incubadas por 10 minutos a 37°C para que as células fossem ressuspendidas e
coletadas. O total de células foi entdo dividido e adicionado em duas ou mais
garrafas junto com meio DMEM para aderirem novamente a superficie do plastico

mantendo a cultura de células.

A confluéncia, a integridade das células bem como a adesao e ressuspensao
das mesmas foram checadas em um microscoépio éptico com aumentos de 10 e 100

vezes.
3.10.2.2 Contagem das células e preparacao das placas para 0s ensaios

Para realizacdo dos ensaios de toxicidade e permeabilidade da membrana,
células HeLa WT com ao menos trés passagens foram coletadas, diluidas em meio
DMEM e tiveram a concentragdo determinada em um leitor Z2 Coulter Counter
(Beckman, CA, USA). Em seguida, as células foram diluidas para uma concentracao
de 2,5.10° células/mL e 200 L da suspensdo foram adicionados em cada poco de
uma placa de poliestireno de 96 pocos (Greiner Bio-one, Austria), totalizando 5.10*
células/poco. As placas foram entdo incubadas por 24 horas para adesdo das

células nas mesmas condic¢des das garrafas de cultura.
3.10.2.3 Exposicdao das células aos peptideos

Depois de checadas a integridade e adesdo das células, o meio DMEM foi
retirado e as células lavadas duas vezes com 100 yL por poco de PBS. Em seguida
foram adicionados 100 uL por poco de diluicbes seriadas entre 128 e 2 uM dos
peptideos em meio DMEM. Triton X-100 0,1% foi usado como controle positivo (0%
de viabilidade para MTS e 100% de permeabilidade de LDH) e meio DMEM como

controle negativo.

As células expostas a diferentes concentracbes dos peptideos foram

incubadas a 37°C em uma atmosfera umidificada e com 5% de CO» durante 4 horas.
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3.10.2.4 Ensaio de viabilidade celular

Para verificagdo da viabilidade celular, 20 uL do reagente MTS foi adicionado
em cada poco contendo as células previamente expostas aos peptideos. As placas
foram incubadas por mais uma hora e a absorbancia de cada po¢co medida em 490

nm.

A porcentagem de viabilidade celular foi calculada com base nos controles

positivo (0%, Apos) € negativo (100%, Anec).
Viab. Cel. (0/0) =100 x (Apos — APEP)/(APOS — ANEG) Equacéo 3.25
3.10.2.5 Ensaio de integridade da membrana celular

As placas para o ensaio de permeabilidade celular foram, apds o periodo de
incubacédo de 4 horas, centrifugadas por 4 minutos a 250 g e 50 uL do sobrenadante

de cada poco transferidos para a placa de reacgao.

A cada pogo foram adicionados 50 uL do substrato reconstituido em tampao
fornecido no kit utilizado. A placa foi incubada a temperatura ambiente por 10
minutos para processamento da reacao até a adigao de 50 pL da solucédo de acido

acético 1 M para parada da reacao.

A porcentagem de permeabilizacdo da membrana celular foi calculada com

base nos controles positivo (100%, Apos) € negativo (0%, Anec).
Permeab. (%) = 100 x (Apep — Anec)/(Aros — Anec)  Equacéo 3.26

3.11 Modelagem estrutural dos peptideos in silico

3.11.1 Geragéo dos modelos estruturais

Modelos tridimensionais dos peptideos foram obtidos por meio da plataforma
on-line PEP-FOLD (http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::
PEP-FOLD) (Maupetit et al., 2009, 2010; Shen et al., 2014).

Fornecendo-se a sequencia a ser estudada, a plataforma incialmente realiza
uma predicao local da conformacéo baseada em um alfabeto estrutural descrevendo
a probabilidade de cada conjunto de 4 residuos consecutivos na sequéncia

adotarem um determinada conformacé&o. O perfil das predi¢cdes para cada fragmento
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de quatro residuos € entdo processado para selecdo de um numero limitado de
conformacdes possiveis. O software entdo combina os fragmentos calculados para
produzir um modelo completo da estrutura. Cinquenta simulagdes do tipo “coarse-
grained” sao realizadas substituindo as cadeias laterais por esferas de propriedades
correspondentes. Os modelos sdo pés-tratados substituindo as esferas por cadeias
laterais contendo todos os atomos e um procedimento de minimizacdo energética
realizado com GROMACS com os modelos contendo todos os atomos. Um grupo
com as cinco estruturas de menor energia é entdo apresentado em argquivos no

formato .pdb.

3.11.2 Comparacao estrutural entre os modelos obtidos e estruturas obtidas

experimentalmente

As cinco estruturas obtidas do PEP-FOLD foram superpostas a estrutura de
Stl obtida por NMR (Castrillo et al., 2010) ou de Stll obtida por cristalografia de raios-

X (Manchefio et al., 2003) utilizando o software UCSF Chimera (Pettersen et al.,

2009 - http://www.cgl.ucsf.edu/chimera). Os modelos dos peptideos exibindo
menores desvios em relagdo a estrutura experimental (RMSD) foram selecionados
para posterior andlise. A parte grafica dos resultados foi feita com os softwares
PyMol Educational Version 1.3 (https://www.pymol.org/) e Visual Molecular Dynamics
1.9.2 (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/vmd-1.9.2/).



http://www.cgl.ucsf.edu/chimera
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4. Resultados

4.1 Peptideos

A pureza e identidade dos peptideos sintetizados foram checadas por HPLC-
UV/Vis-MS. Os cromatogramas com a absor¢cdo em 234 nm, do méaximo de
absorcdo entre 200 e 800 nm, e com a contagem de ions mostram que o peptideo
Stll;.10 apresenta um tempo de retencéo de 2,56 minutos e alto grau de pureza (Fig.
4.1). O espectro de massa das espécies eluidas entre 2,52 e 2,79 minutos apresenta

um pico maior intensidade com razdo m/z de 856,33, confirmando a identidade do

peptideo de massa 856,0 Da (Fig. 4.1).
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Figura 4.1. Cromatogramas do peptideo Stll;.1o reportando intensidade em 234 nm
(superior esquerdo), intensidade maxima entre 200 e 800 nm (superior direito) e
contagem de ions (inferior esquerdo) e espectro de massa do pico de maior

intensidade (inferior direito).
A identificacdo dos diferentes ions moleculares (M+1, M+2 e M+3) dos
peptideos foi feita a partir da analise das distancias entre os picos dos diferentes

isétopos apresentando uma unidade de massa de diferenca. A carga da espécie
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ionizada pode ser determinada pela distancia entre os picos dos isétopos como

sendo numericamente igual ao inverso da distancia entre os picos:
Z =1/ Distancia entre 0s picos Equacéo 4.1

A andlise das distancias entre os picos dos isétopos no espectro de massa
confirma o pico como sendo a forma M+1. A presenca de uma espécie de razdo m/z

de 878,5 Da, refere-se a uma forma contendo um atomo de sddio neutralizando uma

carga negativa.

O peptideo Stlyp.3; apresentou alto grau de pureza e tempo de retencdo de
2,17 minutos, como mostram os cromatogramas de absorcéo e de contagem de ions
(Fig. 4.2). A identidade do peptideo de massa 1312,6 Da foi confirmada pelos picos

de razdo m/z de 1312,83, confirmado como M+1 pela distancia entres os picos dos

isétopos, e de 657,00, referente a forma M+2 (Fig 4.2).
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Figura 4.2. Cromatogramas do peptideo Stlyo.3; reportando intensidade em 234 nm
(superior esquerdo), intensidade maxima entre 200 e 800 nm (superior direito) e
contagem de ions (inferior esquerdo) e espectro de massa do pico de maior

intensidade (inferior direito).
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O peptideo Stlyo.3:E24A, de massa 1254,6 Da, apresentou tempo de retencéo
de 2,17 minutos e grau de pureza satisfatorio (Fig 4.3). Picos de razdo m/z 1254,75
e 628,00 no espectro de massa do material eluido entre 2,09 e 2,38 minutos foram
confirmados como correspondentes as formas M+1 e M+2 do peptideo sintetizado

(Fig. 4.3).
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Figura 4.3. Cromatogramas do peptideo Stlyp.3; E24A reportando intensidade em
234 nm (superior esquerdo), intensidade maxima entre 200 e 800 nm (superior
direito) e contagem de ions (inferior esquerdo) e espectro de massa do pico de

maior intensidade (inferior direito).

O analogo Stly.3:E24K sintetizado com uma lisina substituindo o acido
glutamico na posicao 24, apresentou grau de pureza satisfatorio como € possivel
observar nos cromatogramas que apresentam um Unico pico com tempo de retencao
2,00 minutos (Fig 4.4). O espectro de massa do material eluido entre 1,95 e 2,22
minutos apresenta picos de razdo m/z 1311,75 e 656,00 (Fig 4.4), confirmados pela

analise da distancia entre os isétopos como as forma M+1 e M+2 de Stlyo.3:E24K,

gue possui uma massa calculada de 1311,7 Da.
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Figura 4.4. Cromatogramas do peptideo Stlyp.3;1 E24K reportando intensidade em
234 nm (superior esquerdo), intensidade maxima entre 200 e 800 nm (superior
direito) e contagem de ions (inferior esquerdo) e espectro de massa do pico de

maior intensidade (inferior direito).

O peptideo Stlp.3:E24Q foi analisado e apresentou alto grau de pureza como

mostrado nos cromatogramas, contendo apenas um pico com tempo de retencdo de

2,08 minutos (Fig. 4.5). Os picos de razdo m/z 1311,75 e 656,50 no espectro de

massa das espécies eluidas entre 2,00 e 2,36 minutos foram confirmados como

correspondendo as formas M+1 e M+2 pela andlise dos is6topos e referem-se ao

peptideo sintetizado, que possui massa calculada de 1311,6 Da (Fig 4.4).

Os peptideos obtidos na UNESP-Araraquara também tiveram identidade e

pureza analisadas e confirmadas pelo mesmo protocolo usado na analise dos

peptideos por nos sintetizados. Os valores de tempo de retencdo e das razdes m/z

dos picos nos espectros de massa estao listados na Tabela 4.1.
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Figura 4.5. Cromatogramas do peptideo Stly.31 E24Q reportando intensidade em
234 nm (superior esquerdo), intensidade maxima entre 200 e 800 nm (superior
direito) e contagem de ions (inferior esquerdo) e espectro de massa do pico de
maior intensidade (inferior direito).

Tabela 4.1 — Massa molecular calculada (MM), razdo m/z dos ions nos espectros de
massa e tempo de retencéo dos peptideos estudados.

Peptideo MM Razéo m/z Tempo de
(Da) M+1 M+2 M+3 retencdo (minutos)
Stly31 3245,7 -- 1623,25 | 1082,75 4,67
Stli2.31 2217,6 -- 1109,58 | 740,17 3,82
Stlly-30 3127,7 -- 1564,25 | 1043,33 4,91
Stlli1-30 2288,7 -- 1145,00 | 763,83 3,89
Stll1-10 856,0 856,33 -- -- 2,56
Stlzo-31 1312,6 | 1312,83 | 657,00 -- 2,17
Stlyo-31E24A 1254,6 | 1254,75 | 628,00 -- 2,17
Stlyo-31E24K 1311,7 | 1311,75 | 656,50 -- 2,00
Stly-31E24Q 1311,6 | 1311,75 | 656,50 -- 2,08
N-TOAC-Stll11.30 | 2485,7 -- 1243,58 | 829,50 4,03
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Os peptideos Stl;.31 e Stll;30 apresentam maiores tempo de retencdo pois sao
capazes de estabelecer maior nimero de interagbes com a fase estacionaria
hidrofébica C18 quando comparados com o0s analogos mais curtos. Apesar de
possuir carga liquida neutra em pH 7 e um residuo a mais, Stl;.3; apresenta menor
tempo de retencao do que Stll;.30. Essa diferenca deve-se a presenca de um residuo
polar de serina na posi¢cdo 1 e a presenca de residuos de acido glutamico e &cido
aspartico nas posicoes 2 e 9 de Stly.3;. Essas substituicbes conferem ao segmento
1-10 de Stl um carater mais polar em comparacdo com Stll, além uma maior
distribuicdo ao de cargas ao longo da molécula e, portanto, uma menor interacao

com a fase estacionaria.

A diferenca de hidrofobicidade entre as sequéncias de Stl e Stll ndo reside
somente na regido 1-10 das toxinas. A comparagao entre 0os tempos de retencéo de
Stly,.31 € Stlli130 também indica que essa regido em Stll é mais hidrofébica (Tabela
4.1).

A comparacdo entre Stll;;30 € de N-TOAC-Stlli130 indica uma maior
hidrofobicidade do analogo contendo TOAC embora a diferenca nos tempos de
retencdo seja pequena (Tabela 4.1). O fato de possuir um residuo a mais e
apresentar o grupamento amino terminal desprotonado, proporcionando ao peptideo
carga liquida +1, determinam a maior hidrofobicidade do peptideo marcado em

relacdo ao nativo.

Em Stlyo3; € seus analogos, a alta densidade de cargas positivas no
segmento e 0 numero de residuos determinaram os baixos tempos de retencdo
observados (Tabela 4.1). Entre os peptideos Stlyo.31 € Stlyo.3:E24A, a substituicdo de
um residuo de acido glutdmico por alanina ndo afetou o tempo de retencdo em
relacdo a sequéncia nativa (Tabela 4.1). A introducdo de um residuo de carater
hidrofébico compensa o aumento na carga liquida da molécula de forma que ambos,
Stll,p31 € 0 analogo E24A, apresentam os mesmos tempos de retencdo. As
substituicdes nos peptideos E24Q e E24K diminuiram o tempo de retengédo destes
na coluna quando comparados com Stl,p.3;. Como esperado, 0 mutante E24K, com
carga liquida +6, apresentou menor tempo de retencédo em relacdo ao mutante E24Q

que em pH 7 possui carga liquida +5 (Tabela 4.1).
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4.2 Estudos conformacionais in silico
4.2.1 Predicéo de estrutura secundaria

As predicdes de estrutura dos peptideos obtidas pelos programas Psipred e
PEPFOLD mostraram-se de acordo com o esperado para tais segmentos, que nas

toxinas apresentam predominantemente estrutura secundaria em a-hélice.

Stl;.31, segundo Psipred, apresenta um alta propensdo de aquisicdo de
estrutura helicoidal entre os residuos 12 e 26 e uma regido nao estruturada no
segmento 1-11, predita, entretanto, com um menor nivel de confiabilidade (Fig.
4.6A). O mesmo perfil estrutural foi predito pelo programa PEPFOLD onde o
segmento 13-24 apresentou alta propensédo de aquisicdo de conformacédo em a-
hélice, e o segmento 1-12 apresentou estrutura predominantemente randémica (Fig
4.6A). Tal predicdo indica também alguma tendéncia da regido 1-8 de adquirir
estrutura helicoidal. Esse motivo estrutural de duas hélices ligadas por um segmento
flexivel foi observado experimentalmente por NMR (Castrillo et al., 2010) (Fig. 4.6A).

De acordo com o observado para o peptideo de Stl contendo 31 residuos,
ambos, Psipred e PEPFOLD, indicam uma alta propensao de aquisi¢ao de estrutura
helicoidal para o peptideo Stli23; (Fig. 4.6B). Por se tratarem de algoritmos que
calculam a possivel estrutura de um determinado residuo baseado somente nos
residuos préximos, era de se esperar que a estrutura predita de Stl;,.3; concordasse
com o obtido para o segmento na sequéncia de Stl;3; (Figs. 4.6A e 4.6B).
Entretanto, € possivel que em Stl;.33 0 segmento 1-10 exerca alguma influencia

sobre a estrutura do resto do peptideo, ndo observavel nos estudos de predicéo.

Para os peptideos de Stll, Stll;.30 e Stll;.30, foram preditas estruturas
semelhantes as dos peptideos de Stl. Em ambos a regido entre os residuos 14 e 25
apresenta uma alta propensao de aquisicdo de conformacao helicoidal, como predito
por Psipred e PEPFOLD (Figs. 4.6C e 4.6D).
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Para Stll; 30, Psipred predisse a regido 1-10 do peptideo como
predominantemente desestruturada. com a presenca de dois residuos apenas em
fita-p (Fig. 4.6C). Embora predita com baixa confiabilidade, a presenca de estrutura
em fita-B concorda com estudos da toxina Stll nos quais foi observada a presenca
dos residuos 6-8 em tal conformacéo (Manchefio et al., 2003). Ainda, foi observada
a tendéncia de formacdo de estruturas do tipo fita-B em estudos de Stll;.3p0 em

funcdo da concentracéo de peptideo e do pH por CD (Casallanovo et al., 2006).

Stll130, segundo PEPFOLD, apresenta certa tendéncia de estruturagdo em
hélice na regido do segmento 1-8 indicando que este poderia adotar 0 mesmo

motivo observado experimentalmente em Stl;.3; (Fig 4.6A e 4.6C).

Por meio do software Psipred também foi possivel predizer caracteristicas da
interagdo e topologia dos segmentos de 31 e 30 residuos de Stl e Stll na membrana.
O algoritmo MEMSAT-SVM, apesar de levar em conta outros fatores ndo referentes
a interacdo em questao, foi capaz de predizer ambos os peptideos como hélices

transmembranares em regido de poro (Fig 4.7).

5t11-21 Sti1-20
HESAT-SV1 ] ]
HESAT3 [ [
|:| Cutoplasmic |:| Extracellular . Tranzmembrane Helix . Pore-lining Helix

Figura 4.7. Diagrama de predicdo de topologia dos peptideos Stl;.3; e Stll;.30 na
membrana obtido pelos programas MEMSAT-SVM e MEMSAT 3.

A mesma regido em Stl;.3; e Stll;.30 foi predita como sendo o segmento que
forma a hélice e interage com a membrana (Fig. 4.7, Tabela 4.2). MEMSAT-SVM
ainda foi capaz de predizer a estequiometria dos poros formados pelos peptideos
(Tabela 4.2). O namero apresentado pelo software estd de acordo com estudos
anteriores que indicam a estequiometria do poro como sendo variavel entre 2 e 7
mondmeros das toxinas, e as formas triméricas e tetraméricas como sendo as mais
estaveis (Antonini et al., 2014). O carater anfipatico do segmento e a propenséao de
aquisicao de estrutura em a-hélice parecem ser determinantes nas caracteristicas do

poro preditas pelo software.
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Tabela 4.2 — Parametros estruturais e de topologia da interacdo dos peptideos com
membranas obtidos pelo programa MEMSAT-SVM.

Stl 1-31 Stl |1-30
Regido de interacdo com a membrana 9-24 7-22
Regido helicoidal formadora do poro 9-24 7-22
Numero de hélices 1 1
Estequiometria do poro 3 3

4.2.2 Modelagem estrutural

ApoOs o trabalho de predicdo de estrutura, o software PEPFOLD gerou
modelos estruturais dos peptideos em alta resolucéo. As cinco estruturas de cada
peptideo foram inicialmente comparadas com a estrutura do segmento N-terminal de
ambas as toxinas. Para a comparacao, utilizou-se a estrutura de Stl obtida por NMR
(Castrillo et al., 2010) e de Stll obtida por cristalografia de raios-X (Manchefio et al.,
2003). Os modelos gerados, bem como as estruturas obtidas experimentalmente,

referem-se as formas em solucéo.

A sobreposicdo do modelo de Stl;3;, em preto, com a regido N-terminal de
Stl, em azul, mostra a consisténcia da estrutura calculada com a obtida por NMR
(Fig. 4.8A). Em ambas as moléculas a regido 15-24 encontra-se em a-hélice. No
modelo, a hélice estende-se até o residuo 28 enquanto que na toxina essa regiao é
parte de um loop ligando o segmento helicoidal a primeira fita-B. Essa diferenga
deve-se provavelmente ao efeito que o resto da estrutura da toxina exerce sobre a
regido 25-28, ausente no peptideo e ndo considerada no célculo computacional que
gerou os modelos. A regido 1-15 apresenta estrutura ao acaso em ambas as
moléculas, com a regidao 10-15 em “loop” e o segmento 1-10 interagindo com a

hélice, e, no caso da toxina, também com o sanduiche de folhas-p.

O modelo do peptideo Stly,.31, que compreende essencialmente a regido em
hélice do segmento N-terminal, também se mostrou de acordo com a estrutura
experimental da regido em Stl. No peptideo e na toxina as regides entre os residuos
15-25 encontram-se em hélice e as extremidades da regido 12-31 em estrutura
randémica (Fig 4.8B).
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Figura 4.8. Sobreposicdo da estrutura da toxina Stl obtida por NMR (Castrillo et al.,
2010) e da toxina Stll obtida por cristalografia de raios-X (Manchefio et al., 2003)
(em cores) com as estruturas dos peptideos modeladas pelo programa PEPFOLD
(preto). (A) Stli-z1, (B) Stliz-31, (C) Stll1.30 € (D) Stll11.30.

As estruturas dos peptideos de Stll compreendendo as regides 1-30 e 11-30
calculadas por PEPFOLD também se mostraram consistentes com a estrutura obtida
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experimentalmente (Figs. 4.8C e 4.8D). A regido em hélice dos dois peptideos e da
toxina inicia-se no residuo de fenilalanina na posi¢cdo 14. Os modelos dos peptideos
apresentaram uma volta de hélice a mais na direcdo da extremidade C-terminal da
cadeia assim como observado para Stl;.3;. Também nesse caso a diferenca de
conformacao deve-se a influéncia que o resto da toxina exerce sobre a conformacao
do N-terminal, especialmente na regido 26-30 em Stll. A regido 1-10 do modelo de
Stll;.30 apresenta-se completamente desestruturada enquanto que na toxina oS
residuos 6-8 estdo em fita- (Fig. 4.8C). Assim como observado para Stl e 0 modelo
de Stl;.3;, um “loop” flexivel no segmento 8-13 permite a interacdo da regido 1-7 com
a hélice N-terminal. No caso da toxina, o segmento 1-7 de Stll também interage com

o sanduiche de folhas-f3.

Apds a comparagdo com a estrutura obtida experimentalmente do N-terminal
das toxinas, os modelos foram analisados montando-se diagramas de estrutura
secundaria para a analise da incidéncia de cada tipo de estrutura em cada posicéo
da molécula. O modelo com menores valores de desvio em relacdo a estrutura da

toxina foi selecionado ser analisado em nivel atdmico.

Os modelos gerados para os peptideos de Stl indicam uma alta concentracdo
de estrutura helicoidal no segmento 15-29 (Figs. 4.9A e 4.9B). Os diagramas das
estruturas mostram que em todos os casos calculou-se tal conformacgéo para essa
regido. As estruturas em alta resolucdo evidenciam o carater anfipatico da hélice
formada no segmento, com os residuos apolares em preto concentrados em uma
das faces da hélice enquanto residuos hidrofilicos estdo localizados na face oposta
da hélice. A face hidrofilica da hélice possui os residuos carregados positivamente e
carregados negativamente intercalados em voltas sucessivas. Assim como exposto
pelos estudos de predicdo de estrutura secundaria, as conformacodes de Stly,.3; € da
regido 12-31 do peptideo Stl;.3; sdo semelhantes, indicando que o segmento 1-11
exerce pouca influencia sobre o restante da molécula. Apesar de ausente no modelo
em alta resolucdo apresentado, em dois dos modelos obtidos a regido 1-11 de Stl;.3;
apresenta um segmento helicoidal, de acordo com a estrutura obtida por NMR, que
apresenta dois segmentos helicoidais ligados por uma regiédo flexivel (Castrillo et al.,
2010).
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Figura 4.9. Peptideos modelados por PEPFOLD. Diagrama de estrutura secundaria
dos modelos (m a-hélice / == randémico) (esquerda). Estrutura de um dos modelos
(direita). Residuos: m apolares / = polares sem carga / m carregados positivamente /
m carregados negativamente. (A) Stli.31, (B) Stli2.31, (C) Stll;-30 € (D) Stll11-30.

Os peptideos de Stll possuem estrutura em a-hélice na regido entre os
residuos 14 e 24, a mesma regido em conformacao helicoidal dos modelos de Stl

(Fig. 4.9). A hélice formada em Stll possui carater anfipatico, com os residuos
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apolares em uma das faces e os residuos polares sem carga, carregados
negativamente e carregados positivamente na face oposta. A regido 1-10 de Stll;-30
apresenta estrutura randémica em todos os modelos obtidos e aparentemente n&o

exerce influencia sobre a conformacao do restante do peptideo (Figs. 4.9C e 4.9D).

Nos quatro peptideos analisados, a proximidade espacial entre os residuos
positivos e negativos em voltas sucessivas da hélice possibilitaria a formagcédo de
pares ionicos ligando as diferentes voltas do segmento helicoidal e estabilizando
essa estrutura. Ainda, na quando ligados a membrana, que possui baixa constante

dielétrica, a formacao de pares i6nicos seria energeticamente favorecida.

4.3 Estudos em solucao
4.3.1 Estudos conformacionais dos peptideos em solucéo por CD

A estrutura dos peptideos em solucéo foi estudada por CD em pHs 3,0, 7,0 e
11,0 (Fig. 4.10).

Os espectros de CD de Stl;.33, nos 3 pHs estudados, apresentam um pico
negativo ao redor de 200 nm e um pico de menor intensidade em 222 nm, indicando
gue nessas condicdes, Stly.3; possui uma estrutura predominantemente ao acaso
com um baixo conteudo de estrutura em a-hélice (Fig. 4.10A).

O calculo do conteudo de estrutura secundaria por meio dos espectros de CD
de Stl;.3; indica a presenca de 21 a 22 residuos em estrutura randémica e de 4 a 6
residuos em hélice além de um baixo contetdo de estrutura em fita-g (Tabela 4.3).
Os estudos de predicdo e modelagem sugerem que o contetdo helicoidal observado
localizar-se-ia essencialmente na regido 15-25 e que o os 15 primeiros e 5 Ultimos
residuos do peptideo apresentariam estrutura ao acaso.

Apesar da presenca de grupos ionizaveis ao longo da molécula, a alteracédo
na distribuicdo de cargas no peptideo pela mudanca no pH n&o alterou o conteudo
estrutural do peptideo, indicando a ndo ocorréncia de mudancas conformacionais

significativas.



93

T T T T T T T T T T T T
0 0
o o 5
© 5 ] E
£ £
N °
€ €
5 5 -0
o> 104 1 =4
[} )
° °
S "’9 -15 4
S ] —pH70 2 PH7.0
= ——pH 3,0 =) ——pH 3,0
——pH11,0 204 —pH11,0
-20 T T T T T T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260 190 200 210 220 230 240 250 260
A A (nm) B 2 (nm)

.10 4

15 4

—pH 7,0
204 —pH30
——pH11,0

[6] (10°.deg.cm?.dmol™)
[6] (10%.deg.cm®.dmol™)

-20 25 T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260

190 200 210 220 230 240 250 260
C A (nm) D A (nm)

154 —pH 7,0
——pH 3,0
——pH 11,0

[6] (10%.deg.cm®.dmol™)

T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260
I % (nm)

Figura 4.10. Espectros de CD dos peptideos do N-terminal de Stl e Stll em solugéo
aguosa, nos pHs 3,0, 7,0 e 11,0. (A) Stly.31, (B) Stly2.31, (C) Stll1.30 € (D) Stlly1-30, (E)
N-TOAC-Stly1.30. [Peptideo] = 12 uM.

Assim como o fragmento peptidico mais longo de Stl, Stli,3; apresentou
espectros de CD caracteristicos de conformacdo essencialmente randémica nos 3
valores de pH estudados (Fig 4.10B). Novamente, alteracfes no estado de ionizacéo
das cadeias laterais ndo alteraram o conteddo estrutural do peptideo. A
desconvolugdo dos espectros indicou a presenca de 16 residuos em conformacéo
randdmica e 4 residuos em a-hélice (Tabela 4.3). Provavelmente, os 4 residuos em
hélice em Stl;,.3; referem-se ao mesmos residuos em hélice calculados para Stls-31,

localizados na regido entre os residuos 15 e 25 (Tabela 4.3).
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Stll;.30 apresentou mudancas estruturais significativas em funcédo do estado
de ionizacdo das cadeias laterais e da extremidade N-terminal do peptideo como
indicado pelos diferentes espectros de CD em pH 3,0 7,0 e 11,0. (Fig 4.10C).

Em pH 3,0, o peptideo com carga liquida +4,7 (Tabela 3.1) apresenta um
espectro de CD caracteristico de conformacgédo ao acaso. A alta densidade de cargas
positivas cria repulsdo inter e intramolecular e o peptideo nessa condi¢cdo estaria
essencialmente na forma monomeérica, apresentando 22 residuos ao acaso (Fig.
4.10C, Tabela 4.3). A presenca de trés residuos em fita- estaria de acordo com a
estrutura cristalografica da proteina, que apresenta tal conformacao na regido 6-8, e
o contetdo helicoidal calculado estaria localizado entre os residuos 14-23 como

visto nos modelos (Tabela 4.3).

Estudos de CD indicaram que o peptideo Stll;.3p, devido a presenca de
aminoacidos hidrofébicos concentrados no segmento 1-10, sofre agregacdo em pH 7
com o aumento do contetudo de estrutura do tipo B (Casallanovo et al., 2006). A
menor intensidade do pico em 200 nm evidencia a diminuicdo na contribuicdo de
estrutura randémica nos espectros de CD (Fig. 4.10C) que, com a passagem de pH
3,0 para pH 7,0 passaria para fita-f. O nimero de residuos em fita-f aumenta de 3
para 9 com a ionizacdo dos residuos de acido aspartico e acido glutamico. Apesar
de os residuos ionizados localizarem-se na regido 11-30 em Stll, acredita-se que a
alteracdo na carga liquida e posicao das cargas ao longo da molécula afetaria o
estado de agregacdo do peptideo e a regido 1-10 concentraria entdo 0 aumento no

conteudo de fita-B observado por CD (Tabela 4.3).

A passagem de pH 7,0 para pH 11,0 aumentou a intensidade do pico em 200
nm no espectro de Stll;.3p, indicando um aumento no conteddo de estrutura ao
acaso (Fig. 4.10C). A desprotonacao dos residuos de lisina altera a carga liquida e
as posigao das cargas no peptideo, diminuindo o estado de agrega¢do de modo que
0 aumento no conteudo de estrutura ao acaso estaria relacionado a tal mudanca de

estado.

O conteudo helicoidal de Stll;.30 permaneceu essencialmente inalterado nos
pHs 3,0, 7,0 e 11,0 (Tabela 4.3), localizado, segundo os estudos conformacionais in

silico, na regido 14-23. A alta propensao de aquisicdo de estrutura em a-hélice faz
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com que o0 segmento seja estavel conformacionalmente e mantenha sua estrutura

independente do pH e do estado de agregacao do peptideo.

O peptideo Stll;n30 € seu analogo contendo TOAC no N-terminal
apresentaram espectros de CD caracteristicos de conformacdo majoritariamente
randémica e um baixo conteudo de a-hélice nos trés pH estudados (Figs. 4.10D e
4.10E). Ambos os peptideos apresentaram 15 residuos estruturados ao acaso e
entre 4 e 5 residuos com conformacao helicoidal (Tabela 4.3). Novamente, o
segmento em hélice observado estaria localizado entre os residuos 14 e 23,
enquanto o resto da estrutura em direcdo as extremidades apresentaria estrutura
randdmica (Tabela 4.3). As semelhancas estruturais entre Stll;1.30 € N-TOAC-Stll11-30
indicam que a sonda paramagnética no N-terminal do peptideo nado altera de forma
significativa a estrutura do analogo em solucédo. Em decorréncia da diferenca de pKa
entre os grupos amino terminal de TOAC no peptideo marcado e da serina em Stllq;.
30, 0S peptideos possuem diferentes valores de carga liquida em pH 7,0 (Tabela 3.1),

mas ainda assim apresentam essencialmente a mesma estrutura.

Tabela 4.3 — Conteudo estrutural dos peptideos em solucéo calculado a partir dos
espectros de CD. Porcentagem (%) e numero de residuos (N).

pH | Cargado | % a-hélice | % Folha- | % Randémica | R?
peptideo (N) B (N) (N)

3,0 +4,6 17 (6) 11 (3) 72 (22) 0,973
7,0 0 13 (4) 20 (6) 67 (21) 0,949
Sth.a 11,0 -3,2 15 (5) 12 (4) 73 (22) 0,970
3,0 + 4,7 19 (4) 4 (1) 77 (15) 0,966
7,0 +2 18 (4) 7() 75 (15) 0,921
Stz 11,0 1,2 21 (4) 0 79 (16) 0,967
3,0 + 4,7 18 (5) 10 (3) 72 (22) 0,967
7,0 +2 12 (4) 30 (9) 58 (17) 0,912
Stil1-30 11,0 1,2 17 (5) 19 (6) 64 (19) 0,968
3,0 +4,7 23(5) 0 77 (15) 0,949
7,0 +2 23 (5) 0 77 (15) 0,960
Stili30 11,0 -1,2 25 (5) 0 75 (15) 0,961
3,0 +4,7 19 (4) 8 (2) 73 (15) 0,956
N-TOAC- 7,0 +1 24 (5) 4 (1) 72 (15) 0,961
Stilii30 11,0 1,3 19 (4) 10 (2) 71 (15) 0,953
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Em todas as condi¢des estudadas o conteudo helicoidal dos peptideos de 20
e 30 residuos de Stll permaneceu inalterado (Tabela 4.3). Tal observacao reforca a
idéia de que o segmento em hélice estaria dentro da regido 14-23, comum aos dois
peptideos, e que as alteragdes conformacionais de Stll;.30 em funcdo do pH

ocorreriam majoritariamente no segmento 1-10.
4.3.2 Estudos do peptideo N-TOAC-Stll;;-30 em solugédo por EPR

O peptideo contendo TOAC foi estudado por EPR em solucdo aquosa em
diferentes pHs (Fig 4.11). Os espectros apresentam linhas estreitas, caracteristicas
de movimento pseudo-isotrépico rapido na escala de tempo do aparelho. As linhas
estreitas indicam que o peptideo tomba rapidamente em solucéo e que o residuo de

TOAC na posicdo N-terminal experimenta um alto grau de mobilidade.

Foram obtidos espectros em solug¢do aquosa em funcao do pH para o estudo
do efeito do estado de ionizacdo dos grupos ionizaveis do peptideo sobre os
espectros. As linhas nos espectros de EPR ndo apresentaram alteracoes
significativas, indicando que a mobilidade do TOAC nao é significativamente alterada
com a mudanca de pH. A observacado corrobora estudos de CD que indicam que o
peptideo apresenta a mesma estrutura nos pHs 3,0, 7,0 e 11,0 (Fig. 4.11, Tabela
4.3).
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pH 2.0 pH 3.0 pH 4,0

pH 5,0 pH 6.0 pH 7.0
—"r‘lﬁ ,& )

pH 8.0 pH 9,0 pH 10,0

pH 11,0 pH 12,0

1
1 RV

Figura 4.11. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll11.30 em solu¢cdo aquosa em funcao
do pH. [Peptideo] = 50 uM. Tampao PBC 15 mM. A varredura total nos espectros é
de 100 G.

Foi mostrado que o desdobramento hiperfino isotropico (ayn) e a relagdo das
alturas das linhas de campo central e de campo alto (he/h.;)) s@o sensiveis a
alteracdes no estado de ionizacdo da molécula (Nakaie et al.,, 1981; Nakaie et al.,
1983; Pertinhez et al., 1997; Schreier et al., 2004). Os valores de ay e hg/h.; foram
medidos e plotados em funcéo do pH (Figs. 4.12 e 4.13).
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Figura 4.12. Valores de desdobramento hiperfino (an, ¥) em funcdo do pH
relacionados com: (A) Valores de carga teérica de Stll11.30 (m) € N-TOAC-Stll11-30 (m)
(B) Valores de carga teorica de N-TOAC-Stll 130 (m) (C) Valores de carga parcial do
grupamento amino-terminal de N-TOAC-Stll11-30 (o) (D) Valores de carga parcial dos
grupamentos -COOH das cadeias laterais de Asp (=) e Glu (m). Os valores de carga
tedrica foram calculados empregando valores de pK de TOAC 4,75 (Nakaie et al.,
1981; Nakaie et al., 1983), Asp 3,90, Glu 4,07, Lys 10,54 e Arg 12,48.

Nakaie e colaboradores (Nakaie et al., 1981) mostraram que o equilibrio de
ionizagcdo do grupo amino é lento na escala de tempo do EPR. Desse modo, o
espectro de EPR obtido proximo ao pKa do grupo € composto pelos espectros
individuais das duas populacbes, correspondentes as formas protonada e
desprotonada do grupo ionizavel, de acordo com a equacdo de Henderson-
Hasselbalch. Quando o amino grupo do residuo de TOAC esta protonado, o elétron
desemparelhado do nitroxido esta mais deslocalizado sobre o atomo de oxigénio e,
portanto, essa forma apresenta menor valor de desdobramento hiperfino em relagcao
a forma desprotonada, onde o elétron desemparelhado esta mais deslocalizado

sobre o atomo de nitrogénio. As formas protonada e desprotonada do amino grupo
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do residuo de TOAC também apresentam diferentes valores de g (Nakaie et al.,
1981).

Na presenca de quantidades consideraveis das espécies protonada e
desprotonada (no pK e em valores de pH préximos ao pK) ndo é possivel observar
com clareza no espectro a presenca das duas formas pois, devido as pequenas
diferencas entre os valores de ay e gn, 0S espectros referentes a elas se sobrepdem.
A linha de campo alto é a mais afetada (deslocada). Na presenca de quantidades
consideraveis das duas formas, a sobreposicdo dos espectros de cada uma das
espécies, ligeiramente deslocados um em relacéo ao outro, origina um espectro com
as linhas ligeiramente alargadas. A linha de campo alto apresenta maior diferenca
entre as posicoes das linhas referentes aos espectros duas populacdes e, portanto,
apresenta maior alargamento. Por esse motivo, graficos da relagdo ho/h.; mostram

um valor maximo quando pH = pK (Nakaie et al., 1981).

A inflexdo em torno de pH 5,0 observada no grafico de ay X pH (Fig. 4.12A e
4.12B) corresponde a titulacdo do grupamento amino do aminoacido TOAC, que,
segundo a literatura, quando localizado na posi¢cdo N-terminal apresenta valores de
pK entre 4,5 e 5,0 (Nakaie et al., 1983). O desdobramento hiperfino reporta
essencialmente variacbes decorrentes da titulacdo do grupo amino-terminal do
peptideo, uma vez que seus valores dependem da distribuicdo do elétron
desemparelhado sobre a ligacgdo N-O e a protonacdo ou desprotonacdo da
extremidade N-terminal afetam através do espaco (throughspace effect) a

distribuicdo eletronica do radical (Fig 4.12C).

Os residuos de acido aspartico e glutamico, que possuem pKs de 3,90 e 4,07
respectivamente, presentes no peptideo, apesar de ndo estarem proximos na
sequéncia de residuos, poderiam estar espacialmente préximos ao TOAC N-terminal
devido a estrutura flexivel que o peptideo adota em solucdo. Dessa forma, a
titulacdo das cadeias laterais desses residuos poderia afetar a distribuicdo eletronica
do radical interferindo por sua vez no desdobramento hiperfino. Aparentemente, a
titulacdo de acido aspértico e glutdmico ndo altera a distribuicdo do elétron
desemparelhado sobre a ligacdo N-O, néo interferindo no valor do desdobramento
hiperfino (Fig. 4.12D). Esses residuos provavelmente ndo estdo espacialmente

7

préximos da extremidade N-terminal do peptideo de modo que € provavel que
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mudancas no estado de ionizacdo de suas cadeias laterais ndo influenciem o valor
de desdobramento hiperfino que no caso, reporta essencialmente a titulagdo do
grupamento amino-terminal do TOAC no peptideo (Fig. 4.12C).

Carga formal

hyh,

Carga parcial

1,04

0,8

0,6

0,4

0,24

0,0

Figura 4.13. Valores de carga tedrica de N-TOAC-Stll11.30 (m) e da relacdo das
alturas das linhas de campo central e de campo alto (ho/h.; ,®) medida nos espectros
de EPR em solucédo aquosa em funcéo do pH (esquerda). Curva tedrica de titulacédo
do grupamento N-terminal do TOAC (m) e da cadeia lateral de um residuo de lisina
(m) e valores de ho/h.; () medidos nos espectros de EPR em solucdo aquosa em
funcdo do pH (direita).

O valor de pK do grupamento amino terminal observado nos graficos de ay
em funcdo do pH aparece na regido de maximo observada entre pH 4,5 e 5,0 no
grafico de ho/h.; (Fig. 4.13). Nota-se que o valor de pK nessa figura ndo aparece no
ponto de inflexdo da curva. Isto ocorre porque, ao ser titulado, o peptideo sofre
alteracdes conformacionais que se refletem no valor da relacdo de alturas he/h.;; isso
pode ser visto com clareza quando se passa de valores baixos de pH (< 4) para
valores de pH entre 6,0 e 8,0 (Fig. 4.13). Nesse caso, a titulagdo do residuo de acido
aspartico e dos dois residuos de &cido glutamico, além da titulacdo da extremidade
N-terminal, alteram a carga liquida e as posi¢cfes das cargas na molécula e sédo
capazes de alterar a conformacao do peptideo. A mudanca conformacional altera o
tombamento da molécula em solucédo, assim como a mobilidade de TOAC, e é
refletida por alteracdes na relacdo he/h.;. A relacdo he/h.; é sensivel a mudancas no
tombamento da molécula, pois as linhas espectrais se alargam diferencialmente

conforme a velocidade de tombamento da molécula diminui.

Eventos semelhantes foram observados e analisados em Nakaie et al. 1983.

No presente caso, essa analise é corroborada pela variagcdo do parametro ho/h.; na
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regido de pH entre 8,0 e 12,5. Nessa regiao observa-se uma inflexdo em torno de
pH 10,5. Essa inflex@o corresponde a titulacdo dos trés residuos basicos de lisina e
indica a ocorréncia de novas alteragdes conformacionais sofridas pelo peptideo em

consequéncia da desprotonacéo desses residuos.

Os valores de tempo de correlagéo 1z € Tc calculados para os espectros pH
8,0 sdo de 1,55 x 10™° s/rad e 1,59 x 10 s/rad, respectivamente. As expressdes
para Tg € Tc foram deduzidas considerando-se uma particula esférica movimentando-
se rapidamente em um meio isotrépico, e nessas condi¢cdes os valores de Tz e Tc
devem coincidir. Foi sugerido que diferencas entre valores de 15 € Tc poderiam
indicar o desvio da condicdo de movimento isotropico (Ernandes et al., 1976). A
diferenca de apenas 2,5 % entre os valores calculados de Tg e Tc sugere que 0
TOAC néo sente o movimento anisotropico do peptideo provavelmente devido a alta
liberdade de movimento da porcdo N-terminal. Em pH 2,0 os valore de 15 € Tc sao
2,57 x 109 s/rad e 2,69 x 10™*° s/rad, e a diferenca entre os valores de 4,5%. A
passagem de pH 8,0 para 2,0 aumenta a restricdo do residuo de TOAC que passa a
tombar mais lentamente provavelmente em decorréncia da protonacédo das cadeias
laterais acidas e do N-terminal em pH 2,0. O aumento da diferenga entre 15 e T¢c
também indica que o residuo de TOAC encontra-se mais imobilizado e sente com
mais intensidade o movimento anisotrépico do peptideo. O valor de 17¢ para o TOAC
livie em solucéio é de 3,2.10 s/rad (Nakaie et al., 1981), aproximadamente uma
ordem de grandeza menor do que observado para o TOAC ligado no N-terminal do
peptideo. O maior valor para o TOAC ligado ao peptideo é esperado devido a

diferenca no tamanho das moléculas.

4.4 Interacdo dos peptideos com membranas modelo
4.4.1 Estudos na presenca de micelas
4.4.1.1 Estudos conformacionais dos peptideos na presenca de micelas por CD

A interacdo dos peptideos com micelas de diferentes composicoes lipidicas
foi estudada por CD. Na presenca de micelas de LPC, Stl;.3; apresenta um espectro
com um pico positivo ao redor de 195 nm, e dois picos negativos, um em 208 e outro
em 222 nm (Fig. 4.14A). Esse espectro é caracteristico de aquisicdo de estrutura

secundaria em a-hélice. Ainda, a mudanca na conformacéo do peptideo observada
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na presenca de micelas é um indicativo da interacdo do peptideo com o agregado

lipidico.

A presenca de um ponto isodicroico proximo ao comprimento de onda de 203
nm nos espectros de CD de um polipeptideo que, por acdo de algum fator como a
alteracdo na temperatura ou adicdo de uma substancia desnaturante ou renaturante,
sofre uma transigdo de estrutura ao acaso para a-hélice ou vice-versa, indica a
presenca de duas populacdes da molécula, uma essencialmente desestruturada e
outra essencialmente estruturada (Holtzer et al., 1992). No caso dos peptideos
derivados da regido N-terminal das esticolisinas, a adicdo de micelas ou vesiculas
compostas por determinados lipidios induziu a transicéo de estrutura randémica para
a-hélice. A presenca do ponto isodicroico nos espectros indica a existéncia de dois
estados, o primeiro correspondente ao peptideo livre em solucdo e com estrutura
randébmica e o segundo correspondente ao peptideo estruturado em a-hélice em

consequéncia da ligacao ao agregado lipidico.
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Figura 4.14. (A) Espectros de CD de Stl;.3; em solucdo e na presencga de diferentes
concentracbes de micelas de LPC em pH 7,0, (B) [6] em 222 nm normalizado e
curva de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcdo da concentragcao
lipidica, (C) simulacdo espectral para os espectros com duas populagbes, e (D)
espectros de CD de Stll;.30 em solugéo e na presenca de diferentes concentragcdes
de micelas de LPC em pH 7,0.

Levando em conta a presenca de duas populacdes do peptideo, a intensidade
de [6] em 222 nm foi plotada em funcdo da concentragao lipidica para estudo da

ligacdo do peptideo aos diferentes agregados lipidicos. A partir das curvas de

ligacdo é possivel quantificar a afinidade de cada um dos fragmentos pelos lipidios
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ajustando a equacédo de Hill aos dados experimentais normalizados e obter a
constante de afinidade peptideo-micela (Tabela 4.4). A normalizagédo dos dados e a
equacao usada nos ajuste aos dados experimentais estdo descritas na secéao 3.5.5

em Materiais e Métodos.

Os espectros de CD de duas populacdes e a ligacdo dos peptideos as
micelas também foram analisados por meio de simulac¢des espectrais. A partir dos
valores de constante, calculou-se a proporgédo entre as populacdes livre e ligada e
utilizando-se os espectros dos peptideos em solucdo e na condicdo de saturacao,
foram simulados espectros em concentracdes intermediarias de lipidios (Fig. 4.14C).
A simulacdo espectral de Stl;.3; na presenca de 0,1 mM de LPC apresenta boa
concordancia com o espectro experimental, reforcando o conceito da presenca de
duas populac¢des na composi¢cao do espectro.

80 T T T T T T

- = Solugéo
60 - —LPC <
—— LPC:LSM (90:10)
—— LPC:LPA (90:10)
—— LPC:LPA:LSM (80:10:10)

[6] Normalizado

40

T : 3 ) ™ 3 T T ) 7
20 i [Lipidio] (mM) [Lipidio] (mM)

_——_———-
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-20 - 4

1
[6] Normalizado

-40

T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)

[Lipidio] (mM) [Lipidio] (mM)

Figura 4.15. Espectros de CD de Stl;.3; em solugdo e na presenca de 5 mM de
micelas de composigao lipidica variada (esquerda); Intensidades de [0] em 222 nm
normalizado e curvas de ligacédo ajustada aos valores experimentais em funcéo da
concentracéo lipidica (direita). LPC (=), LPC:LSM (90:10) (=), LPC:LPA (90:10) (-) e
LPC:LPA:LSM (80:10:10) ().

Stl;.3; também foi capaz de ligar-se em micelas de LPC contento 10 mol% de
LPA e/ou LSM adquirindo conformagao em a-hélice como indicado pelos espectros
(Fig. 4.15). Stl;,.3; também interagiu com as micelas estudadas, passando de uma
estrutura randémica para a-hélice (Fig 4.16). A presenca de um ponto isodicréico
nos espectros evidencia a presenca de duas populagcdes com estruturas diferentes,

permitindo a andlise da afinidade peptideo-micela por meio das curvas de ligagédo
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(Fig 4.16). As curvas de ligagdo dos peptideos de Stl indicam que estes ligam-se as
micelas com praticamente a mesma afinidade, embora Stly.3; e Stli2.31 possuam

carga liquida 0 e +2 em pH 7,0, respectivamente.

60 - - Solugéo 1.
—LPC g
—— LPC:LSM (90:10) g
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Figura 4.16. Espectros de CD de Stl;2.31 em solugédo e na presenca de 5 mM de
micelas de composicao lipidica variada (esquerda); Intensidades de [8] em 222 nm
normalizado e curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcao da
concentracéo lipidica (direita). LPC (=), LPC:LSM (90:10) (=), LPC:LPA (90:10) (-) e
LPC:LPA:LSM (80:10:10) ().

Embora Stll;.30 em solucdo no pH 7,0 apresente uma conformacao diferente
dos demais peptideos, ao interagir com as diferentes composi¢cdes de micelas
estudadas também adquiriu estrutura helicoidal (Fig 4.17), como observado para 0s
peptideos de Stl. A transicdo entre as populacdes de Stll; 30 ocorre de forma
diferente da observada para os outros peptideos que em solu¢do possuem estrutura
randébmica (Fig 4.14A e 4.14D). Em pH 7,0, Stll;.3p apresenta certo grau de
agregacdo de modo que a transicdo entre as populacbes contemplaria também a
etapa de desagregacao do peptideo. A relagéo [0]222/[0]208 NOS espectros de Stll1-30 €
maior em baixas concentrac¢des de lipidio e diminui com a adic¢do de lisofosfolipidios,
indicando que o peptideo sofre desagregacdo. Ainda assim foi possivel analisar a

ligacdo do peptideo pela intensidade de [6] em 222 nm (Fig. 4.17).
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Figura 4.17. Espectros de CD de Stll;.30 em solucdo e na presenca de 5 mM de
micelas de composicao lipidica variada (esquerda); Intensidades de [8] em 222 nm
normalizado e curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcao da
concentracéo lipidica (direita). LPC (=), LPC:LSM (90:10) (=), LPC:LPA (90:10) (-) e
LPC:LPA:LSM (80:10:10) ().

Stll;130 € 0 analogo contendo TOAC, também apresentam transicdo de
estrutura randémica para hélice na passagem da solucao para micelas (Figs. 4.18 e
4.19). Os peptideos apresentam um comportamento conformacional e de ligagédo

semelhantes nos diversos sistemas estudados.
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Figura 4.18. Espectros de CD de Stll;1.30 em solucdo e na presenca de 5 mM de
micelas de composicao lipidica variada (esquerda); Intensidades de [8] em 222 nm
normalizado e curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcao da
concentracéo lipidica (direita). LPC (=), LPC:LSM (90:10) (=), LPC:LPA (90:10) (-) e
LPC:LPA:LSM (80:10:10) (-).
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Figura 4.19. Espectros de CD de N-TOAC-Stll11.30 em solugdo e na presenca de 5
mM de micelas de composicao lipidica variada (esquerda); Intensidades de [8] em
222 nm normalizado e curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em
funcdo da concentracao lipidica (direita). LPC (=), LPC:LSM (90:10) (-), LPC:LPA
(90:10) () e LPC:LPA:LSM (80:10:10) ().

Em micelas de LPC:LPA (90:10) todos os peptideos apresentaram
comportamento semelhante ao observado na presenca de micelas de LPC. Os
espectros de CD Indicam que a carga negativa de LPA n&o alterou a estrutura dos

peptideos ligados as micelas de forma significativa.

Na presenca de micelas de LPC:LSM (90:10) observou-se novamente que a
ligacdo dos peptideos levou a aquisicdo de estrutura secundaria em a-hélice.
Conhecida como o receptor putativo da toxina em membranas lipidicas, a SM é
neste modelo de membrana representada por LSM. A estrutura da cadeia de
esfingosina em LSM e as provaveis alteracdes que a presenca desse lipidio causa
nas caracteristicas da micela ndo foram capazes de alterar significativamente a

estrutura dos peptideos em comparacdo com LPC.

A presenca de ambos os fatores, carga de LPA e cadeia de esfingosina de
LSM, em micelas compostas majoritariamente por LPC na propor¢ao LPC:LPA:LSM
(80:10:10) também ndo se mostrou capaz de alterar as estruturas das formas

ligadas dos peptideos estudados.
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As curvas de ligagédo e o ajuste da equacédo de Hill aos dados experimentais
permitiu quantificar a afinidade de cada peptideo pelos diferentes agregados

micelares estudados (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 — Constantes de ligacdo, K, (M, x10% e coeficiente de cooperatividade
(n) calculados a partir dos espectros de CD dos peptideos em presenca de micelas
de composicéo variada em pH 7,0.

LPC LPC:LSM LPC:LPA LPC:LPA:LSM
(100) (90:10) (90:10) (80:10:10)
Kp n Kp n Kp n Kp n

Stly31 11,0 1,2 | 13,3 1,6 114 1,3 11,4 1,4
Stlio-31 4,4 1,4 4,9 1,2 10,4 1,2 9,0 11
Stlli_30 15,9 1,2 | 151 1,3 16,7 1,1 12,9 1,1
Stll11-30 9,0 1,3 8,0 1,4 13,2 1,5 9,7 15
N-TOAC-Stll11-30 12,8 1,2 | 11,8 1,5 17,6 1,5 12,3 1,3

Todos os peptideos ligaram-se com afinidade semelhante em micelas de LPC
e LPC:LSM (90:10), indicando que o esfingolipidio ndo exerce efeito significativo

sobre a estrutura e/ou a afinidade dos peptideos pelas micelas.

Na presenca de LPC e LPC:LSM (90:10), Stll;.3p apresentou maior constante
de afinidade comparado a Stl;.3; (Tabela 4.4). Essa diferenca deve-se
provavelmente ao maior carater hidrofébico do peptideo de Stll que favoreceria a
interacdo com micelas compostas somente por lisofosfolipidios zwitteribnicos,
provavelmente por meio de interac6es com as cadeias acila da micela. Os peptideos
longos de 31 e 30 residuos de Stl e Stll, respectivamente, apresentaram maior
afinidade pelas micelas em comparagdo com o0s respectivos fragmentos de 20
residuos (Tabela 4.4). A presenca de interagBes hidrofébicas entre as regides 1-10
dos peptideos longos e as cadeias acila dos lisofosfolipidios zwitteribnicos seria
responsavel pela diferenca de afinidade calculada. A importancia de interacdes
apolares é evidenciada pela diferenga observada entre Stll;;.3, com carga +2 e N-
TOAC-Stll11-30, que possui 0 N-terminal desprotonado em pH 7,0 e portando carga
liguida +1. A simples auséncia de uma carga na extremidade N-terminal confere ao
peptideo com TOAC maior indice de hidrofobicidade (Tabela 4.1) e uma maior

interagdo com micelas com carga superficial neutra (Tabela 4.4).

A introducdo de 10% de LPA nas micelas de LPC e LPC:LSM ocasionou um

aumento significativo na afinidade dos peptideos Stli,.31, Stll;1.30 € N-TOAC-Stll11-30,
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pelos agregados lipidicos (Tabela 4.4). Esses peptideos tiveram a interacdo
favorecida por forcas eletrostaticas atrativas, aumentando a afinidade pelas micelas
contendo LPA. Os peptideos mais longos apresentaram pouca ou nhenhuma
alteracdo na afinidade pelas micelas contendo LPA, e na presenca de LPC:LPA:.LSM
(80:10:10) todos os peptideos, exceto Stl;.3;, apresentaram menor afinidade quando
comparados a LPC:LPA (90:10) (Tabela 4.4).

Os efeitos de interagbes eletrostaticas na interacdo dos peptideos com
micelas passaram a ser estudados do ponto de vista da carga liquida e posicao das
cargas nos peptideos. A conformacéo e ligacdo dos peptideos em micelas de LPC
foi estudada por CD em pH 3,0 e 11,0.

Os peptideos de Stl, assim como observado em pH 7,0, ao se ligarem em
micelas de LPC nos pH 3,0 e 11,0, adquirem conformagdo em a-hélice como
indicado pelos espectros de CD (Figs. 4.20 e 4.21).
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Figura 4.20. Espectros de CD de Stl;.3; na presenca de 10 mM de micelas de LPC
em pH 7,0, 3,0 e 11,0 (esquerda); Intensidades de [6] em 222 nm normalizado e

curvas de ligacao ajustada aos valores experimentais em funcdo da concentragao
lipidica (direita). pH 7,0 (=), pH 3,0 (<) e pH 11,0 (-).
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Figura 4.21. Espectros de CD de Stli».3; na presenca de 10 mM de micelas de LPC
em pH 7,0, 3,0 e 11,0 (esquerda); Intensidades de [0] em 222 nm normalizado e
curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcdo da concentracao
lipidica (direita). pH 7,0 (=), pH 3,0 (<) e pH 11,0 ().

Da mesma forma que observado para os peptideos de Stl, em pH 3,0 e 11,0
0s peptideos com a sequéncia N-terminal de Stll, ao interagir com micelas de LPC,
adquirem conformacéo helicoidal (Figs 4.22, 4.32 e 4.24). Nessas condi¢cdes, 0
segmento mais longo de 30 residuos aparentemente apresenta maior afinidade

pelas micelas.
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Figura 4.22. Espectros de CD de Stll;.30 ha presenca de 10 mM de micelas de LPC
em pH 7,0, 3,0 e 11,0 (esquerda); Intensidades de [0] em 222 nm normalizado e
curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcdo da concentragcao
lipidica (direita). pH 7,0 (=), pH 3,0 (<) e pH 11,0 ().
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Figura 4.23. Espectros de CD de Stll11.30 na presenca de 10 mM de micelas de LPC
em pH 7,0, 3,0 e 11,0 (esquerda); Intensidades de [0] em 222 nm normalizado e
curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcdo da concentragcao
lipidica (direita). pH 7,0 (=), pH 3,0 (<) e pH 11,0 ().

O peptideo com TOAC em pH 3,0, agora com o N-terminal protonado e carga
equivalente a de Stlli1.30 apresenta comportamento conformacional e de afinidade

pelas micelas semelhante ao do peptideo ndo marcado (Figs. 4.23 e 4.24).
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Figura 4.24. Espectros de CD de N-TOAC-Stll ;.30 na presenca de 10 mM de
micelas de LPC em pH 7,0, 3,0 e 11,0 (esquerda); Intensidades de [6] em 222 nm
normalizado e curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcao da
concentracéo lipidica (direita). pH 7,0 (=), pH 3,0 (=) e pH 11,0 (-).

Todos o0s peptideos estudados, que em solugdo aquosa em pH 3,0
apresentam estrutura essencialmente randémica, foram capazes de interagir com as

micelas de LPC adquirindo conformacdo em a-hélice. As curvas de ligacdo indicam
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que os peptideos apresentam menor afinidade pelas micelas de LPC em pH 3,0 do
gue em pH 7,0.

Em pH 11,0, os peptideos novamente apresentam a transicdo de
conformacao randdémica para helicoidal ao se ligarem a micelas de LPC. E os
segmentos mais longos de Stl e Stll apresentam mais uma vez maior afinidade

aparente pelas micelas em comparac¢do com os peptideos de 20 residuos.

A partir das curvas de ligacdo obtidas relacionando a intensidade de [0] em
222 nm com a concentracdo lipidica, e o ajuste da equacdo de Hill aos dados
experimentais, as constantes de ligacdo dos peptideos as micelas de LPC em pHs
3,0, 7,0 e 11,0 foram calculadas (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 — Constantes de ligacdo (M*, x10% e coeficiente de cooperatividade (n)
calculadas a partir dos espectros de CD dos peptideos na presenca de micelas de
LPC em pHs 3,0, 7,0 e 11,0.

pH 3,0 pH 7,0 pH 11,0
Kp n Kp n Kp n
Stly.31 7,1 1,8 11,0 1,2 4,7 1,6
Stlip.31 3,9 1,7 4,5 1,4 3,8 1,2
Stlli.30 6,9 1,7 15,9 1,2 14,9 1,2
Stlli1-30 4.4 1,6 9,0 1,3 6,8 1,4
N-TOAC-Stll11.30 6,6 1,7 12,8 1,2 10,0 1,5

As diferencas observadas na ligacao entre os peptideos longos de Stl e Stll
ndo se devem somente as substituicdes ndo conservativas nas posi¢cées 2 e 9. Com
a mesma carga liquida nos diferentes pH estudados, Stli,.3; € Stll1;.30 ligam-se as
micelas com afinidades diferentes. Como no caso dos peptideos longos, o segmento
11-30 de Stll apresenta maiores constantes de ligacdo quando comparado a
sequéncia 12-31 de Stl. Nessa regido, um residuo de acido glutdmico encontra-se
em posicdes diferentes nas toxinas, 16 em Stl e 22 em Stll, conferindo distinta
distribuicdo e possivel neutralizacdo de cargas ao longo das moléculas e fazendo

com que o peptideo de Stll ligue-se com maior afinidade ao agregados lipidicos.

A adicdo de um residuo e a mudanca de uma carga, no amino grupo da
extremidade N-terminal, também foram capazes de alterar a constante de ligacdo do

peptideo N-TOAC-Stll;;.30 em comparacao com Stll;;.30 (Tabelas 4.4 e 4.5)
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Por meio dos espectros de CD obtidos na presenca de 5 mM de LPC,
condicao em que todo o peptideo na amostra encontra-se na forma ligada, calculou-
se o0 conteudo de estrutura secundaria de cada um dos segmentos (Tabela 4.6).
Todos os peptideos, segundo qualitativamente indicado pelos espectros de CD,
adquirem conformacao helicoidal. Os célculos indicam que, nos trés pHs estudados,
os peptideos apresentam entre 66% e 91% de a-hélice (80% em média),
praticamente nenhum residuo em conformacdo do tipo fita-p e o restante
desestruturado (Tabela 4.6). A estrutura dos peptideos ligados em micelas, de forma
geral, € a mesma, independentemente do estado de ionizacdo da molécula e
diferentemente dos valores das constantes de ligacdo, que variam com o pH.

Tabela 4.6 — Conteudo de estrutura secundaria dos peptideos ligados em micelas
de LPC calculado a partir dos espectros de CD. Porcentagem (%) e numero de
residuos (N).

pH % a-hélice | % Folha-B | % Randdmica R?
(N) (N) (N)
3.0 87 (27) 0 13 (4) 0,995
7.0 74 (23) 0 26 (8) 0,997
Stly.31
11,0 77 (24) 0 23 (7) 0,996
3,0 79 (16) 0 21 (4) 0,991
7.0 74 (15) 0 26 (5) 0,986
Stli2.31
11,0 66 (13) 7(2) 27 (5) 0,987
3.0 80 (24) 3(0) 17 (5) 0,985
7.0 83 (25) 3(1) 14 (4) 0,997
Stll139
11,0 91 (27) 0 9 (3) 0,996
3,0 88 (18) 0 12 (2) 0,995
7.0 85 (17) 0 15 (3) 0,996
Stll11-30
11,0 89 (18) 0 102 0,995
3,0 88 (18) 0 12 (4) 0,995
TOACS 7.0 72 (15) 0 28 (6) 0,992
i s =75 71 (15) 0 29 (6) 0,992

Estudos de NMR indicam que Stl;.3; apresenta dois segmentos de hélice
quando ligado em micelas de DPC (Castrillo et al., 2010). Ainda, as predicdes
obtidas por PEPFOLD indicam a provavel presenca de dois segmentos de hélice nos
peptideos de 31 e 30 residuos das isoformas Stl e Stll. O nimero de residuos em
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conformacdes helicoidal e randdmica encontrados nos estudos de CD € compativel

com a presenga de dois segmentos em a-hélice nas estruturas das moléculas.

Os peptideos de 20 residuos de Stl e Stll representariam apenas um dos
segmentos helicoidais presentes no N-terminal das toxinas na forma ligada a
membrana. O alto conteudo de a-hélice calculado para os espectros de CD das
formas ligadas indica que praticamente toda a molécula encontra-se em tal
conformacdo e apenas poucos residuos nas extremidades N e C-terminal estariam

em conformacao randoémica.

Considerando a presenca de dois segmentos helicoidais em Stl;.3; € Stll;.30 €
gue a regiao flexivel entre os segmentos estaria ao redor da posicdo 10, a subtracéo
do numero de residuos em hélice no peptideo curto do nimero de residuos em
hélice do respectivo peptideo longo resultaria no nimero de residuos em hélice no
segmento 1-10. Nas duas toxinas, calculou-se que aproximadamente 7 residuos em

a-hélice estariam presentes no segmento 1-10 do N-terminal.

4.4.1.2 Estudos do peptideo N-TOAC-Stll11.30em micelas por EPR

Empregando a espectroscopia de EPR, foi estudada a interacdo do peptideo
N-TOAC-Stl111-30 com micelas de diferentes composicdes lipidicas em diferentes
pHs. A interacdo do peptideo com as micelas é evidenciada pelo aparecimento de
linhas espectrais caracteristicas da presenca de duas populacdes, uma populacao
com maior mobilidade (peptideo em solucéo, linhas estreitas) e uma populagcdo com
menor mobilidade (peptideo ligado as micelas, linhas alargadas).
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Figura 4.25. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;1.30 em solugcédo e na presenca de
micelas de LPC em pHs 3,0, 7,0 e 11,0. [Peptideo] = 40 uM.
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Em baixas concentracdes de LPC, em pH 3,0, é possivel observar a presenca
de duas populacBes do peptideo, em solugcdo e ligada nas micelas. E possivel
observar no espectro de EPR do peptideo contendo TOAC que este, na presenca de
30 mM de LPC, encontra-se ligado as micelas em grande extensdo. A sonda no
peptideo ligado em micelas de LPC encontra-se fortemente imobilizada como é
possivel observar pela presenca de extremos internos e externos no espectro de
EPR (Fig. 4.25).

Em pH 7,0 a ligacédo de N-TOAC-Stll;;.30 em micelas de LPC se deu em maior
extensdo em relacdo ao observado em pH 3,0, conforme indicado pelo valor
calculado do coeficiente de particdo, posteriormente convertido em constante de
ligacdo conforme descrito na secao 3.6.9 (Tabela 4.7). O espectro de linhas
alargadas referente a populacdo ligada nas micelas aumenta de intensidade
conforme a concentracdo de LPC aumenta, e, na presenca de 30 mM de LPC, uma

grande fracdo do peptideo encontra-se ligada aos agregados lipidicos (Fig. 4.25).
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Diferentemente do observado em pH 3,0, a sonda do peptideo ligado aos
agregados lipidicos em pH 7,0 apresenta maior mobilidade (Fig. 4.25). Embora
ocorra um alargamento consideravel das linhas, indicando que a mobilidade da
sonda foi diminuida em relacdo a experimentada pelo peptideo em solucdo, nédo é
possivel notar a presencga de extremos internos e externos no espectro do peptideo.
Em pH 11,0, o peptideo apresentou comportamento semelhante ao observado em
pH 7,0 (Fig. 4.25).

Os espectros de EPR do peptideo na presenca de micelas de LPC:LSM
(90:10) também apresentam duas populacbes da moléculas contendo TOAC
indicando que ocorre interacdo entre N-TOAC-Stll;;.30 € as micelas nos trés pHs
estudados (Fig. 4.26). Em baixas concentracdes lipidicas é possivel observar nos
espectros em pH 7,0 uma menor presenca da populagdo imobilizada, indicando
menor afinidade do peptideo pela micela de LPC:LSM do que pela micela de LPC
nesse pH (Fig. 4.26).

Em 30 mM de LPC:LSM (90:10) o peptideo esta praticamente todo ligado nos
trés pH estudados. Assim como observado na presenca de micelas de LPC, a sonda
no peptideo em pH 3,0 estd mais imobilizada em relacdo aos pHs 7,0 e 11,0.

A menor ligacéo aparente do peptideo em micelas contendo LSM em relacdo
a micelas de LPC deve-se provavelmente ao maior empacotamento das micelas
contendo LSM. O lisoesfingofosfolipidio possui dois grupos (amina e hidroxila livres)
capazes de estabelecer pontes de hidrogénio intermoleculares que poderiam levar
ao aumento do empacotamente molecular do agregado e diminuir a extensao da

interacéo com o peptideo. LPC possui apenas um grupo hidroxila livre.
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Figura 4.26. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;1.30 em solugéo e na presenca de
micelas de LPC:LSM (90:10) em pH 3,0, 7,0 e 11,0. [Peptideo] = 40 uM.
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Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;;1.30 que apresentam duas populagbes com
diferentes mobilidades indicam que o peptideo ligou-se a micelas contendo o
lisofosfolipidio carregado negativamente LPA, de composi¢do LPC:LPA (90:10) nos
trés pHs estudados (Fig. 4.27). Novamente, o peptideo apresentou maior afinidade
pelas micelas em pH 7,0 (Fig. 4.27), evidenciada pela maior presenca da populacdo
imobilizada nos espectros de EPR obtidos em baixas concentracdes lipidicas. Na
presenca de 30 mM de lipidio em pH 3,0, a sonda apresenta-se altamente
imobilizada (Fig 4.27), gerando espectro com extremos internos e externos. Em pH

7,0 e 11,0 observa-se maior mobilidade da sonda (Fig. 4.27).

Em relagcdo a micelas compostas por LPC e LPC:LSM (90:10), em pH 7,0
(Figs. 4.25 e 4.26), é possivel notar que o peptideo apresenta maior afinidade pelas
micelas contendo LPA (Fig. 4.27). InteracOes eletrostaticas entre o LPA, de carga
liquida negativa, e o peptideo, que possui nesse pH carga liquida positiva, sdo as
responsaveis pela diferenca observada em relagdo a micelas compostas apenas por
LPC e LSM (zwitteridnicos).
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Figura 4.27. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;1.30 em solugcédo e na presenca de

micelas de LPC:LPA (90:10) em pH 3,0, 7,0

e 11,0. [Peptideo] = 40 uM.

Frente a micelas de LPC:LPA:LSM (80:10:10), o peptideo se comportou de

forma semelhante ao observado em micelas de LPC:LPA (90:10) (Fig. 4.28).

Novamente, o residuo de TOAC apresenta maior imobilizacdo em pH 3,0 e uma

maior afinidade pelas micelas em pH 7,0 (Fig 4.28).
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Figura 4.28. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;1.30 em solugéo e na presenca de
micelas de LPC:LPA:LSM (80:10:10) em pH 3,0, 7,0 e 11,0. [Peptideo] = 40 uM.
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A partir dos espectros de EPR foi calculado o coeficiente de particdo do
peptideo, posteriormente convertido em constante de ligacdo conforme descrito na
secdo 3.6.9 (Tabela 4.7).

Tabela 4.7 — Constante de ligacdo Ky, (M?, x10°) de N-TOAC-Stll11.30 em micelas?.

pH (carga do LPC LPC.LSM LPC:LPA LPC.LPA:LSM
peptideo) (100) (90:10) (90:10) (80:10:10)
3,0 (+4,7) 29+0,9 3,9+0,9 29+05 3,4+£0,5
7,0 (+2,0) 6,9+15 59+0,9 18+5 17+4
11,0 (-1,3) 45+0,5 4,4+0,5 59+0,9 53+0,9

Coeficiente de particdo calculado para concentracio total de lipidio de 0,15 mM =+
Desvio padrao

Para todas as composicoes de micelas estudadas, a afinidade de N-TOAC-
Stll;1.30 pelos lipidios foi maior em pH 7,0. A diferenca de afinidade entre o sistemas
em pH 7,0 e os sistemas em pH 3,0 e 11,0 é ainda mais acentuada em micelas
contendo LPA (Tabela 4.7).
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A maior extensao da ligacdo ocorreu em sistemas em pH 7,0, condigcdo em
que o a regido entre os residuos 18 e 30 do peptideo contendo TOAC apresenta
carga liquida +1, enquanto que em pHs 3,0 e 11,0 tal regido apresenta carga liquida

+4 e -2, respectivamente (Fig. 4.29).

A maior extensdo da interacdo em micelas contendo o lisofosfolipidio
carregado negativamente LPA comparada a micelas compostas apenas por
lisofosfolipidios zwitteribnicos indica que forcas eletrostéticas tém um papel muito
importante na ligagdo. Outra evidéncia da importancia de forcas eletrostéticas é a
variacdo da extensdo da ligagdo em funcdo do pH nos sistemas com LPA. A
extensdo da ligacdo do peptideo a micelas foi maior em pH 11,0 em relacdo ao

sistemas em pH 3,0.

Pelo coeficiente de particdo, foram calculadas as porcentagens do peptideo
em solucdo e na membrana em 30 mM de lipidios. Em todos os casos, a
porcentagem de peptideo ligado nas micelas foi maior de 98,9%, indicando que 0s

espectros observados nessa condicdo referem-se essencialmente a forma ligada.

Acredita-se que, devido ao empacotamento dos lipidios nas micelas, a ligacao
do peptideo nesse modelo de membrana possui uma consideravel contribuicdo de
interacdes entre a face apolar da hélice e as cadeias acila dos lipidios.

A andlise da roda helicoidal de N-TOAC-Stll;;.30 € da distribuicdo de cargas
dos residuos em pH 3,0, 7,0 e 11,0 contribuem para o entendimento da afinidade do

peptideo pelas membranas modelo estudadas.

+ & +

K28

K19 K30

Figura 4.29. Roda helicoidal de N-TOAC-Stll11.3p com cargas da extremidade N-
terminal e das cadeias laterais ionizaveis e dire¢do vetor de momento hidrofébico em
pHs 3,0, 7,0 e 11,0.

A maior imobilizagdo de TOAC nas membranas em pH 3,0 ocorre

provavelmente devido ao fato de a extremidade N-terminal do peptideo nessa
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condicdo estar na forma protonada, com carga positiva. A presenca de carga no
grupo amino terminal possibilita que interacdes eletrostaticas com os grupos fosfato

dos lipidios ancorem o residuo.

Em pH 3,0, na forma predominante em solucdo, o peptideo possui 5 cargas
positivas e nenhuma carga negativa, enquanto no pH 7,0 a carga liquida de N-
TOAC-Stll 130 € +1. Em pH 11,0 aproximadamente 25% da cada residuo de lisina
encontram-se protonados, conferindo uma carga liquida de -1,3 ao peptideo. A
forma predominante em pH 11,0 possui carga liquida -2. As cargas das cadeias
laterais foram atribuidas considerando o peptideo em solucédo e os valores de pKa
tedricos das cadeias laterais ionizaveis. No ambiente da membrana os valores de
pKa podem ser alterados, de modo que as cargas acima atribuidas eventualmente
nao reflitam o estado de ionizacdo do peptideo ligado.

A afinidade do peptideo por micelas contendo o lipidio carregado
negativamente LPA foi consideravelmente maior em pH 7,0 em relacdo a todos os
outros sistemas de micelas estudados (Tabela 4.7). Em pH 11,0, o peptideo possui
carga liquida negativa de -1,3 e as micelas 20 mol% de carga liquida negativa. A
maior repulsdo elestrostatica em pH 11,0 diminui a afinidade do peptideo pelas

micelas em comparacdo com os sistemas em pH 7,0

A interacdo de N-TOAC-Stll;;.30 com micelas é regida por um balanco entre

as contribuicdes eletrostéaticas e hidrofébicas.

A medida do desdobramento hiperfino (an, G) nos espectros de N-TOAC-
Stll11-30 em solugéo e na presenca das diferentes composi¢des de micelas estudadas
foi feita nos trés pHs estudados (Tabela 4.8). Tal parametro é sensivel a polaridade
do ambiente. Também foram calculadas as variacbes de ay na passagem do
peptideo da solucéo para as micelas. Nos espectros com 30 mM de lisofosfolipidios
em pH 7,0 e 11,0, o desdobramento hiperfino isotrépico da forma ligada com menor
restricdo de mobilidade foi calculado pela separacdo das linhas nos espectros. Um
estudo de simulacdo de espectros de EPR em diferentes pH indicam que os
espectros em pH 7,0 e 11,0 representam apenas uma populacdo do peptideo de
modo que o desdobramento hiperfino possa ser obtido por tal medida.
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Tabela 4.8 — Valores de ay (G) nos espectros de EPR de N-TOAC-Stlli130 €
variacdo de ay (G) na passagem do peptideo da solucdo para o ambiente das
micelas. Valores de S calculados para os espectros de N-TOAC-Stll ;.30 ligado a

micelas em pH 3,0.

pH 3,0 pH 7,0 pH 11,0 Sem

Solugéo 16,32 16,57 16,57 pH 3,0

LPC 15,31 (-1,01) | 16,13 (- 0,44) | 16,08 (- 0,49) | 0,504

LPC:LSM (90:10) 15,45 (- 0,87) | 16,03 (- 0,54) | 16,18 (- 0,39) | 0,515
LPC:LPA (90:10) 15,31 (- 1,01) | 16,08 (- 0,49) | 16,18 (- 0,39) | 0,509
LPC:LPA:LSM (80:10:10) | 15,51 (- 0,81) | 16,13 (- 0,44) | 16,18 (-0,39) | 0,524

E possivel notar em todos os casos uma diminuicdo no valor de ay
confirmando a ligacao dos peptideo as micelas e a passagem para um ambiente de
menor polaridade. As maiores variagdes de ay em pH 3,0 estariam relacionadas com
uma mudanca de polaridade mais pronunciada nessa condi¢do indicando que a
posicdo do TOAC na micela varia com o pH, e que em pH 3,0 o peptideo estaria
localizado mais profundamente na regido hidrofébica. Em pH 3,0, em todos os
casos, 0s espectros do peptideo em altas concentracdes de lisofosfolipidios
apresentaram linhas muito alargadas e extremos internos e externos, indicando alta
imobilizacdo da sonda. Em pH 7,0 e 11,0 foi possivel notar o alargamento das linhas
na passagem do peptideo para as micelas entretanto, nessas condi¢cdes a sonda no
peptideo ligado nas micelas apresenta maior mobilidade em relacao ao pH 3,0.

O peptideo contendo TOAC, uma vez ligado ao agregado lipidico, passa a
constituir uma sonda sensivel & mobilidade no ambiente das membranas modelo.
Espectros que apresentam extremos externos e internos indicam uma alta
imobilizagéo da sonda no peptideo no ambiente das micelas e permitem o calculo do

parametro de ordem (S) para medida do grau de imobilizacéo da sonda.

Foram calculados os valores de S de nos espectros de N-TOAC-Stll11-30
ligado em micelas de diferentes composi¢cées em pH 3,0 (Tabela 4.8). O peptideo
ligado em micelas contendo LSM apresentou maior parametro de ordem em
comparacdo com micelas sem LSM. O maior pardmetro de ordem, e a menor
extensdo da ligacdo do peptideo nos agregados contendo LSM, poderiam estar
relacionados com o maior empacotamento que o esfingolipidio confere a micela.
LSM possui um grupamento amina e um grupamento hidroxila capazes de

estabelecer pontes de hidrogénio intermoleculares, aumentando o empacotamento
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proximo a regido das cabecas polares. LPC apresenta somente um grupo hidroxila
livre. O aumento do empacotamento em micelas com LSM é refletido na menor

habilidade do peptideo interagir com os agregados.

Também se realizaram estudos de EPR do peptideo com TOAC fixando a
concentracdo de lisofosfolipidios em 20 mM e variando o pH entre 3,0 e 11,0. Os
espectros indicam que, na presengca de LPC 20 mM, o residuo paramagnético
encontra-se fortemente imobilizado nas micelas em pH 3,0 e 4,0. Em pH 5,0
observa-se a presenca de duas populacdes ligadas as micelas com diferentes
mobilidades (Fig. 4.30). Entre os pHs 6,0 e 11,0, os espectros de N-TOAC-Stll11-30
apresentam apenas uma populacdo com maior mobilidade. Nessa faixa de pH
observa-se pouca mudanca na forma dos espectros, indicando que, quando o pH é
variado de 6,0 até 11,0, ndo ocorrem grandes variacbes na dinamica de TOAC

decorrente de interacao (Fig. 4.30).

pH 3.0 pH 4,0 pH 5.0

pH 6,0 pH 7,0 pjl/

Figura 4.30. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;1.30 em micelas de LPC 20 mM em
diferentes pHs. [Peptideo] = 30 yM. A varredura total do campo é 100 G.

A interacdo de N-TOAC-Stll;1.30 com micelas de LPC:LSM (90:10) também foi
investigada em diferentes pHs e, assim como observado com LPC, os espectros
indicaram maior grau imobilizacdo em pHs 3,0 e 4,0. Em pH 5,0 e 6,0 nota-se o
aparecimento de linhas mais estreitas e entre pH 7,0 e 11,0, os espectros indicam a

presenca somente da populacao ligada com maior mobilidade (Fig. 4.31).
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pH 3.0 H 4.0 pH 5.0

= 2= -
A= = e
— Y -

Figura 4.31. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll11-30 em micelas de LPC:LSM (90:10)
20 mM em diferentes pHs. [Peptideo] = 30 uM. A varredura total do campo € 100 G.

O espectros de EPR de N-TOAC-Stll;;.30 ha presenca de 20 mM de LPC:LPA
(90:10) (Fig. 4.32) ou de LPC:LPA:LSM (80:10:10) (Fig 4.33) em diferentes pHs
evidenciam um perfil de interacao peptideo-micela em funcédo do pH semelhante ao

apresentado para as micelas contendo apenas lisofosfolipidios zwitteribnicos.

pH 9,0 pH 10,0 pH 11,0

A -

Figura 4.32. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll11-30 em micelas de LPC:LPA (90:10)
20 mM em diferentes pHs. [Peptideo] = 30 uM. A varredura total do campo € 100 G.
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pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0
pH 9.0 pH 10,0 pl-jl/

Figura 4.33. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll11-30 em micelas de LPC:LPA:LSM
(80:10:10) 20 mM em diferentes pHs. [Peptideo] = 30 pyM. A varredura total do
campo € 100 G.

E possivel observar que N-TOAC-Stll;1.3 encontra-se praticamente
totalmente ligado as micelas de LPC:LPA (90:10) e LPC:LPA:LSM (80:10:10) em pH
3,0 e 4,0 (Figs. 4.32 e 4.33). Em pH 5,0 é possivel notar o surgimento de linhas
estreitas. Em pH 6,0 o percentual de moléculas do peptideo ligadas, mas com maior
mobilidade aumenta, evidenciado pelo aumento de intensidade das linhas espectrais
caracteristicas dessa populacdo em relagdo aos espectros obtidos em pH 5,0. Entre

os 7,0 e 11,0 observamos somente a populagdo com maior mobilidade.

4.4.1.3 Estudos da interacdo dos peptideos com micelas de LPC por SAXS

A fim de se obter maiores informacdes acerca da interacdo entre os peptideos
e micelas de LPC, realizamos medias de espalhamento de raios-X a baixos angulos,

SAXS, no Laboratério nacional de Luz Sincrotron, LNLS.

Para obtermos informacg@es estruturais das micelas de LPC em auséncia e
presenca dos peptideos, realizamos um ajuste aos dados experimentais, supondo
gue o agregado micelar possa ser descrito por um elipsoide prolato. Entre outras
propriedades, este modelo é capaz de descrever o raio da regido parafinica (Rpar), a
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anisometria, a espessura e densidade eletrénica (pcore) da regido das cabecas
polares, a carga efetiva da particula espalhadora e também uma estimativa do

namero de agregacao micelar.

Em auséncia de peptideo, percebemos que a curva de SAXS do sistema
composto por LPC 20 mM (Fig. 4.34 — pontos pretos) apresenta um pico largo
centrado na regido de q ~ 0,12 A™. Este tipo de pico, largo e nesta regido é uma
indicacdo clara da presenca de estruturas heterogéneas em solucdo. Neste caso tais

estruturas heterogéneas séo as micelas de LPC.

O melhor ajuste obtido para este sistema, considerando este modelo pode ser
apreciado na figura 4.34 (linha sdlida vermelha) e os parametros estruturais deste

agregado micelar estao descritos na Tabela 4.9.

Estudos anteriores de SAXS focando nas alteracBes no tamanho e forma de
micelas de LPC em decorréncia da interagdo com o peptideo correspondente aos 30
residuos N-terminais (Stll;-30) (Paulino, 2010) mostraram que o peptideo é capaz de
alterar de forma significativa a estrutura das micelas de LPC. Em presenca de 2 mM
de Stll; 30 (Fig. 4.34, pontos vermelhos) as micelas de LPC se tornam mais esféricas
(Fig. 4.34). Esse efeito poderia estar relacionado a capacidade da hélice N-terminal
da esticolisinas de induzir curvatura positiva em lipidios para estruturagdo do poro

toroidal.

200 £ > LPC20mM
oL > LPC20mM+Stll
7 \& A

150F F

100 |

Intensity (a.u.)

sol *

0,30 0,35

0,00 O,I15 OO ,
q (A%
Figura 4.34. Curvas de SAXS de LPC 20 mM na auséncia e presenca de 2,0 mM de

Stll;-30 (Paulino, 2010).

Na presenca dos peptideos, as curvas de SAXS das micelas de LPC foram
alteradas, indicando que a interacdo € capaz de modificar as caracteristicas

estruturais dos agregados lipidicos Fig (4.35).
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Figura 4.35. Curvas de SAXS de LPC 20 mM na auséncia ou presenca de 2 mM
dos peptideos Stl; 3; (A), Stli2.31 (B) e Stlli1.30 (C).

O aumento de intensidade de espalhamento em valores de g < 0,05 A™? (regi&o de
pequenos valores de q) é indicativo do aparecimento de uma funcédo de interferéncia
entre as micelas, indicando que nessas condicfes a aproximacao para sistemas
diluidos (onde a separacéo entre as particulas espalhadoras é suficiente para que
nao ocorra interacdo entre elas) ndo € mais valida, como no caso em auséncia de
peptideo. O aparecimento de tal funcédo deve-se provavelmente ao desbalanco de
cargas na superficie do agregado, induzido pela presenca dos peptideos. A curva de
SAXS para o sistema composto por Stl;3; 2 mM (que possui carga liquida 0) em
presenca de LPC 20mM possui um pico pouco pronunciado na regiao de q ~ 0,025
A* (Fig. 4.35A) indicando uma menor influéncia deste peptideo em comparacéo ao
Stl1,.3; (Fig. 4.35B) e do Stll 11-30 (Fig. 4.35C). E importante mencionar que ambos
Stli2.31 quanto Stll;;.30 possuem carga liquida +2, sendo este um dos provaveis

motivos para os diferentes comportamentos observados. Além disso, podemos
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observar um deslocamento do primeiro minimo da curva de espalhamento (na regiao
de g ~ 0,07 A™Y) para maiores valores de q ( para cerca de q ~ 0,10 A, indicando
uma diminuicdo da estrutura micelar, além disso, tal diminuicdo é maior para os

peptideos de Stll (Fig. 4.34 e 4.35C), relacionado a um maior efeito dos mesmos.

Em todos o0s casos 0 Rpsr € 0 nimero de agregacdo das micelas diminuiram
na presenca dos peptideos (Tabela 4.9), indicando que estes sdo capazes de
promover uma reorganizagdo das micelas. A extensdo na diminuicdo desses
parametros é semelhante entre Stl;3; e Stli,.31 € entre Stll1-30 e Stll;;-30, sugerindo
que tal fenbmeno estaria relacionado com a acomodacdo da regido em hélice

(residuos 11-30) das sequéncias.

As cargas atribuidas as particulas pelo ajuste estdo de acordo com o
esperado. Apds ser fixada em zero para LPC, calculou-se uma menor carga
superficial para Stl;.3; € maior carga superficial para os demais peptideos com carga
liquida +2. A ligacdo também mudou a espessura da regido hidrofilica das micelas
de forma similar para todos os peptideos. E importante mencionar que dentro do
modelo ajustado, essas cargas experimentais ndo podem ser entendidas como o

valor direto da carga liquida da estrutura, mas sim como um parametro efetivo.

Tabela 4.9 — Parametros estruturais das micelas de LPC em solucdo e na presenca
dos peptideos.

LPC St|1.31 St|12.31 St||1.30 St”ll-go
Rear (A) 29,9 25,7 23,9 20,5 21,7
Anisometria 1,63 1,63 1,52 1,25 1,38
Esp. Cab. Pol. (&) 8,4 11,8 12,4 12,2 13,9
Pcore 0,281 0,270 0,277 0,255 0,263
Carga particula 0 3,4 6,4 6,4 6,3
NUm. Agregacao 110 81 75 67 68

A equacgdo utilizada para o ajuste considera a micela como um elipiséde
prolato apresentando 0s semi-eixos com a seguinte equivaléncia: a > b = c. A
anisometria das micelas foi calculada pela relacdo entre os eixos a e b, e indica que,
exceto para Stli.3;, a interagé@o e reorganizacao dos lipidios diminuem a anisometria,
tornando as micelas mais esféricas. Como descrito acima, 0 aumento da
esfericidade das micelas estaria relacionado a capacidade dos peptideos de induzir

curvatura positiva nos lipidios para a formacéo do poro toroidal.
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4.4.2 Estudos na presenca de bicamadas
4.4.2.1 Estudos conformacionais dos peptideos na presenca de LUV por CD

As propriedades conformacionais e de ligacdo dos peptideos em bicamadas
de diferentes composic¢des lipidicas foram estudadas por CD. Assim como para as
micelas, a aquisicdo de estrutura secundaria pelo peptideo foi tomada como

indicativo da ligacao do peptideo nas bicamadas.

Stl;.31 na presenca de concentracdes crescentes de vesiculas de POPC e
POPC:SM (90:10) apresenta espectros caracteristicos de conformacédo randémica
assim como em solucdo, indicando que o peptideo néo interage com as vesiculas
dessas composicdes (Fig. 4.36). Em presenca de bicamadas contendo o lipidio
carregado negativamente POPA, o peptideo apresentou aumento no contetdo de
estrutura em a-hélice, indicando ligacdo aos lipidios. A interacédo foi analisada por
meio de curvas de ligacdo (Fig 4.36). Apesar de o peptideo possuir carga liquida
zero, a ligacdo ocorre devido a interacfes eletrostaticas entre as cargas negativas
em POPA e as cadeias laterais dos residuos de lisina e arginina concentrados na

extremidade C-terminal da sequéncia.

= POPC
18- e POPC:SM (90:10)
A POPC:POPA (90:10)
0 v POPC:POPA:SM (80:10:10)
E o 1,6 4
T 51 1 8
N N 1,44
5§ T
2 10 ] E
3 - - Solugdo S 12+
(=) —— POPC =
= s —— POPC:SM (90:10) - ro
= —— POPC:POPA (90:10) ., . . .
—— POPC:POPA:SM (80:10:10) ¢ ¢
-20 T T T T T T 0,8 T T T T T T T 1
200 210 220 230 240 250 260 -0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0 35
A (nm) [Lipidio total] (mM)

Figura 4.36. Espectros de CD de Stl;.3; em solucdo e na presenca de 1,6 mM de
LUV de composicao lipidica variada (esquerda); Intensidades de [6] em 222 nm
normalizado e curvas de ligacédo ajustada aos valores experimentais em funcéo da
concentracdo lipidica (direita). POPC (=), POPC:SM (90:10) (-), POPC:POPA
(90:10) () e POPC:POPA:SM (80:10:10) (-).

Stl;2.31 ndo interagiu com vesiculas de POPC e POPC:SM (90:10) como

indicado pelos espectros de CD que mostram que o0 peptideo permanece com
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conformacdo ao acaso (Fig. 4.37). Novamente, a presenca de forcas eletrostéticas
entre o peptideo com carga liquida +2 e a carga negativa de POPA possibilitou a

interacdo peptideo-membrana fazendo com que o peptideo adquirisse conformacao

em a-hélice.
T T T T T T 5,54
60 1 - - Solucéo b 50
— POPC 45
I —— POPC:SM (90:10) 1
2 —— POPC:POPA (90:10) o 7
3 2 —— POPC:POPA:SM (80:10:10) § 35+
g T 304 = POPC
=y £ ® POPC:SM (90:10)
o 0 o) 2,5 . .
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Figura 4.37. Espectros de CD de Stl;,.3; em solucdo e na presenca de 1,6 mM de
LUV de composicao lipidica variada (esquerda); Intensidades de [6] em 222 nm
normalizado e curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcdo da
concentracdo lipidica (direita). POPC (=), POPC:SM (90:10) (-), POPC:POPA
(90:10) () e POPC:POPA:SM (80:10:10) ().

As curvas de ligacado de Stl;2.3; em vesiculas contendo POPA indicam que o
peptideo ligou-se com a mesma afinidade em vesiculas de POPC:POPA (90:10) e
POPC:POPA:SM (80:10:10). Stl;,.31, com carga liquida +2, apresentou maior
afinidade pelas bicamadas contendo POPA em comparacdo com Stl;.3;, que nessa
condicdo possui carga liquida zero. Os residuos negativos no segmento 1-10 do
peptideo Stl;.3; estabelecem interagdes repulsivas com as cargas negativas de
POPA, diminuindo a afinidade do peptideo longo pelas bicamadas quando

comparado com o fragmento de 20 residuos.

Os espectros de CD de Stll;.30 indicam que este também ligou-se em alta
extensdo somente a LUV contendo POPA, adquirindo estrutura essencialmente em
a-hélice (Fig 4.38). Na presenca de vesiculas de POPC:SM (90:10) foi possivel notar
alteracdes no espectro do peptideo que, embora sutis, indicam que ha interacao,

mesmo que em baixa extensao.
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Stll1130 € N-TOAC-Stll ;.30 apresentam comportamento semelhante em

presenca de LUV, indicando que a sonda paramagnética ndo altera as propriedades

de conformacéao e ligacdo do peptideo (Figs. 4.39 e 4.40).
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Figura 4.38. Espectros de CD de Stll;.3p em solucdo e na presenca de 1,6 mM de
LUV de composicéo lipidica variada (esquerda); Intensidades de [6] em 222 nm
normalizado e curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcédo da
concentracdo lipidica (direita). POPC (-), POPC:SM (90:10) (-), POPC:POPA
(90:10) (-) e POPC:POPA:SM (80:10:10) (-).
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Figura 4.39. Espectros de CD de Stll;;.30 em solucdo e na presenca de 1,6 mM de
LUV de composicao lipidica variada (esquerda); Intensidades de [6] em 222 nm
normalizado e curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em funcao da
concentracdo lipidica (direita). POPC (-), POPC:SM (90:10) (-), POPC:POPA

(90:10) () e POPC:POPA:SM (80:10:10) (-).
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Figura 4.40. Espectros de CD de N-TOAC-Stll;;.30 em solucdo e na presenca de 1,6
mM de LUV de composicao lipidica variada (esquerda); Intensidades de [8] em 222
nm normalizado e curvas de ligacdo ajustada aos valores experimentais em fungéo
da concentracéo lipidica (direita). POPC (=), POPC:SM (90:10) (-), POPC:POPA
(90:10) () e POPC:POPA:SM (80:10:10) ().

Novamente, forcas eletrostaticas favoreceram a ligacdo dos peptideos a
bicamadas contendo POPA, fazendo com que os peptideos passem de conformacéo
randémica em solugdo para a-hélice. A afinidade do peptideo com a sequéncia
nativa pelas LUV contendo POPA ¢é ligeiramente maior em relacao ao peptideo com
TOAC que, em pH 7,0, possui o N-terminal desprotonado e, portanto, uma carga
positiva a menos que o peptideo ndo marcado. As constantes de afinidade dos
peptideos pelas vesiculas calculadas por meio das curvas de ligacdo indicam a
importancia da presenca de forcas eletrostéaticas atrativas para a liga¢ao. Stl;.3;, com
carga liquida zero, apresenta constante uma ordem de grandeza menor que 0S
outros peptideos estudados (Tabela 4.10). As diferencas de carga entre Stlli1.30 € 0

peptideo contendo TOAC também indicam a importancia desse tipo de contribuicao.

Tabela 4.10 — Constantes de ligacdo Ky (M™, x10°) e coeficiente de cooperatividade
(n) obtidos a partir de CD dos peptideos em presenca de LUV em pH 7,0.

Carga | POPC:POPA (90:10) | POPC:POPA:SM (80:10:10)
pH 7,0
Kp n Kp n

Stly-31 0 0,27 0,8 0,33 1,0
Stlio.31 + 2 1,7 1,4 1,6 1,2
St||1.3o + 2 2,4 2,4 2,2 2,3
Stll11-30 +2 2,4 15 2,5 1,5
N-TOAC-Stll11-30 +1 2,0 1,2 2,1 1,3
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A comparagédo entre os fragmentos equivalentes das duas toxinas indica que
as diferencas observadas entre Stl e Stll devem-se ndo somente as substituicdes
nao conservativas nas posi¢oes 2 e 9, mas também a troca de posicédo do residuo
negativo de acido glutamico na regido 11-30 das sequéncias. O residuo em questao

localiza-se na posicao 16 em Stl e 22 em Stll.

Por meio do software PEPFIT, o conteldo estrutural dos peptideos ligados
em bicamadas de POPC:POPA (90:10) foi calculado realizando a desconvolucdo
dos espectros de CD (Tabela 4.11). A andlise foi realizada a partir dos espectros de
CD dos peptideos obtidos em presenca de 2,4 mM de lipidio, condicdo em que
praticamente todo o peptideo na amostra encontra-se na forma ligada. N&o foi
possivel calcular o contetdo de Stl;.3; ligado em LUV pois, devido a baixa afinidade,
nao é possivel obter um espectro de CD representativo da forma ligada.

Tabela 4.11 — Conteldo estrutural dos peptideos ligados a LUV de POPC:POPA
(90:10) calculado a partir dos espectros de CD. Porcentagem (%) e namero de
residuos (N).

% a-hélice % Folha-B | % Randdmica R?
(N) (N) (N)
Stlyi3; --- --- --- ---
Stlipa1 80 (16) 0 20 (5) 0,942
Stll;.30 70 (21) 10 (3) 20 (6) 0,996
Stll11.30 81 (16) 0 19 (4) 0,983
N-TOAC-Stll11.30 71 (15) 0 29 (6) 0,970

Como observado qualitativamente nos espectros de CD, todos os peptideos
do N-terminal das esticolisinas tiveram seu contetdo helicoidal aumentado ao se
ligarem as bicamadas. A passagem de Stll; 3 para a bicamada aumentou o
conteudo helicoidal de 4 para 21 residuos, enquanto a estrutura ao acaso teve seu
contetdo diminuido de 17 para 6 residuos (Tabela 4.11). Os dois peptideos de 20
residuos, bem como o analogo contendo TOAC apresentaram as mesmas
alteracdes conformacionais ao se ligarem as membranas. Ambos passaram de 15
para 5 residuos com estrutura ao acaso. Por outro lado, o numero de residuos em a-

hélice passou de 5 para 15 (Tabela 4.11).

A ligacdo e a conformacdo dos peptideos Stll;1.30 € N-TOAC-Stll11.30 em
vesiculas de DPPC e DPPC:DMPA (90:10), que em temperatura ambiente

encontram-se em fase gel, foram estudadas para comparacdo com sistemas de
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bicamadas em fase liquido-cristalina de POPC e POPC:POPA (90:10). Esses
experimentos tiveram também o objetivo de validar estudos de localizacdo da sonda
paramagnética em membranas por supressao da fluorescéncia de lipidios marcados
com NBD (Secéo 4.4.2.3).
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Figura 4.41. Espectros de CD dos peptideos Stll11.30 € N-TOAC-Stll11.30 em solugéo
e na presenca de LUV de DPPC em pH 7,0. [Peptideo] = 5 uM.

Na presenca de bicamadas de DPPC ambos os peptideos apresentam
espectros de CD caracteristicos de conformacdo essencialmente randdémica,
indicando que nao ocorre interacao (Fig. 4.41). Os peptideos ligaram-se somente as
bicamadas contendo DMPA, adquirindo conformacgao helicoidal (Fig. 4.42) assim
como observado para bicamadas em fase liquido-cristalina. A presenca de forcas
eletrostaticas de atracdo novamente mostrou-se fundamental para a interacdo

peptideo-membrana.
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Figura 4.42. Espectros de CD dos peptideos Stll11.30 € N-TOAC-Stll11.30 em solugéo
e na presenca de LUV de DPPC:DMPA (90:10) em pH 7,0. [Peptideo] = 5 uM.
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4.4.2.2 Estudos do peptideo N-TOAC-Stll;1.30em bicamadas por EPR

Assim como no estudo de interacdo de N-TOAC-Stll;;1.30 com micelas, a
interacdo do peptideo com vesiculas de diferentes composi¢des lipidicas foi
estudada em funcao do pH. Foram obtidos espectros de EPR do peptideo contendo

TOAC em diferentes concentracdes lipidicas em pHs 3,0, 7,0 e 11,0.

Em pH 3,0 o peptideo interagiu em extensdo consideravel com LUVs de
POPC (Fig. 4.43). Na presenca de 10 mM de POPC é possivel observar, mesmo
que em baixa extensdo, linhas espectrais referentes a populacdo ligada as

bicamadas.
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Figura 4.43. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;1.30 em solugéo e na presenca de
LUV de POPC em pH 3,0, 7,0 e 11,0. [Peptideo] = 40 uM.
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O peptideo nao interagiu com LUV de POPC em pH 7,0 e 11,0. Nesses pHs
nao € possivel observar, mesmo em que baixa extensdo, a presenca de linhas

alargadas referentes a populacéo do peptideo ligada nas LUV (Fig. 4.43).
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Na presenca de LUV de POPC:SM (90:10), assim como observado para LUV
de POPC, o peptideo apresentou um grau de interacao consideravel somente em pH
3,0 (Fig. 4.44).
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Figura 4.44. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;1.30 em solugéo e na presenca de
LUV de POPC:SM (90:10) em pH 3,0, 7,0 e 11,0. [Peptideo] = 40 uM.
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Em pH 7,0 e 11,0 o peptideo né&o interagiu com as LUV de POPC:SM (90:10)
(Fig. 4.44). A ligagdo a LUV compostas por lipidios zwitterionicos mostrou-se
dependente do pH, evidenciando a importancia do estado de ionizagdo do peptideo

e de forcas eletrostaticas para a ligagéao.

A partir dos espectros de N-TOAC-Stll11-30 em pH 3,0 na presenca de 10 mM
de POPC e POPC:SM (90:10) foi possivel medir a separacao das linhas referentes a
populacao imobilizada (extremos externos): 53,76 G para N-TOAC-Stll;;.3 ligado em
POPC, e 54,65 G para o peptideo ligado em POPC:SM (90:10), indicando maior
imobilizagdo no ambiente das bicamadas contendo SM. A maior restricdo de
mobilidade deve-se ao fato de o esfingofosfolipidio possuir um grupamento amina
livre capaz de realizar pontes de hidrogénio intermoleculares, aumentando o

empacotamento na regido das cabecas polares.
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A interacdo de N-TOAC-Stll11.30 com LUV de POPC:POPA (90:10) também
mostrou-se dependente do pH. Novamente, a ligacdo se deu em maior extensdo em
pH 3,0 (Fig. 4.45). Diferentemente do observado para vesiculas compostas somente
por lipidios zwitteridnicos, foi possivel observar interagdo do peptideo com as
bicamadas contendo POPA em pH 7,0 (Fig. 4.45). Na presenca de vesiculas de
POPC:POPA (90:10), em pH 11,0, o peptideo permaneceu em solucdo como €
possivel observar pelos espectros de EPR de N-TOAC-Stll11-30 que, mesmo em altas

concentracdes de lipidios, apresentam apenas linhas estreitas (Fig. 4.45).
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Figura 4.45. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;1.30 em solugéo e na presenca de
LUV de POPC:POPA (90:10) em pH 3,0, 7,0 e 11,0. [Peptideo] = 40 pM.

Na presenca de vesiculas compostas por POPC:POPA:SM (80:10:10) o
peptideo apresentou comportamento semelhante ao observado em LUV de
POPC:POPA (90:10) nos trés pHs estudados. Em pH 7,0 o peptideo ligou-se nas
bicamadas em baixa extensdo (Fig. 4.46). Na presenca de 10 mM de lipidios, é
possivel notar o aparecimento de linhas alargadas no espectro de EPR referentes a

populacao ligada nas vesiculas. Aparentemente, a extensao da ligacdo de N-TOAC-
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Stll;1.30 as LUV em pH 11,0 € ainda menor em comparacdo com o sistema em pH
7,0 (Fig. 4.46).

Assim como observado em todos os sistemas de LUV estudados, o peptideo
apresentou maior afinidade pelas bicamadas em pH 3,0 (Fig. 4.46). Nesse pH, o
espectro de N-TOAC-Stll ;.30 obtido na presenca de 10 mM de lipidios indica que
praticamente todo o peptideo estd ligado as LUV, sendo possivel notar uma
pequena contribuicdo da populacédo livre no espectro (Fig. 4.46). Os espectros
obtidos em pH 3,0 também indicam um alta imobilizacdo da sonda em bicamadas
contendo POPA (Fig. 4.44 e 4.46). E possivel notar nos espectros a presenca de
extremos internos e externos que evidenciam o alto grau de imobilizacdo da sonda

no ambiente das membranas.
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Figura 4.46. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;1.30 em solugéo e na presenca de
LUV de POPC:POPA:SM (80:10:10) em pH 3,0, 7,0 e 11,0. [Peptideo] = 40 pM.

Pelos espectros, calculou-se a constante de ligagédo em bicamadas.



138

Tabela 4.12 — Constante de ligacdo Ky, (M™, x10%) de N-TOAC-Stll11.30 em LUV,

pH (carga do POPC POPC:SM | POPC:POPA | POPC:POPA:SM
peptideo) (100) (90:10) (90:10) (80:10:10)
3,0 (+4,7) 34+0,1 59+04 15+4 13+4
7,0 (+1,0) 2,3+0,3 30+£04 45+0,8 49+0,2
11,0 (-1,3) 2,7+04 3,1+0,3 3,8+0,8 3,0+0,8

%Coeficiente de particdo calculado para concentracéo total de lipidio de 0,75 mM +
Desvio padrao

A afinidade de N-TOAC-Stll1130 pelas vesiculas de todas as composices
lipidicas estudadas é maior em pH 3,0. Os valores de constante de ligagdo em LUV
compostas somente por lipidios zwitteribnicos indicam que praticamente ha pouca
diferenca de afinidade entre os pH 7,0 e 11,0. Nos sistemas de LUV com POPA, a
extensdo da ligacdo mostrou-se altamente dependente do estado de ionizacédo da
extremidade N-terminal e das cadeias laterais do peptideo. Em pH 3,0
aproximadamente metade das moléculas de POPA, que em bicamadas de POPC
possui pKy: de 3,2 (Kooijmann et al.,, 2005), esta protonada (carga 0), e as
membranas aproximadamente 5 mol% do total de moléculas com carga negativa na
superficie. Nessa condi¢cdo, o peptideo possui carga liquida + 4,7 e apresenta uma

alta afinidade pelas bicamadas.

Entre pH 7,0 e 11,0 também ocorre a titulagdo do segundo préton de POPA
gue possui pK,2 = 7,92 (Kooijman et al., 2005). Em pH 11,0, portanto, as moléculas
de PA na bicamada possuem carga liquida -2 e os peptideos possuem carga liquida
aproximada de - 1,3, o que deveria levar a uma repulséo eletrostatica entre peptideo
e lipidio, diminuindo a afinidade entre peptideo e membrana, como €é possivel

observar.

Espectros de EPR de N-TOAC-Stll 130 na presenca de LUV contendo POPA
em pH 3,0 permitiram a medida do desdobramento hiperfino para o peptideo ligado
as LUV (Tabela 4.13).

Tabela 4.13 — an (G) nos espectros de N-TOAC-Stll1;.30 em
solucéo e ligado em LUV, pH 3,0.

an SempH3,0
Solucao 16,32
POPC:POPA (90:10) 15,72 0,658
POPC:POPA:SM (80:10:10) 15,65 0,655
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O menor valor de ay no espectro do peptideo ligado as bicamadas reflete a
passagem da sonda de um ambiente altamente polar (solugdo aquosa) para o
ambiente da membrana, de menor polaridade. Marsh & Toniolo (2008) através de
medidas de desdobramento hiperfino de marcadores de spin lipidicos intercalados
em diferentes posi¢cdes de membranas de DPPC e correlacionados com os valores
de desdobramento hiperfino de TOAC, montaram curvas de calibracdo para a
localizac&o da posicdo da sonda na bicamada. E, portanto, possivel relacionar o
valor de ay medido no espectro de EPR de TOAC do peptideo ligada aos lipidios
com a profundidade de insercéo do peptideo na membrana. Os valores obtidos para
N-TOAC-Stll;;.30 indicam que o residuo N-terminal de TOAC encontra-se entre a

regido das cabecas polares e o C4 da cadeia acila dos lipidios.

O parametro de ordem para o peptideo ligado em vesiculas contendo POPA
em pH 3,0 foi calculado para avaliar o grau de imobilizacdo da sonda nesse
ambiente (Tabela 4.13). A presenca de SM, assim como a presenca de LSM em
micelas, aparentemente aumentou o empacotamento dos lipidios, como é possivel

observar pelo maior valor de S.

A ligagéo do peptideo contendo TOAC também foi estudada em vesiculas de
DPPC:DMPA (90:10) que, a temperatura ambiente e em pH 7,0, se apresentam em
fase gel (Garidel et al., 1997). Assim como visto por CD, o peptideo interagiu com as
LUV de DPPC:DMPA (90:10) (Fig. 4.47). Embora ndo seja possivel notar com
clareza a presenca da populacdo ligada em baixa concentracdo de lipidios, a
constante de ligagdo calculada a por EPR é de 5,6 + 1,4 X 10?, indicando que a
interacdo ocorre praticamente na mesma extensdo observada para o sistema
analogo em fase fluida de POPC:POPA (90:10), no qual o peptideo apresenta
constamte de ligacdo de 4,5 + 0,8 X 10? (Tabela 4.12).
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Figura 4.47. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;1.30 em solugéo e na presenca de
LUV de DPPC:DMPA (90:10). [Peptideo] = 40 puM, pH 7,0.

O espectro na presenca de 10 mM de DPPC:DMPA (90:10) apresenta além
da populacao livre, mais duas populagdes com menor mobilidade. Pelas linhas de
campo baixo € possivel notar duas componentes com mobilidade restrita, indicando
gue nessa condicdo é possivel que existam duas populacdes do peptideo ligado a

bicamada com diferentes mobilidades.

A interacdo de N-TOAC-Stll;130 com LUV de POPC, POPC:SM (90:10),
POPC:POPA (90:10) e POPC:POPA:SM (80:10:10) foi também investigada por EPR
em diferentes pHs.

O fragmento peptidico contendo TOAC apresentou interagcdo com LUV de
POPC 15 mM, indicada pela presenca de linhas espectrais alargadas,
caracteristicas de uma populacdo imobilizada devido a ligagcédo, apenas em pH 3,0 e
4,0, sendo que em pH 3,0 a ligagdo ocorreu em maior extensédo (Fig. 4.48). Em pH
5,0 é possivel notar uma diminuicdo da populacéo ligada, e entre os pHs 6,0 e 11,0
as linhas alargadas praticamente desaparecem dos espectros, e aparentemente nao
ha mais nenhum indicativo de variacbes consideraveis na proporcdo entre as

populacdes ligada e livre nessa faixa de pH.
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Figura 4.48. Espectros de EPR do peptideo N-TOAC-Stll;;.30 ha presenca de LUV
de POPC 15 mM em diferentes pHs. [Peptideo] = 25 uM. A varredura total nos

espectros é de 100 G.
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Figura 4.49. Espectros de EPR do peptideo N-TOAC-Stll ;.30 na presenca de LUV
de POPC:SM (90:10) 15 mM em diferentes pHs. [Peptideo] = 25 yM. A varredura

total nos espectros € de 100 G.

Um comportamento de N-TOAC-Stll;130 semelhante ao observado na

presenca de LUV de POPC é também observado na presenca de LUV de POPC:SM
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(90:10) (Fig. 4.49). Nos espectros obtidos em pH 3,0 e 4,0 é possivel notar a
presenca de uma populacéo ligada as vesiculas (em menor extensdo em relacdo as
LUV de POPC), em pH 5,0 ja quase ndo se observam linhas alargadas, e de pH 6,0
até 11,0 os espectros praticamente ndo mudam, indicando que ndo ha mudancas

nas proporcdes de cada uma das populagdes (Fig. 4.49).

pH 6,0 pH 7.0 pH 8.0
pH 9,0 pH 10,0 pH 11,0
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Figura 4.50. Espectros de EPR do peptideo N-TOAC-Stll ;.30 na presenca de LUV
de POPC:POPA (90:10) 15 mM em diferentes pHs. [Peptideo] = 25 uM. A varredura
total nos espectros € de 100 G.

A interacdo de N-TOAC-Stll;;.30 com vesiculas unilamelares de POPC:POPA
(90:10) também foi investigada por EPR em diferentes pHs (Fig. 4.50) e,
corroborando os resultados de CD, o peptideo apresentou maior grau de interacao
com as vesiculas contendo 10 mol% de POPA (Fig 4.50) em relacdo a LUV

compostas somente por fosfolipidios zwitteridnicos (Figs. 4.48 e 4.49).

Entre pH 3,0 e 6,0 € possivel notar que a populagdo ligada as LUV de
POPC:POPA (90:10) estad presente em grande quantidade. As linhas espectrais
alargadas, referentes a populacdo imobilizada, podem ser observadas claramente
nos espectros obtidos entre pH 3,0 e 6,0 (Fig 4.50). Em pH 7,0 ainda é possivel
notar a presenca consideravel de linhas alargadas no espectro, referentes a

populacdo das moléculas do peptideo ligada as bicamadas, e entre pHs 8,0 e 10,0
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se observa a presenca uma pequena parcela da populacdo ligada. Em pHs 11,0 e
12,0 essa populagéo praticamente nédo estd mais presente (Fig. 4. 50).

p% plj\w pl-j\t/‘
pH 6.0 |::-IiP pH 8.0
pH 9.0 pl% pH 11.0

Figura 4.51. Espectros de EPR do peptideo N-TOAC-Stll ;.30 na presenca de LUV
de POPC:POPA:SM (80:10:10) 15 mM em diferentes pHs. [Peptideo] = 25 pM. A
varredura total nos espectros € de 100 G.

Em meio com 15 mM de LUV de POPC:POPA:SM (80:10:10) o peptideo
marcado com TOAC interagiu em grande extensdo com as LUV em pHs 3,0, 4,0, 5,0
e 6,0 como é possivel observar pela presenca de linhas alargadas, caracteristicas
da populacdo imobilizada pela ligacdo a bicamada (Fig. 4.51). Assim como para as
LUV compostas por POPC:POPA (90:10), o espectro de N-TOAC-Stll;;.30 em pH 7,0
apresentou populacoes de linhas estreitas e alargadas em propor¢cdo consideravel.
Entre os pHs 8,0 e 10,0 praticamente ndo se observa a presenca da populacéo
ligada as LUV e, dentro dessa faixa de pH, os espectros de EPR praticamente nao
mudam, sugerindo que n&o ocorre variacdo nos percentuais relativos das
populacdes ligada e livre em solucao (Fig. 4.51). Em pHs 11,0 e 12,0 a populacao
ligada as LUV entre os pHs 8,0 e 10,0 ndo esta mais presente.

4.4.2.3 Estudos de localizacdo de N-TOAC-Stll;1.30 em bicamadas por
fluorescéncia

A profundidade de insercédo da extremidade N-terminal do peptideo N-TOAC-

Stll11-30 foi analisada por meio de experimentos de supressao da fluorescéncia de
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lipidios marcados em diferentes posi¢cdes com NBD pelo nitroxido de TOAC. Foram
utilizados os seguintes lipidios marcados com NBD: DPPE-NBD (marcacdo na
cabeca polar), PC-6-NBD e PC-12-NBD (marcacdo em C6 e C12 das cadeias acila,

respectivamente).

O grupo nitréxido do peptideo foi capaz de suprimir a fluorescéncia de DPPE-
NBD em LUV compostas de POPC:POPA:DPPE-NBD e DPPC:DMPA:DPPE-NBD
(Fig. 4.52). A supressao de fluorescéncia do grupo NBD em DPPE-NBD evidencia
que a sonda paramagnética, nessa condicdo, encontra-se préxima a regido das

cabecas polares na bicamada.
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Figura 4.52. Espectros de emissdo de fluorescéncia de DPPE-NBD em LUV de
POPC:POPA:DPPE-NBD (89:10:1) (esquerda) e DPPC:DMPA:DPPE-NBD (89:10:1)
(esquerda) na auséncia e presenca de N-TOAC-Stll11-30. [Lipidio] = 50 uM, pH 7,0.
Esse resultado estd de acordo com observacdes ja realizadas para 0s
peptideos de Sts que indicam que apenas a regido 1-10 de Stll, de carater
hidrofobico, é capaz de se inserir mais profundamente na regido das cadeias acila
(Ros et al., 2013). No modelo proposto para o poro toroidal, a regido ao redor do
residuo 11 (inicio aproximado da hélice anfipatica) do peptideo (ou da toxina) se
inseriria apenas parcialmente na bicamada localizando-se préxima da interface

como observado nos estudos de supressao de fluorescéncia.

A emissdo de fluorescéncia de PC-6-NBD em bicamadas compostas de
DPPC:DMPA:PC-6-NBD (89:10:1) aumentou com a adicdo do peptideo e o
comprimento de onda de maximo de emissao foi deslocado para o azul em até 3,6
nm (Fig. 4.53). Esse resultado indica que, de alguma forma, o peptideo, ainda que

em baixa concentracao, é capaz de alterar o ambiente da sonda na membrana sem
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que a extremidade N-terminal esteja proxima do fluoréforo a ponto de suprimir sua
fluorescéncia. Com o aumento da concentracdo do peptideo, foi possivel observar
uma pequena diminuicdo na emissao de fluorescéncia de PC-6-NBD, indicando que

a sonda é capaz de penetrar até a altura do C6 das cadeias acila.
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Figura 4.53. Espectros de emissao de fluorescéncia de PC-6-NBD e de PC-12-NBD
em LUV de DPPC:DMPA:Lip-NBD (89:10:1) na auséncia e presenca de diferentes
concentragfes de N-TOAC-Stll11.30. [Lipidio] = 50 uM, pH 7,0.

Em LUV de DPPC:DMPA:PC-12-NBD (89:10:1) também observou-se um
aumento da emissdo e deslocamento de até 3,0 nm do maximo de fluorescéncia
para o azul em decorréncia da adicdo do peptideo (Fig. 4.53), indicando que o
peptideo também altera a bicamada na regido do carbono 12. O aumento da
concentracdo do peptideo ndo alterou a intensidade de emissao de PC-12-NBD,
indicando que n&o ocorre supressado da fluorescéncia do lipidio marcado pelo
residuo paramagnético de TOAC. A extremidade N-terminal do peptideo nédo é

capaz de penetrar na regido das cadeias acila até a altura do carbono 12 (Fig. 4.53).

Analisando a relagdo Fo/F em funcdo da concentragdo do peptideo nos
sistemas em fase gel, nota-se a supressao da emissdo de DPPE-NBD, e o aumento
na fluorescéncia de PC-6-NBD e PC-12-NBD em decorréncia da adicdo do peptideo
(Fig. 4.54). No caso de PC-6-NBD, ainda é possivel notar a supressdo de emissao
pelo TOAC em funcéo da concentragcdo de peptide, indicando que a sonda penetra
na bicamada até a posicdo 6. No entanto, o efeito de supressdo ndo é observado
para PC-12-NBD, indicando que a sonda nao esta localizada na regidao de C12 (Fig.

4.54). O efeito de supressao observado para PC-6-NBD é menor que o observado
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para DPPE-NBD, um indicativo de que o residuo de TOAC estaria a maior parte do
tempo na regido das cabecas polares.

1,84

m  DPPC:DMPA:DPPE-NBD (89:10:1)
e POPC:POPA:DPPE-NBD (89:10:1) -
DPPC:DMPA:PC-6-NBD (89:10:1) =
1,64 v DPPC:DMPA:PC-12-NBD (89:10:1)
| ]
1,4 4 . N °
n [ ]
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Figura 4.54. Razéo Fy/F nos espectros de emissdo de fluorescéncia de DPPE-NBD,
PC-6-NBD e PC-12-NBD em funcao da concentracdo de N-TOAC-Stll11.30. [Lipidio] =
50 uM, pH 7,0.

Como ja relatado na literatura (Raghuraman et al., 2007), devido ao carater
polar do grupo NBD em PC-6-NBD e PC-12-NBD, € possivel que ocorra a dobra da
cadeia carbdnica de modo que o fluoroforo passe a localizar-se no ambiente das
cabecas polares, nao reportando de forma correta o ambiente das cadeias
carbdnicas. Foi relatado também que o dobramento da cadeia carbbnica em
bicamadas em fase fluida ocorre com maior frequéncia em comparacao a bicamadas

em fase gel (Raghuraman et al., 2007).
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Figura 4.55. Espectros de emissao de fluorescéncia de DPPE-NBD em LUV de
POPC:POPA:DPPE-NBD (89:10:1) (esquerda) e DPPC:DMPA:DPPE-NBD (89:10:1)
(centro) obtidos com diferentes comprimentos de onda de excitacdo e normalizados
pela intensidade do maximo de emissdo. Comprimento de onda do maximo de
emissdo em funcédo do comprimento de onda de excitacdo (direita).
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Foram realizadas medidas de REES para estudo da real posicdo dos
marcadores em bicamadas em fase fluida de POPC:POPA:Lip-NBD (89:10:1) e em
fase gel de DPPC:DMPA:Lip-NBD (89:10:1). Incorporado em membranas em fase
gel e em fase fluida, DPPE-NBD apresenta um REES consideravel, como esperado
para uma sonda fluorescente localizada na regido das cabecas polares (Fig. 4.55). O
comprimento de onda de maximo de emissdo aumentou com o0 aumento do

comprimento de onda de excitacao (Fig. 4.55).

Os espectros de emissdo de PC-6-NBD indicam que, quando o fosfolipidio é
incorporado em bicamadas em fase fluida, observa-se o fenbmeno de REES,
evidenciando que a sonda encontra-se na regido da interface, ndo reportando
corretamente sobre o ambiente da posicdo 6 das cadeias acila. Nao se observa
REES em PC-6-NBD incorporado em bicamadas em fase gel. Neste caso, o

marcador encontra-se na regido das cadeias acila, como esperado (Figs. 4.56).
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Figura 4.56. Espectros de emissdo de fluorescéncia de PC-6-NBD em LUV de
POPC:POPA:PC-6-NBD (89:10:1) (esquerda) e DPPC:DMPA:PC-6-NBD (89:10:1)
(centro) obtidos com diferentes comprimentos de onda de excitacdo e normalizados
pela intensidade do maximo de emissdo. Comprimento de onda do maximo de
emissdo em funcéo do comprimento de onda de excitagao (direita).

Relacionando os comprimentos de onda de excitacdo e de méaximo de
emissado, € possivel notar com clareza a diferenca na magnitude do fenbmeno de

REES para os diferentes sistemas com o lipidio PC-6-NBD (Fig. 4.56).

Assim como no caso de PC-6-NBD incorporado em fase fluida, espectros de
PC-12-NBD em POPC:POPA:PC-12-NBD (89:10:1) também apresentam REES
consideréavel, indicando que ocorre a dobra da cadeia acila e a exposicédo da sonda

a regido das cabecas polares (Figs. 4.57).



148

532,0

531,54

. Excitagdo

. Excitagdo
i o 465 nm

o] P
465 nm ™ ——475mm
——475nm N\, 485
485 nm %81 \ pros nm
—— 495 nm \ nm

. 505nm o5 L 505nm

5310 —%— POPC:POPA:PC-12-NBD (89:10:1)

]
—e— DPPC:DMPA:PC-12-NBD (89:10:1)
530,54

530,0 - /

T T T 1
460 470 480 490 500 510

MAX
 de maxima emissdo (nm)

FIF

540 560 58 2 excitagdo (nm)
A (nm) A (nm) e

Figura 4.57. Espectros de emissédo de fluorescéncia de PC-12-NBD em LUV de
POPC:POPA:PC-12-NBD (89:10:1) (esquerda) e DPPC:DMPA:PC-12-NBD (89:10:1)
(centro) obtidos com diferentes comprimentos de onda de excitagdo e normalizados
pela intensidade do maximo de emissdo. Comprimento de onda do maximo de
emissao em fun¢do do comprimento de onda de excitagdo (direita).

O experimento de REES indica também que em bicamadas de
DPPC:DMPA:PC-12-NBD (89:10:1) a sonda esté localizada na regido das cadeias

hidrocarbénicas, como esperado. (Figs. 4.57).

4.4.2.4 Estudos do efeito de N-TOAC-StlI11-30 na organizacéo dos lipidios em
bicamadas através de REES

Resultados obtidos nos experimentos de supressdo de fluorescéncia que
mostram um aumento de emissdo de PC-6-NBD e PC-12-NBD indicam que o
peptideo seria capaz de perturbar o ambiente da membrana alterando as

caracteristicas de emissao do fluoréforo.

Foram realizados experimentos de REES dos lipidios marcados com NBD
incorporados em LUV de DPPC:DMPA:Lip-NBD (89:10:1) na auséncia e presenca
do peptideo para estudo de possiveis alteracées que N-TOAC-Stll;11.30 possa causar

no ambientes das sondas.

Em LUV com DPPE-NBD foi possivel observar REES consideravel na
presenca e auséncia do peptideo contendo TOAC, como esperado. Em todos os
comprimentos de onda de excitacdo, houve um pequeno deslocamento do maximo

de emissao para o azul (Fig. 4.58).
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Figura 4.58. Comprimento de onda do maximo de emissdo de fluorescéncia em
funcdo do comprimento de onda de excitagcdo de DPPE-NDB (A), PC-6-NBD (B) e
PC-12-NBD (C) em LUV de DPPC:DMPA:Lip-NBD (89:10:1) na auséncia e presenca
de N-TOAC-Stll11-30. [Lipidio] = 50 uM, pH 7,0.

O experimento de REES com PC-6-NBD incorporado em LUV em fase gel
para estudo do efeito do peptideo na organizacdo dos lipidios ndo apresentou
resultados que permitissem alguma conclusdo sobre o aumento ou ndo do efeito de
REES. N&o € possivel notar com clareza o deslocamento do maximo de emissao
para o azul (Fig. 4.58).

PC-12-NBD na auséncia do peptideo ndo apresenta REES consideravel,
indicando que a sonda esta localizada na regido das cadeias hidrocarbénicas. O
peptideo altera o ambiente da sonda de modo que esta passe a apresentar REES.
Também nota-se o deslocamento dos comprimentos de onda de maximo de

emissao para o azul (Fig. 4.58).

4.4.2.5 Estudos de fluorescéncia do movimento transmembranar de lipidios
pelo (eventual) poro toroidal

Espectros de fluorescéncia do lipidio DOPE-Pyr sdo sensiveis a concentracao
do préprio lipidio na bicamada. Em altas concentracdes do fluoroforo, o espectro de
fluorescéncia de DOPE-Pyr exibe uma banda de emissdo ao redor de 465 nm
(excimero) enquanto, em baixas concentragfes na bicamada, o espectro de DOPE-

Pyr exibe duas bandas de emissédo em 375 e 395 nm (mondmero).

Vesiculas contendo o lipidio fluorescente DOPE-Pyr incorporado
assimetricamente nas bicamadas foram utilizadas para estudo do movimento
transmembranar de lipidios que poderia ocorrer em decorréncia da formacéao de um

poro toroidal como proposto para as toxinas. O poro toroidal permite que os lipidios
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passem de uma lamela a outra da bicamada por difusao lateral na regido do poro
onde os lipidios encontram-se em curvatura positiva. A redistribuicdo do lipidio
marcado entre os dois folhetos da bicamada em decorréncia da formacdo de um
poro toroidal alteraria a proporcdo entre as formas de monémero e excimero e o

espectro de fluorescéncia de DOPE-Pyr.

Todos os peptideos estudados foram capazes de interagir com as vesiculas e
causar a redistribuicdo de DOPE-Pyr entre os folhetos da bicamada como indicado
pelos graficos de redistribuicdo normalizada em fungéo da concentracdo de peptideo
(Fig. 4.59). Essa observacao consiste em uma forte evidéncia de que 0s poros
formados pelos peptideos séo toroidais e da mesma natureza que 0S poros
formados pelas esticolisinas. A porcentagem de redistribuicdo mostrou-se em todos
0s casos dependente da concentracao dos peptideos.

Os peptideos Stly3; e Stlli3o (Figs. 4.59A e 4.59C) apresentam um maior
efeito de cooperatividade no fenbmeno de redistribuicdo quando comparados com
seus correspondentes mais curtos (Figs. 4.59B e 4.59D). O efeito de
cooperatividade foi quantificado para comparagdo por meio do ajuste de uma
equacdo de Hill aos dados experimentais e andlise do coeficiente de Hill,
confirmando maior cooperatividade no caso dos peptideos longos (Tabela 4.14). A
extensdo maxima total de redistribuicdo observada foi de aproximadamente 85%
para todos os peptideos, exceto N-TOAC-Stll;1.30. O peptideo com TOAC também
apresentou um coeficiente de cooperatividade maior em comparacdo ao peptideo
Stll11-30.
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Figura 4.59. Redistribuicdo do lipidio DOPE-Pyr entre os folhetos da bicamada
normalizada em funcdo da concentracdo de peptideo. Em vermelho: ajuste da curva

da equacao de Hill aos pontos experimentais.

Tabela 4.14 — Parametros de cooperatividade (n) e maximo de redistribuicdo do
ajuste da equacao de Hill aos pontos experimentais de redistribuicdo de DOPE-Pyr.

n Maximo R®
Stli.31 25 0,86 0,998
Stlio.31 0,9 0,85 0,995
Stll30 2,8 0,86 0,990
Stlly1-30 0,8 0,88 0,955
N-TOAC- Stlly1.39 1,5 0,67 0,996
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4.5 Ensaios de atividade dos peptideos

4.5.1 Ensaio de permeabilizagdo de membranas modelo

A atividade permeabilizante dos peptideos foi estudada pelo ensaio de
vazamento de CF encapsulada em vesiculas unilamelares grandes de composicéo
lipidica variada. Com esses ensaios foi possivel verificar a capacidade dos
peptideos de formarem poros nas vesiculas, e o efeito a presenca de POPA e de
SM na atividade dos peptideos. A extensdo total de permeabilizacdo apos 50
minutos de exposicao foi plotada em funcdo da concentracdo dos peptideos para

comparacao entre os diferentes peptideos e composicoes lipidicas (Fig 4.60).
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Figura 4.60. Liberacdo de CF apos 50 minutos em funcdo da concentracdo de
peptideo e ajuste da curva da equacao de Hill aos pontos experimentais.
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Todos os peptideos estudados foram capazes de mimetizar as toxinas do
ponto de vista funcional, formando poros nas membranas e permitindo o vazamento
da CF encapsulada (Fig. 4.60). Stl;.3; apresentou menor atividade em relacdo ao
peptideo de 30 residuos de Stll em todos os sistemas estudados (Figs. 4.60A, 4.60C
e Tabela 4.15). Os resultados corroboram os estudos de ligagao realizados por CD
que mostram maior afinidade do peptideo de Stll pelas bicamadas. As diferencas de
carga liquida e de hidrofobicidade entre os segmentos 1-10 das toxinas sdo as
responsaveis pelas diferencas de ligacdo e atividade observadas por diferentes
técnicas. A inclusdo de SM ou de POPA na composicdo das vesiculas aumentou a
atividade medida para os peptideos longos de Stl e Stll. Diferente do observado nos
estudos de ligacdo por CD nos quais a presenca de SM néo alterou a ligacdo dos
peptideos as bicamadas, a atividade dos peptideos de 31 e 30 residuos mostrou-se
sensivel a presenca de tal lipidio.

Também foram observadas diferencas de atividade entre Stliz31 € Stllii-30
(Tabela 4.14), evidenciando que as diferencas de ligacdo e atividade entre 0s
peptideos longos devem-se ndo somente as diferencas na regido 1-10 mas também

a posicao do residuo de acido glutdmico nas posi¢cdes 16 em Stl e 22 em Stll.

Tabela 4.15 — Concentracdo de peptideo (ECsg, M) necessaria para causar
liberagdo de 50% da CF encapsulada em 20 pM de lipidio e coeficiente de
cooperatividade de Hill (n) obtido pelos ajustes aos dados experimentais.

POPC POPC:SM POPC:POPA | POPC:POPA:SM
(100) (90:10) (90:10) (80:10:10)
ECs n ECs n ECsgo n ECs n
Stli.31 95 2,3 48 2,1 35 2,1 24 1,9
Stlio.31 No Fit No Fit 42 2,5 24 1,7
Stlli-30 20 15 12 1,9 2,9 5 2,6 5
Stll11-30 75 3,8 69 3,5 18 3,9 14 3,2
N-TOAC-Stll11-30 59 3,3 57 3,1 14 4,5 9,7 3,0

A comparagdo entre os peptideos de 31 e 20 residuos de Stl mostra a
importancia do segmento 1-11 da toxina na interacdo com vesiculas de POPC e
POPC:SM (90:10). Apesar da presenca de cargas negativas nas posicdes 2 e 9 de

Stl conferir uma baixa constante de ligacdo a Stl;.3; em presenca de vesiculas
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contendo POPA, tal segmento mostrou-se importante para interagdo e acado sobre
vesiculas formada apenas por lipidios zwitteridnicos. Stli,.3; ndo apresenta atividade

permeabilizante sobre vesiculas compostas somente por POPC e SM.

Stll;.30 apresenta maior atividade em relacao a Stll;;.30 em todas as condicfes
estudadas evidenciando novamente a importancia do segmento 1-10 (Tabela 4.15).
Em Stll, essa sequéncia apresenta carater altamente hidrofébico que contribuiria
especialmente para a interagdo com lipidios zwitteribnicos como POPC e SM. Além
disso, como visto por SAXS, Stll;3 apresentaria maior capacidade de induzir
curvatura positiva nos lipidios para formacdo o poro toroidal e tal propriedade
também contribuiria no sentido de aumentar a atividade do peptideo em relacdo a
Stll;1.30. Em sistemas de LUV contendo POPA, a atividade dos peptideos de Stll foi
aumentada de quatro a seis vezes em relacdo aos sistemas de LUV sem o lipidio

negativo, corroborando os estudos de ligac&o por CD (Tabela 4.15).

Assim como verificado por outras técnicas, o comportamento funcional do
peptideo N-TOAC-Stll11.30 frente a vesiculas de composicdo lipidica variada foi

semelhante ao do peptideo Stll;;.30 (Tabela 4.15).

Ensaios de atividade permeabilizante do peptideo Stlyp3; € seus mutantes
E24A, E24Q e E24K, bem como do peptideo Stll;.1p indicam que tais fragmentos
mesmo em alta concentracdo ndo sao capazes de perturbar as vesiculas a ponto de

causar vazamento da CF.

4.5.2 Ensaios de atividade antibacteriana
4.5.2.1 Ensaio de determinagéo de concentracao inibitoria minima (MIC)

Ensaios de determinacdo de MIC dos peptideos foram realizados com quatro
espécies diferentes de bactérias, duas gram-negativas, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, e duas gram-positivas, Staphylococcus aureus, e
Enterococcus faecalis. A verificacdo do desenvolvimento bacteriano foi feita
visualmente apos 18 horas de incubacéo e os resultados indicam que, na faixa de
concentracdo estudada, nenhum dos peptideos foi capaz de abolir completamente a

proliferacdo das bactérias (Fig. 4.61).
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Figura 4.61. Fotos das placas de ensaio de MIC dos peptideos de Sts | e Stll contra:
(A) Pseudomonas aeruginosa, (B) Staphylococcus aureus, (C) Escherichia coli e (D)
Enterococcus faecalis. Layout da placa com os resultados obtidos no ensaio de MIC
com as quatro espécies estudadas (E).

4.5.2.2 Ensaio inibicdo de proliferacéo bacteriana

Apesar da ndo possibilidade de determinacdo da MIC dos peptideos, a

atividade e influéncia destes sobre o crescimento das bactérias E. coli e S. aureus
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foram analisadas por meio de curvas de crescimento na presenca dos peptideos
(Figs. 4.62 e 4.63).
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Figura 4.62. Curvas de crescimento da bactéria E. coli na auséncia e presenca de
50 uM dos peptideos derivados do N-terminal de esticolisinas.

Todos os peptideos utilizados nesse estudo foram capazes de diminuir a taxa
de proliferacdo da bactéria E.coli. A atividade dos peptideos mais longos (gréafico a
esquerda) é ligeiramente maior em comparacdo com o0s peptideos curtos (Fig 4.62).
Apesar da pouca diferenca observada, Stl;.3; e Stll;3p parecem inibir a proliferacéo

com maior eficiéncia do que seus analogos de 20 residuos.
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Figura 4.63. Curvas de crescimento da bactéria S. aureus na auséncia e presenca
de 50 uM dos peptideos derivados do N-terminal de esticolisinas.

Contra S. aureus, a diferenca de atividade entre os peptideos longos e curtos
€ ainda mais acentuada. Stli.3; e Stll;.3, principalmente nas trés primeiras horas de
ensaio inibem a proliferacdo bacteriana de forma mais eficiente que os peptideos de

20 residuos. Os peptideos curtos sintetizados para “screening” de moléculas ativas
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também foram capazes de timinuir a taxa de crescimento bacteriano, entretanto em

menos extensdo que 0s outros peptideos com maior nimero de residuos.

4.5.3 Ensaio de atividade contra células humanas

4.5.3.1 Atividade hemolitica
A atividade hemolitica dos peptideos derivados do N-terminal das esticolisinas

foi medida para comparacdo entre os diferentes fragmentos e entendimento do
papel de cada regido do N-terminal nesse tipo de atividade, e andlise de toxicidade

dos fragmentos curtos de Stl alvos do estudo de “screening” de sequéncias ativas.
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Figura 4.64. Foto das placas do ensaio de hemodlise dos peptideos de Sts | e Il.
Placa de ensaio contendo os peptideos e hemacias (esquerda) e placa de medida
com a diluicdo do sobrenadante da placa anterior (direita). Porcentagem de hemolise
dos peptideos de Sts | e Il em diferentes concentragées (inferior).

Apenas Stlli3p apresentou atividade hemolitica consideravel na faixa de

concentracdo estudada. E possivel notar, tanto na placa de ensaio quanto na placa
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de medida, uma coloragdo vermelha dispersa referente a presenca de hemoglobina
em solucdo somente nos po¢os com o peptideo longo de Stll e no controle positivo
(Fig 4.64). Nos demais pocos da placa de ensaio nota-se apenas uma coloracao

vermelha concentrada referente as células nao lisadas (Fig 4.64).

A auséncia de atividade dos segmentos 1-10 e 11-30 de Stll separados indica
a importancia de acao conjunta de ambas as porc¢des para que Stll;.3p Seja capaz de
ligar-se e exercer atividade sobre as hemacias. Juntamente com os resultados dos
ensaios de atividade permeabilizante de vesiculas lipidicas, os resultados de
hemolise indicam que o segmento 1-10 estaria mais relacionado com a ligacdo de
Stll;.30 @ membranas zwitteribnicas e a porcdo 11-30 com a formacdo do poro
estruturado em parte pelas hélices de carater anfipatico. A membrana externa dos
eritrécitos, composta somente por lipidios zwitteridnicos (Virtanen et al., 1998) é alvo
somente de Stll;.30, que mantem a habilidade de ligacdo e formacdo de poros em

membranas com carga liquida superficial igual a zero.

As substituices nas posicdes 2 e 9 de Stl e o residuo extra de serina na
posi¢cdo 1, que diminuem o carater hidrofébico em relacdo a outra isoforma, sédo
determinantes para abolir a atividade hemolitica de Stl;-3;. A partir das observacdes
com Stll;.30 € 0s outros peptideos de Stll, além dos estudos de ligacao e atividade
de Stl1.3; em vesiculas lipidicas, acredita-se que a auséncia de atividade do peptideo

longo de Stl deva-se a sua incapacidade de se ligar as membranas das hemacias.

Em toda a faixa de concentracédo estudada os peptideos curtos utilizados nos
estudos de “screening” ndo apresentam atividade hemolitica consideravel. A
auséncia de atividade hemolitica dos fragmentos curtos de Stl podem contribuir no
sentido de se obter moléculas com bom potencial terapéutico contra infec¢des. Os
peptideos curtos capazes de diminuir a taxa de proliferacdo bacteriana e que exibem
baixa toxicidade poderiam eventualmente ser utilizados ou servirem de ponto de
partida para o desenvolvimento de moléculas com as sequéncias derivadas de

esticolisinas a fim de serem usadas no combate a infecgdes.
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4.5.3.2 Toxicidade contra células humanas HelLa

Dois ensaios enfocando aspectos distintos do efeito toxico dos peptideos
sobre células HelLa foram realizados. O ensaio de viabilidade celular, que mede a
atividade metabolica das células, foi utilizado para medir a capacidade dos
peptideos de matar as células, e o ensaio de vazamento de LDH foi realizado para
investigar possiveis perturbacdes na membrana celular causada pelos peptideos.
Apesar do tamanho da enzima LDH ser maior do que o raio hidrodindmico do poro
formado pelas esticolisinas e pelos peptideos, o ensaio de LDH pretende avaliar a
possivel saida da enzima em funcéo do desbalanco de ions dentro e fora da célula
em funcédo da formacao do poro que poderia ao final romper a membrana permitindo

0 vazamento de LDH.
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Figura 4.65. Porcentagem de células Hela viaveis na presenca de 128 uM de
peptideo em relagcdo ao controle feito sem peptideo (esquerda). Efeito de
concentragdo de Stl;.3; na viabilidade de células HelLa (diretia).

Apenas Stly3; foi capaz de diminuir a viabilidade celular de maneira
significativa na concentragdo de 128 uM (Fig 4.65), diferentemente da tendéncia
observada até entdo nos ensaios de ligacdo e atividade que mostrava o peptideo
longo de Stll como sendo o mais ativo. Stll;.30 € 0s peptideos de 20 residuos Stliz-31
e Stllj;30 apresentaram baixa toxicidade. A atividade de Stli3; mostrou-se

dependente da concentracdo do peptideo (Fig 4.65).

Assim como observado nos ensaio de hemdlise, os peptideos curtos
derivados da sequéncia 20-31 de Stl apresentam baixa toxicidade contra células
humanas Hela (Fig 4.65). Stly.31 € 0 mutante E24A apresentaram valores de

viabilidade menores que o do controle, entretanto as diferengas ndo s&o
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estatisticamente significativas. A baixa toxicidade contra esse modelo de célula
reforca possiveis aplicacdes de moléculas derivadas dessa sequéncia no controle de

bactérias presentes numa infecgéo.

Embora em baixa extensdo, os ensaios de vazamento de LDH mostraram os
peptideos longos de ambas, Stl e Stll, como capazes de causar a maior
porcentagem de dano na membrana das células (Fig. 4.66). Stlio.3; € Stlo.3:E24Q

também apresentam um extensdo de dano significativa.

100
80 +
60
40

20

Vazamento de LDH (%)

© N S o o o S + o
el > A (3}
N
)
o
&

S 5 N
& o 9
& & & S

N
I
S s & &

Figura 4.66. Porcentagem vazamento de LDH de células HeLa na presenca de 128
MM de peptideo em relacéao ao controle feito sem peptideo.

Novamente, os peptideos de 31 e 30 residuos apresentam maior atividade
sobre a membrana, evidenciando a importancia do segmento 1-10 na atividade de
ambos o0s peptideos de Stl e Stll. Essas regides estariam relacionadas
principalmente a etapa de ligacdo dos peptideos nas membranas para posterior
formacao do poro.
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5. Discussao:

5.1 Estudos dos peptideos de esticolisinas e solugcdo e em presenca de

membranas modelo

Os estudos realizados enfocam diversos aspectos da acdo dos peptideos
como: ligacdo a membrana, dependéncia da composicdo lipidica, estrutura
secundéria, perturbacdo da membrana, habilidade formadora de poros e atividade
biolégica. A combinacédo de diversas técnicas espectroscopicas como CD, EPR e
fluorescéncia, além de estudos in silico e de atividade foram capazes de mostrar as
principais diferencas entre o N-terminal das duas isoformas e de como essas
diferencas influenciam na atividade das toxinas. Utilizando peptideos das
sequéncias 1-31 (ou 30) e analogos mais curtos de 20 residuos, sem 0s primeiros
residuos do N-terminal, a importancia dessas regides e da diferenca nela entre as

isoformas pode ser explorada.

A escolha de micelas como modelos de membrana esta relacionada ao fato
destas apresentarem os mondmeros dispostos em curvatura positiva, assim como 0s
lipidios na regido do poro toroidal. Nosso laboratério tem proposto em trabalhos
recentes que, dessa forma, em termos de curvaturas e outras propriedades
relacionadas a disposicdo espacial dos monémeros nos agregados, a interacdo dos
peptideos com as micelas mimetizaria a condicdo encontrada quando da formacgéo
do canal. Para comparacao, foram escolhidas cabecas polares correspondentes

para os estudos com bicamadas e micelas.

5.1.1 Estudos in silico

Os resultados de predicdo e modelagem de estrutura mostraram que a regiao
N-terminal de ambas as toxinas apresentam alta propensdo de aquisicdo de
conformacdo helicoidal na regido entre os residuos 14-25, de acordo com as
estruturas de Stl e Stll resolvidas em alta resolucéao (Castrillo et al., 2010, Mancheiio
et al., 2003). No caso de Stl;.3;, a regido 1-8 apresentou uma certa tendéncia de
estruturagdo em a-hélice enquanto o segmento 9-12 estaria essencialmente
desordenado nas predicoes e modelos obtidos por PEPFOLD. O motivo com duas

hélices ligadas por um segmento flexivel foi observado experimentalmente em
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estudos NMR do peptideo Stl;.3; em micelas de DPC (Castrilo et al., 2010). Para o
segmento 1-10 de Stll;.3p foi predito por Psipred que esse segmento conteria oS
residuos 6-8 em fita-B. A presenca de fita-B foi observada nos estudos de CD do
peptideo em solugcdo e estaria relacionada a agregacao dessa regido de carater
hidrofébico. PEPFOLD indicou que os residuos 1-7 de Stll;.3p possuem certa
tendéncia de estruturacdao em a-hélice, de forma que € possivel especular que o

motivo estrutural adotado pelo peptideo seja semelhante ao de Stl;.3.

Os modelos em alta resolucdo obtidos por PEPFOLD evidenciaram a
presenca da a-hélice de carater anfipatico majoritariamente concentrada na regiao
14-25 dos quatro peptideos estudados. O posicionamento das cadeias laterais
hidrofébicas em uma das faces da hélice e das cadeias laterais hidrofilicas na outra
face confere a estrutura um alto momento hidrofébico, caracteristica de alta
relevancia para peptideos capazes de interagir com a membrana e determinante na
forma da interacdo (Eisenberg et al., 1982; Eisenberg et al., 1984). As simula¢cdes
envolvendo a minimizacdo da energia das moléculas em solugéo realizadas para a
geracdo dos modelos sugere a interacdo entre as cadeias laterais com carga
positiva e negativa em voltas sucessivas da face hidrofilica da hélice como, por
exemplo, os pares Glu24-Lys20 em Stly.3;, Glu22-Ly26 em Stl;.30 e Stllj;.30. A
energia envolvida em tais interacdes € importante na estabilizacdo da estrutura
helicoidal e, na passagem dos peptideos da agua para o ambiente da membrana,

favorecendo energeticamente a interagao.

As regides 8-12 dos modelos de StI1-31 e Stll1-30 apresentam estrutura
flexivel, de acordo com as estruturas preditas e com o obtido por NMR para Stl;.3;
(Castrillo et al., 2010). A flexibilidade de tal regido e o fato de ela determinar o
angulo formado entre os segmentos em hélice possivelmente esta relacionada a
induc&o de curvatura positiva nos lipidios e formacéo do poro toroidal. Desse modo,
a variagdo do angulo entre as hélices que ocorreria entre a forma na superficie da
membrana e a forma no poro manteria 0 peptideo sempre proximo da regido de
interface da membrana, e com a face hidrofébica voltada para o lado céncavo da

curvatura.

Estudos in silico enfocando a interagdo com membranas apresentaram

resultados que corroboram uma série de estudos realizados com as toxinas e 0s
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peptideos apresentados nesse trabalho. MEMSAT-SVM indicou a regido entre os
residuos 7-24 das toxinas como a regido de interacdo com a membrana e a hélice
formada pelos peptideos como uma hélice envolvida na formacdo de um poro/canal.
Como visto nos modelos obtidos, essa regido compreende essencialmente a hélice
anfipética, a qual, devido ao alto valor de seu momento hidrofébico, é predita como

presente na regiao de interface da membrana.

5.1.2 Estudos em solucéao

Estudos da estrutura dos peptideos em solucao realizados empregando CD
mostraram que todos apresentam um conteudo helicoidal médio de 5 residuos
(Tabela 4.3). Relacionando os resultados de CD com os estudos de predicdo e
modelagem temos que tal hélice estaria compreendida na regido 14-25 das
sequéncias. As por¢cdes em direcao as extremidades dos peptideos, exceto no caso
de Stll; 30, estariam entdo, pelo calculo do contetdo estrutural, com conformacéo
essencialmente ao acaso. Também com excecdo de Stll;.39, 0 contetdo estrutural
dos peptideos em solucdo ndo apresentou variacdes significativas com a mudanca
do pH.

Stll;.30 apresentou em pH 7,0 um maior contetudo de residuos em estrutura do
tipo B. Anteriormente, estudos de CD em funcdo da concentracdo do peptideo
relacionaram o aparecimento de tal estrutura a agregacao do peptideo em solugéo
(Casallanovo et al., 2006). Pelas predicdes, a regido hidrofébica 1-10 do peptideo
concentraria maior parte de fita-B, sugerindo que essa seria a regido sujeita a
alteracdo conformacional observada em decorréncia da agregacdo do peptideo. O
balanco de cargas na molécula também é capaz de alterar o estado de agregacao
de Stll;.30. O maior conteudo de estrutura B em pH 7,0 (carga liquida +2) indica
maior agregacdo nesse pH em relacdo ao pH 3,0 (carga liquida +4,7),
provavelmente relacionada com a maior repulséo eletrostaticas entre as moléculas

em pH 3,0 que, portanto, apresentam menor tendéncia de agregacao.

O peptideo N-TOAC-Stll11.30 tomba rapidamente em solucdo originando
espectros de EPR com linhas estreitas. A analise do desdobramento hiperfino e da

relacdo de alturas hg/h.; em fungdo do pH permitiu medir o pK,; do grupamento
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amino-terminal do peptideo bem como relacionar mudancas no estado de ionizagéo
da molécula com altera¢cdes no tombamento da molécula em solugédo. O estudo de
tais propriedades em solucdo permitiram o melhor entendimento da variacdo na

mobilidade da sonda em membranas em funcéo do pH..

5.1.3 Estudos na presenca de micelas
Ligacao

Todos os peptideos foram capazes de interagir com micelas de diferentes
composicdes em diferentes pHs. A ligacdo em micelas péde ser confirmada tanto
por CD (Fig. 4.14), onde deflagrou um aumento da estrutura helicoidal dos
peptideos, quanto por EPR para o anélogo contendo TOAC (Figs. 4.25 a 4.28). No
caso do EPR, a interacao peptideo-micela foi evidenciada pelo alargamento das
linhas nos espectros de EPR, refletindo uma diminuicdo na velocidade de
tombamento do peptideo, e pela diminuicdo nos valores de desdobramento hiperfino
(Tabela 4.8), que refletem a passagem da sonda para um ambiente de menor
polaridade.

A afinidade dos peptideos pelas micelas foi quantificada por CD e EPR e
permitiu a analise de diversos fatores relacionados a intera¢édo. Vale notar que tanto
para micelas como para bicamadas, os valores de constante de ligacdo calculados
pelas duas técnicas se mostraram satisfatoriamente concordantes em termos de

numeros absolutos e de tendéncias relativas.

A comparacao dos valores de K, para os diferentes peptideos evidenciou
menor afinidade dos peptideos de Stl pelas micelas em comparagcdo com o0s
oriundos de Stll e ainda que a diferenca de interacao entre Stly.3; e Stll;.30 deve-se
ndo somente as substituicdes nas posi¢cdes 2 e 9. Estudos com os peptideo Stli.3; €
Stll11.30 mostraram que as diferencas entre as sequéncias das toxinas na regiao 11-
30 também influenciam a ligagdo em micelas e de modo que a ligagdo da sequéncia
em Stll é mais favorecida. A maior afinidade dos segmentos de Stll pelas micelas
pode ser relacionada ao fato de a toxina Stll apresentar maior atividade que sua
isoforma (de los Rios et al., 1999; Lanio et al., 2001; Huerta et al., 2001).
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Contribuicéo de interacfes hidrofébicas

Tanto por EPR quanto por CD foi observada a ligacdo dos peptideos em
micelas de LPC e LPC:LSM (90:10), formadas somente por lisofosfolipidios
zwitteridnicos. A ligacdo dos fragmentos peptidicos nesses agregados indica a
contribuicdo de interacfes hidrofobicas entre a face apolar da hélice formada pelos

peptideos e as cadeias carbénicas de LPC e LSM para a interagéo.

A maior afinidade de Stll;3p pelas micelas zwitteribnicas ressalta a
importancia de interacBes hidrofébicas para a ligacdo. A ligagdo do peptideo
contendo o segmento 1-10, essencialmente hidrofébico, é entropicamente favorecida
(efeito hidrofdbico) na interacdo com as cadeias acila dos lisofosfolipidios formando

a micela.
Estrutura e alteragcfes conformacionais

A ligacdo dos peptideos em micelas estudada por CD permitiu a analise das
alteracdes conformacionais decorrentes da interacdo. Todos o0s peptideos
interagiram com 0s agregados, passando de conformacdo randémica em solugéao
para conformacdo em a-hélice (Tabela. 4.6). A comparacdo de Stll;3.30 com o
peptideo com TOAC mostrou que este é capaz de mimetizar satisfatoriamente o

peptideo com a sequéncia nativa na intera¢do do ponto de vista conformacional.

Na estrutura cristalina da Stll foi verificada a presenca de uma a-hélice
anfipatica compreendendo os residuos 14-23 (Manchefo et al., 2003). Os peptideos
agui estudados contém essa sequéncia. Os resultados mostram que a propenséo a
adquirir a estrutura a-helicoidal € mantida mesmo na auséncia do restante da
proteina. De fato, o numero de residuos em conformagé&o helicoidal da forma ligada
dos peptideos parece ser um pouco maior do que o observado para a estrutura
cristalina (Tabela 4.6). A formacdo de uma hélice mais extensa na presenca da
membrana poderia estar relacionada a ligacdo ao agregado lipidico e a formacéo do
poro toroidal pela regido N-terminal da proteina proposta como mecanismo de agao

da toxina (Tejuca et al., 1996).

A analise dos valores de conteudo estrutural em micelas em conjunto com 0s
estudos in silico permite a especular sobre quais regides do N-terminal das toxinas

estdo sujeitas as alteracfes estruturais em decorréncia da ligacdo em micelas. Com
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em meédia 5 residuos em hélice quando em solugéo, os peptideos de 20 residuos
passaram para aproximadamente 16 residuos em hélice na micela sendo que tal
ganho estrutural estaria localizado nas regifes proximas ao C-terminal (residuos 25-
29) e N-terminal (residuos 12-15) das sequéncias. Os peptideos de 30 e 31 residuos
apresentam aproximadamente 24 residuos em hélice e o ganho estrutural em
relacdo a forma em solucao estaria concentrado nas regides 1-8 e 25-29, segundo

os resultados de propensédo de aquisicdo de estrutural secundaria.

A forma do espectro de CD e o conteudo de estrutura secundéaria das formas
ligadas dos peptideos variam muito pouco entre as varias composicoes lipidicas
estudadas e em funcédo do pH. Essa baixa variacdo indica que nessa condicdo, a
estrutura do peptideo depende essencialmente de propriedades basicas das
micelas, comuns a todas as composi¢cdes estudadas, e independe do estado de

ionizacao das cadeias laterais dos peptideos.
Contribuicao de interacdes eletrostaticas

Na maioria dos casos, a inclusdo de 10 mol% de LPA na composi¢cdo das
micelas deflagrou um aumento na afinidade dos peptideos pelas micelas (Tabela
4.4). Esse aumento é um indicativo da contribuicdo de forcas eletrostaticas atrativas
entre as moléculas de LPA e as cargas positivas dos peptideos. Outra evidéncia de
como a presenca de forcas eletrostaticas influenciam a ligacdo é o fato de Stly.a,
gue possui carga liquida 0 em pH 7,0 apresentar a menor variacdo de afinidade em

razdo da inclusdo de LPA nas micelas.

Quanto a micelas de LPC, apesar da estrutura final dos peptideos nesses
agregados nao variar em funcdo do pH, a afinidade pelas micelas se mostrou
diferente em pHs 3,0, 7,0 e 11,0 (Tabela 4.5). Em pHs 7,0 e 11,0, as moléculas de
LPC possuem uma carga positiva no atomo de nitrogénio da colina e um grupo
fosfato com carga negativa. A variacdo da afinidade em funcdo do estado de
ionizacao dos peptideos evidencia que a interacdo das cargas dos peptideos com as
cargas de LPC muda de acordo com o pH e a importancia de forcas eletrostaticas
para a ligacdo. A menor ligacdo em pH 3,0 também evidencia como as cargas no
peptideo e nos lipidios influenciam a o grau de interacgéo.
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Os valores de constante de ligacdo calculados a partir dos espectros de EPR
(Tabela 4.7) mostram maior extensao da ligagdo de N-TOAC-Stll;;.30 em micelas
contendo LPA do que em micelas compostas apenas por lisofosfolipidios
zwitteridnicos, bem como a variacdo na afinidade do peptideo pelas micelas em
funcdo do pH. Esse comportamento evidencia a contribuicdo de forcas de caréater

eletrostatico na interagcdo com micelas contendo carga liquida negativa na superficie.
Alteracdes na forma e tamanho de micelas de LPC

A interacdo dos peptideos Stl;.31, Stlio31 € Stlli;.30 com micelas de LPC,
confirmada por CD e EPR em diferentes pHs (Secbes 4.4.1.1 e 4.4.1.2), foi estudada
por SAXS (Fig. 4.35). As medidas de SAXS de micelas de LPC na auséncia e
presenca do peptideo indicam que os peptideos foram capazes de alterar a forma e
outras propriedades dos agregados, como visto anteriormente para Stll;.3p (Paulino,
2010).

Os peptideos foram capazes de diminuir o raio parafinico e aumentar a
esfericidade das micelas de LPC, indicando que tal habilidade depende
essencialmente da regido 11-30 das sequéncias que, quando ligadas, possuem
estrutura em a-hélice. As alteragdes no formato e tamanho das micelas, de acordo
com a variacdo observada no nimero de agregacdo, ocorrem em decorréncia da
reorganizacao e redistribuicdo dos mondémeros de LPC entre as micelas. O fato de o
tamanho e o numero de agregacdao variar da mesma forma para os peptideos de 20
e 31 (ou 30) residuos de cada toxina reforca a ideia de que os efeitos observados

estdo essencialmente relacionados aos segmentos 11-30 dos peptideos.

A partir dos dados obtidos pelos ajustes das curvas de SAXS, referentes as
caracteristicas das micelas de LPC na auséncia e presenca de Stll;.30, foram criadas
representacdes tridimensionais da micelas nessas condi¢cdes. Na representacdo é
possivel observar as variacbes de tamanho, anisometria e espessura da cabeca
polar em decorréncia da interacdo com o peptideo, que teria a hélice anfipatica
posicionada na interface entre a regido parafinica e as cabecas polares.
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Figura 5.1. Representacdo da micela de LPC na auséncia (esquerda) e presenca de
Stl;.30 (direita) elaboradas a partir dos parametros obtidos pelos ajustes das curvas
de SAXS.

A alteragdo no tamanho e forma das micelas de LPC estaria relacionada com
a capacidade do segmento N-terminal da toxina de induzir curvatura positiva dos
lipidios em bicamadas, constituindo uma etapa importante no mecanismo de
formacéo do poro toroidal. Por comparacdes entre resultados obtidos por SAXS para
os diferentes peptideos, € possivel concluir que pelo menos parte da habilidade do
segmento N-terminal das toxinas de induzir curvatura positiva nos lipidios para a
formacéo do poro reside na especificidade da sequéncia. Os resultados corroboram
os estudos do movimento transmembranar de lipidios pelo poro toroidal (Secéo
4.4.2.5), que indicam que os peptideos seriam capazes de formar poros com tal

arquitetura.
Dinamica da sonda de N-TOAC-Stll 130 ligado em micelas

Pelos espectros de EPR do peptideo contendo TOAC na presenca de alta
concentragéo de lisofosfolipidios € possivel notar linhas mais alargadas, indicando a
populacao fortemente imobilizada em pH 3,0 (Figs. 4.25, 4.26, 4.27 e 4.28). Em pHs
7,0 e 11,0 as linhas referentes a populagéo imobilizada sdo mais estreitas, refletindo
maior mobilidade nessas condi¢des. Espectros de CD de N-TOAC indicam que, de
forma geral, a estrutura da forma ligada do peptideo ndo varia em funcdo do pH; &
provavel entdo que a maior imobilizagéo do residuo de TOAC em pH 3,0 ocorra pela
interacdo eletrostatica entre a extremidade N-terminal com carga positiva nessa
condicéo (e neutra em pHs 7,0 e 11,0) e o grupo fosfato com carga negativa nas
micelas. Essa interacdo, ndo perturbaria de forma acentuada a estrutura da forma
ligada, mas seria capaz de ancorar o residuo de TOAC de modo a restringir sua

mobilidade.
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A maior variacdo de desdobramento hiperfino para a passagem da solugao
para a membrana em pH 3,0 (Tabela 4.8), assim como a maior restricdo de
mobilidade, indicam que nessa condicAo a sonda estaria localizada mais

profundamente na micela.

Os estudos de variacdo de pH na presenca de uma concentracdo alta de
micelas indicam que a mudanca entre as populacdes ligadas com maior e menor
mobilidade ocorre entre pHs 4,0 e 6,0. Para confirmar se a mudanca refere-se de
fato & mudanca no estado de ionizacdo do N-terminal de TOAC, foram simulados
espectros de EPR usando como base os espectros obtidos em 30 mM de LPC em
pHs 3,0 e 11,0 (Fig. 4.25), onde deveriam estar presentes apenas a forma protonada
ou a forma desprotonada de TOAC, respectivamente. Em seguida 0s espectros
foram combinados considerando a proporgéo entre as populacdes de acordo com a
equacao de Henderson-Hasselbach, e assumindo o pK da transicdo como igual a 5.
Os espectros simulados foram sobrepostos aos obtidos experimentalmente (Fig.
4.30) e mostraram muito boa concordancia, confirmando a dependéncia da
protonac@o de TOAC na mobilidade do peptideo (Fig 5.2).

Figura 5.2. Espectros de EPR de N-TOAC-Stll;;.30 simulados em pH 4,0 (-), 5,0 (-)
e 6,0 (-) pela soma dos espectros experimentais em pHs 3,0 e 7,0, assumindo-se
populacdes da forma protonada e desprotonada dadas pela equacao de Henderson-
Hasselbalch e um valor de pK de 5,0. Na figura, os espectros simulados estao
sobrepostos aos espectros experimentais (em preto).

Valores de <H> e <upH> calculados para N-TOAC-Stll;1.30 indicam maior
tendéncia de insercdo das regides entre 14-24 e 13-29 da hélice em pH 3,0 em
relacdo ao pH 7,0 (<kH>=0,522 e <pH> = 0,727 para hélice entre 14-24 em pH 7,0
e <H> = 0,522 e <pyH> = 0,727 em pH 3,0) (Eisenberg et al., 1982, Eisenberg et al.,
1984, Keller, 2011). Considerando o peptideo como quase que completamente

helicoidal, de modo que a mobilidade de TOAC é influenciada pela mobilidade do
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restante da hélice, a maior insercdo em pH 3,0 corrobora maior imobilizacdo de
TOAC nos espectros nessa condigéo.

5.1.4 Estudos na presenca de vesiculas
Ligacdo dos peptideos

Assim como observado para micelas, a interacdo dos peptideos com
bicamadas p6de ser verificada por CD (Figs. 4.36 a 4.40), onde a ligagéo deflagrou
mudancas conformacionais nos peptideos, e por EPR (Figs. 4.45 e 4.46), onde 0s
espectros do peptideo contendo TOAC ligado em LUV apresentam linhas alargadas
e menor valor de desdobramento hiperfino quando comparados com 0s espectros do

peptideo em solucéo (Tabela 4.13).

Também foi possivel confirmar a interacdo dos peptideos com bicamadas
pelos ensaios de atividade, de supressao da fluorescéncia de lipidios marcados com
NBD pelo residuo de TOAC, e de estudo do movimento transmembranar do lipidio
DOPE-Pyr. Nesses ensaios, foram deflagrados processos que puderam ser

monitorados de modo a confirmar a interacao dos peptideos com as bicamadas.

Dependéncia de interacBes eletrostaticas (efeito da presenca de carga
superficial nos lipidios e do pH)

Diferentemente do observado para micelas, a interacdo dos peptideos de
esticolisinas com bicamadas se mostrou essencialmente guiada por forcas
eletrostaticas. Por EPR (Figs. 4.43 a 4.46) e por CD (Figs. 4.36 a 4.40) verificou-se,
de forma geral, a ligacdo dos peptideos somente em bicamadas contendo 10 mol%
de POPA ou DMPA, lipidios que podem apresentar uma ou duas cargas negativas
dependendo do pH (Kooijman et al., 2005). A dependéncia da presenca de POPA na

interacdo também foi observada nos ensaios de atividade.

Estudos da estrutura dos peptideos em presenca de LUV por CD e as curvas
de ligagao relacionando a variagao de [0] em 222 nm com a concentragéo de lipidios
indicam a necessidade de forcas eletrostaticas para a interacdo. Em pH 7,0,
observou-se por CD que, na presenca de vesiculas de POPC e POPC:SM (90:10),

que possuem carga liquida superficial igual a zero, os peptideos permanecem em
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solugdo com estrutura ao acaso. Frente a LUV contendo 10 mol% de PA, os
peptideos sdo capazes de se ligar de modo a ter sua estrutura alterada. As
constantes de ligacao calculadas pelas curvas de ligacédo indicam que a afinidade do
peptideo Stl1-3;, com carga liquida igual a zero, € uma ordem de grandeza menor em
relacdo aos demais peptideos que possuem carga liquida +2 (Tabela 4.10) e
ressaltam a importancia de forcas eletrostaticas para a interacdo. Apesar das
diferencas, Stll;.30, Stll;1-30 apresentaram essencialmente as mesmas constantes de
ligacdo em LUV contendo POPA (Tabela 4.10), sugerindo, que a afinidade
peptideo-membrana nesse caso depende essencialmente da regido 11-30 da
sequéncia, regido na qual se daria a interacdo eletrostatica. Outra evidéncia que
reforca a observacdo de que a interacao eletrostatica € determinante na extenséo da
interacdo com LUV contendo POPA é o fato da constante de afinidade de Stli,.31,
gue mostrou menor afinidade dos por micelas, apresenta a mesma afinidade pelas
LUV que Stll130 e Stll;1-30. Do ponto de vista de carga liquida e nimero de cargas

pontuais, Stly,.31, Stll1.30 € Stll11.30 S&0 equivalentes.

Outra evidéncia da dependéncia de forcas de carater eletrostatico para a
interacdo € a variacdo da extensédo da ligacdo em funcédo do pH, observada por EPR
(Tabela 4.12). Em pH 3,0, N-TOAC-Stll11.30 apresenta carga liquida proxima de +5
(Fig. 4.29), e a superficie da bicamada possui 5 mol% de carga negativa (Kooijman
et al., 2005). Forcas eletrostaticas de atracao entre 0s grupos positivos do peptideo
e as cargas negativas de POPA seriam as responsaveis pela alta extensao da
ligacdo do peptideo nas LUV (Tabela 4.12). Em pH 7,0, forcas eletrostaticas entre o
peptideo, que possui carga liquida +1 e a superficie da membrana contendo POPA,
que possui 10 mol% de carga negativa (Kooijman et al., 2005), seriam as
responsaveis pela interacdo. A distribuicdo de cargas no peptideo e na superficie da
membrana em pH 7,0 aparentemente € menos favoravel para a interagdo em
relacdo a distribuicdo de cargas no sistema em pH 3,0. Nos sistemas em pH 11,0, N-
TOAC-Stll 130 apresentou praticamente a mesma afinidade por vesiculas contendo
ou ndo POPA (Tabela 4.12). A baixa afinidade do peptideo pelas LUV contendo
POPA em pH 11,0 deve-se provavelmente a repulsédo eletrostatica entre o peptideo
gue possui carga liquida -1,3 e a superficie da bicamada com 20 mol% de carga
negativa (Kooijman et al., 2005). Essa repulsdo de cargas diminui a afinidade entre

peptideo e membrana em relagédo aos sistemas com POPA em pH 7,0.
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Ligagdo a membranas em fase gel

Também foi possivel comparar por CD e EPR a interacdo e as alteracdes
conformacionais sofridas pelos peptideos Stlli1.30 € N-TOAC-Stll ;.30 em bicamadas
em fase fluida e em fase gel (Figs. 4.42 e 4.47, respectivamente). Em bicamadas em
fase gel, assim como discutido acima para bicamadas em fase fluida, a presenca de
forcas eletrostaticas foi essencial para que ocorresse a ligacdo. A interacdo
aconteceu de forma semelhante em vesiculas de POPC:POPA (90:10) (fase fluida) e
DPPC:DMPA (90:10) (fase gel), (Garidel et al., 1997) do ponto de vista
conformacional e de afinidade. A interacdo dos peptideos derivados do N-terminal
de esticolisinas com membranas em diferentes fases e apresentando duas ou mais
fases € importante para o entendimento da alta afinidade das toxinas por
membranas com alto conteddo de SM, que em vérias condi¢cbes apresentam
coexisténcia de fase gel e liquido-cristal (Almeida et al., 2003). Estudos anteriores
mostraram que Stll;30 é capaz de perturbar em maior extensdo bicamadas de
POPC:DPPC (50:50) e de POPC:SM (50:50) que apresentam coexisténcia de fase
gel e fase fluida (Paulino, 2010) em relacdo a bicamadas que apresentam apenas
uma fase, agregando informacfes importantes a respeito do papel da SM e da

coexisténcia de fases para a interacao (Paulino, 2010).

Os resultados referentes a estrutura e afinidade de Stll11.30 € N-TOAC-Stll11.30
obtidos por CD indicam comportamentos semelhantes de ambos na presenca de
LUV em fase gel. Tal semelhanca é fundamental para que os resultados de estudos
da posicdo de do residuos de TOAC de N-TOAC-Stll;;.3 pela supressédo de
fluorescéncia de NBD, que necessitam ser realizados em bicamadas em fase gel,

possam ser extrapolados para Stll;.30.
Estrutura dos peptideos ligados em bicamadas

Assim como na ligacdo em micelas, os peptideos apresentaram espectros de
CD caracteristicos de conformacédo em a-hélice quando ligados em bicamadas. O
calculo do conteudo helicoidal a partir dos espectros de CD mostra que nessa
condicdo os Stll;30 apresenta 21 residuos nessa conformagdo enquanto 0s
peptideos de 20 residuos possuem em média 16 residuos em hélice (Tabela 4.11).
Ligado a LUV, novamente, o peptideo com TOAC mostrou-se um bom modelo para

0 peptideo com a sequéncia nativa do ponto de vista conformacional.
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O aumento do conteudo helicoidal dos peptideos em decorréncia da ligacdo
em bicamadas esta de acordo com o de ganho de estrutura secundaria em a-hélice
pelas toxinas quando da interacdo com esse tipo de agregado como observado por
CD (Manchefio et al., 2001; Alvarez et al., 2003) e FTIR (Menestrina et al., 1999).
Esses estudos apontam um aumento no conteudo helicoidal de 5% para as toxinas
(aproximadamente 9 residuos) decorrente da interagdo com vesiculas. A a-hélice no
N-terminal da toxina Stll em solugdo possui aproximadamente 10 residuos
(Manchefio et al., 2003) e o peptideo Stll;.30 ha forma ligada apresenta 21 residuos
em hélice (Tabela 4.11). Dessa forma, a variacdo do conteudo helicoidal de solucéo
para membrana seria de 11 residuos, proxima do ganho de hélice de 9 residuos
observados por CD e FTIR. A partir da hélice na regido das posicoes 14 a 23 vista
para Stll em solu¢do (Manchefio et al., 2003), parte do aumento no conteudo de tal
conformacao se daria na dire¢do dos residuos C-terminais, 23-28 aproximadamente.
No segmento N-terminal da sequéncia, regido 1-10, a ligacdo do peptideo antes em
solugao estaria relacionada com a perda de estrutura do tipo B e a formagéao de um
segmento helicoidal. Os resultados com Stll;;.30 ligado em LUV mostram que 16
residuos encontram-se em a-hélice (Tabela 4.11). Considerando entdo que a por¢ao
11-30 de Stll;.3p possui esses mesmos 16 residuos em hélice, o segmento nessa
conformacao na regido 1-10 seria de aproximadamente 5 residuos.

Pela alta propensao de aquisicdo de estrutura helicoidal, e por ser uma das
regides da toxina que interagem mais fortemente com os lipidios, é concebivel que
as alteracdes conformacionais observadas na toxina refiram-se majoritariamente ao
ganho de estrutura secundaria observado para os peptideos derivados da regido N-

terminal das esticolisinas.
Topologia da interacdo com bicamadas

Ensaios de supressdo de fluorescéncia de NBD por N-TOAC-Stllj1.30, €
medidas de desdobramento hiperfino nos espectros de EPR do peptideo permitiram

o estudo da localizagdo da sonda em bicamadas.

Os estudos de REES mostraram que nos lipidios marcados na cadeia acila,
guando incorporados em LUV em fase gel, o grupamento NBD permanece na regiao

das cadeias hidrocarbonicas, permitindo uma correta interpretacdo do efeito de
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supressdo de fluorescéncia sobre o fluoréforo em relacdo a posicdo deste na
bicamada.

Foi possivel observar a supressdo de emissdo de fluorescéncia somente no
caso de DPPE-NBD. A supressédo de fluorescéncia de DPPE-NBD em LUV de
DPPC:DMPA:DPPE-NBD (89:10:1) corrobora o resultado observado para o0 mesmo
lipidio marcado em LUV de POPC:POPA:DPPE-NBD (89:10:1) (Fig. 4.52). Nos dois
sistemas, o fluoréforo encontra-se na posicdo esperada, e a supressao de
fluorescéncia indica que a sonda paramagnética na posicado N-terminal do peptideo

encontra-se na regido das cabecas polares na bicamada.

Nos estudos de supressdo de fluorescéncia em membranas em fase gel
utilizando os lipidios marcados PC-6-NBD e PC-12-NBD, a adicdo da primeira
aliquota do peptideo deflagrou um aumento na intensidade e um deslocamento para
o azul no maximo de emisséo do fluoréforo (Fig. 4.53). O aumento da concentracdo
do peptideo diminuiu em baixa extensdo a emissao de fluorescéncia do NBD em
PC-6-NBD e nao alterou a fluorescéncia da sonda em PC-12-NBD, indicando que a
extremidade N-terminal do peptideo estaria préxima de C6, entretanto, com menor
frequéncia em relacdo a regido das cabecas polares, e nao se localiza préxima da

altura de C12 na bicamada.

A localizagcéo do residuo de TOAC proximo a regido de interface também foi
verificada por meio das medidas de desdobramento hiperfino do peptideo ligado em
bicamadas de POPC:POPA (90:10) e POPC:POPA:SM (80:10:10) (Tabela 4.6).
Analisando os valores de desdobramento hiperfino nos espectros de EPR de N-
TOAC-Stll 130 ligado em bicamadas de acordo com o estudo de Marsh e Toniolo
(2008) conclui-se que o residuo de TOAC localiza-se entre a regido das cabecas

polares e C4.

A localizacdo na interface € de certa forma esperada pensando-se no modelo
de poro toroidal. Segundo tal modelo o peptideo forma poros nas membranas,
induzindo curvatura positiva nos lipidios, de modo que n&o ocorra a insercao
profunda do fragmento polipeptidico nas cadeias acila. A posi¢do da extremidade N-
terminal do peptideo estd de acordo com observacdes ja realizadas para 0s
peptideos de Sts que indicam que apenas a regido 1-10 de Stll, de carater

hidrofobico, é capaz de se inserir mais profundamente na regido das cadeias acila
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(Ros et al., 2013). No modelo proposto de poro toroidal, a regido ao redor do residuo
11 (inicio aproximado da hélice anfipatica) do peptideo (ou da toxina) se inseriria
apenas parcialmente na bicamada localizando-se proxima da interface, como

observado nos estudos de supressao de fluorescéncia.

Alteracdo no empacotamento das cadeias acila resultante da interacédo

peptideo-membrana

O aumento de fluorescéncia e o deslocamento do maximo de emissao para o
azul de PC-6-NBD e PC-12-NBD incorporados em LUV em fase gel indicam que a
interacdo peptideo-bicamada € capaz de perturbar o ambiente da sonda
fluorescente de modo a alterar suas caracteristicas (Fig. 4.53). O efeito observado
nao parece estar relacionado com a de supressao de fluorescéncia esperada caso a
sonda paramagnética no peptideo fosse capaz de penetrar até préximo das
posicbes de C6 e C12 das cadeias acila. O aumento na intensidade e o
deslocamento para o azul do maximo de emissdo em espectros de fluorescéncia de
fluoréforos que possuem carater polar, de maneira geral, indicam a passagem da

molécula para um ambiente de menor polaridade (Lakowicz, 2006).

Experimentos de REES indicam alteracdes na mobilidade do ambiente da
sonda fluorescente em decorréncia da ligagdo de N-TOAC-Stll;1.30 (Fig. 4.58). O
deslocamento do comprimento de onda de maxima emissao como consequéncia do
aumento no comprimento de onda de excitacdo evidencia que o fluoroforo
experimenta um ambiente com maior restricdo de mobilidade devido ao maior
empacotamento das moléculas dos lipidios ao redor do fluoroforo. Assim, as
moléculas ao redor do fluoréforo tém sua taxa de reorientacdo para estabilizacao

energética do estado excitado diminuida, aumentando o REES.

No caso de PC-12-NBD, ndo ocorre diminuicdo na intensidade de
fluorescéncia apos adicdo do peptideo (Figs. 4.53 e 4.54). A ndo supressdo da
fluorescéncia no caso de PC-12-NBD evidencia também que o residuo de TOAC na
posicdo N-terminal do peptideo ndo é capaz de penetrar até a posi¢cdo 12 da cadeia
acila na bicamada. A baixa supressdo de fluorescéncia de PC-6-NBD e a nao
supressdo no caso de PC-12-NBD pelo peptideo (Fig. 4.54) sugerem que o aumento

do efeito de REES causado pelo peptideo nédo se deve ao “loop” das cadeias acila e
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exposicdo do grupamento NBD a regido das cabecas polares, e sim a uma maior
restricdo de mobilidade no ambiente da sonda.

Pelos resultados dos experimentos de REES, pela baixa supressao e nao
supressdo da fluorescéncia de NBD por TOAC em PC-6-NBD e PC-12-NBD,
respectivamente, e pelo aumento na intensidade de fluorescéncia e deslocamento
do maximo de emissdo para o azul, (Figs. 4.53 e 4.54) é plausivel que o efeito do
peptideo nesses sistemas seja de aumento no empacotamento dos lipidios na
bicamada. O maior empacotamento das cadeias acila sugerido pela alteracdo de
comportamento da sonda NBD nas posicfes 6 e 12 corrobora estudos de EPR com
o ester metilico do acido estearico contendo o grupamento nitroxido em C5 (5-MeSL)
incorporado em bicamadas com coexisténcia de fases gel e liquido-cristalina que
mostram que a interacdo do peptideo Stll;30 leva a um maior empacotamento

lipidico.
Capacidade de formacgéo de poros

Os estudos de atividade mostraram que o0s peptideos sdo capazes de
mimetizar funcionalmente as esticolisinas, conseguindo permeabilizar, por meio da
formacdo de um poro, vesiculas unilamelares causando a liberacdo da
carboxifluoresceina encapsulada (Fig. 4.60). A permeabilizacdo de membranas
modelo mostrou-se dependente da composicao lipidica da membrana. Assim como
visto por CD e EPR, a interacdo dos peptideos com bicamadas é pequena em
vesiculas formadas apenas por fosfolipidios zwitteridnicos (Fig. 4.60 e Tabelas 4.10
e 4.12).

Corroborando os experimentos de ligacdo em micelas, Stll;.3p apresentou
maior atividade contra todas as composi¢coes de vesiculas estudadas. A maior
atividade do peptideo de Stll em comparacdo ao peptideo Stl;.3; deve-se, segundo
indicado pelos estudos de ligacdo por CD, & menor afinidade de Stli-3;, que possui
dois residuos com cadeias laterais com carga negativa, diminuindo a afinidade deste

pelas membranas.

A diferenca de atividade entre as toxinas Stl e Stll também pode em parte ser
explicada pelas diferencas no segmento 11-30 das toxinas, visto que nos ensaios de

vazamento Stlli;.3p apresentou maior atividade que Stlio3;. A mudanca de um
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residuo de &cido glutdmico da posicdo 22 em Stll para 16 em Stl diminui 0 momento
hidrofébico da hélice formada na regido de 0,738 (Stll) para 0,686 (Stl), segundo o
calculo obtido por Heliquest (Gautier et al., 2008). Segundo o diagrama de
Eisenberg, a tendéncia de um peptideo acomodar-se na regido de interface da
membrana, como € esperado para o N-terminal das toxinas, € proporcional ao seu

momento hidrofébico, que no caso é maior em Stll11-30.

Comparando as constantes de afinidade dos peptideos Stll1.30 € Stll11.30 por
LUV calculadas por CD (Tabela 4.10) nota-se a que presenca dos residuos 1-10, de
carater hidrofébico, ndo altera a afinidade em de Stll;-30 em relacdo ao fragmento de
20 residuos. A maior atividade do peptideo longo estaria entdo relacionada a uma
maior capacidade de oligomerizacdo na superficie da membrana e inducdo da
curvatura positiva para a formacao do poro, etapas posteriores a ligagdo. Os estudos
de SAXS indicaram uma diminuicdo na anisometria das micelas em decorréncia da
interacdo com os peptideos, sendo esse efeito maior para Stll; 3. Considerando a
habilidade de os peptideos tornarem as micelas mais esféricas como relacionada
com a inducdo de curvatura positiva, e que o efeito € maior para Stll;.30, @ maior
atividade do peptideo longo estaria entdo relacionada com maior eficiéncia de

penetracdo e formacao do poro, e ndo a diferencas na extensao da ligacao.

A atividade dos peptideos estd na faixa de concentracdo entre 2 e 40 uM
(Tabela 4.15), enquanto as toxinas apresentam atividade na faixa de nM em
vesiculas de PC contendo 5 mol% de PA (Alvarez et al., 2001). Os segmentos N-
terminais sdo capazes de perturbar membranas formando poros, entretanto, a
menor atividade em relacdo as toxinas evidencia a importancia do corpo da proteina
formado pelo sanduiche de folhas-$ das esticolisinas, as regides flexiveis em “loop”
ligando as fitas-B, a a-hélice oposta a hélice N-terminal, relacionados diretamente a
ligacdo e afinidade por bicamadas, bem como a eficiéncia de formagé&o do poro.
Experimentos de hemdlise e de vazamento (Gutierrez-Aguirre et al., 2004;
Casallanovo et al., 2006; Cilli et al., 2007; Ros et al., 2011) também mostraram a
importancia do corpo da proteina, que possui um sitio de interacdo especifica com a
cabeca polar de fosfocolina, conferindo uma alta afinidade toxina-membrana
(Manchefio et al., 2003).
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Estudos de atividade hemolitica reforgaram a importancia do segmento 1-10
no grau de atividade de fragmentos correspondentes a regido N-terminal das
esticolisinas. Enquanto Stll;.30 foi 0 Unico a exibir atividade hemolitica na faixa de
concentracdo estudada, 0s outros peptideos ndo se mostraram capazes de causar 0
vazamento de hemoglobina (Fig 4.64). O segmento 1-10 de Stll é formado por
aminoécidos que possuem carater hidrofobico e provavelmente auxiliam a toxina e o
peptideo correspondente no ancoramento na membrana e na formacéo do poro pela
hélice N-terminal. Essa diferenca também foi detectada em experimentos de

vazamento de CF.

A incapacidade de formar poros e de causar vazamento de CF por parte dos
peptideos curtos sintetizados para o “screening” de atividade antibacteriana mostra
que as porcdes do N-terminal selecionadas, bem como sequéncias com as
substituicbes escolhidas, ndo retém as caracteristicas observadas nos outros
fragmentos de 20 ou mais residuos. Ainda, os peptideos ndo se mostraram capazes

de causar hemolise.

Estrutura do poro/Inducdo do movimento transmembranar de lipidios na

bicamada

Por meio de experimentos de supressao da fluorescéncia de PC-6-NBD por
albumina apenas no lado externo da bicamada, foi mostrado que a acao das toxinas
na membrana deflagra a redistribuicdo de lipidios entre os folhetos da bicamada,

sugerindo a formac&o de um poro toroidal (Alvarez et al., 2001).

No experimento utilizando o fosfolipidio marcado DOPE-Pyr foi possivel
constatar a formacdo de um poro toroidal por todos os peptideos. O peptideo
permitiu a redistribuicdo do lipidio marcado, antes presente no folheto externo da
bicamada, pelos dois folhetos (Figs. 4.59). Os resultados representam uma forte
evidéncia de que o poro formado pelos peptideos correspondentes aos segmentos
N-terminais das esticolisinas apresenta estrutura igual ou semelhante ao poro

proposto para as proprias toxinas.

Esses resultados complementam experimentos de medidas de raio
hidrodindmico dos poros formados pelos peptideos (Casallanovo et al., 2006) que

mostraram que, assim como as toxinas (Tejuca et al., 2001), o raio hidrodindmico do
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poro formado peptideos € de 1 nm. Essa é mais uma indicacdo da semelhanca
estrutural entre os poros formados pelos peptideos e pelas toxinas. Tais
observacdes reforcam o uso dos peptideos derivados do N-terminal das toxinas no

estudo do mecanismo de formacédo de poros pelas esticolisinas.

Comparacédo entre micelas e bicamadas — correlagcdo com diferentes arranjos

lipidicos nas etapas de formacéo do poro

Micelas e vesiculas apresentam diferentes estruturas, grau de
empacotamento, bem como hidratacdo na regido da cabeca polar (Israelachivili et
al., 1975), resultando em diferentes caracteristicas em relacdo a interacdo com 0s

peptideos derivados do N-terminal de esticolisinas.

Os diferentes graus de empacotamento entre os dois tipos de agregado pode
ser confirmado por EPR. Comparando os valores de S obtido para o peptideo ligado
em micelas (S = 0,51, Tabela 4.8) e em bicamadas (S = 0,66, Tabela 4.13) fica claro
gue as LUV apresentam maior empacotamento em relacdo a micelas. A diferenca no
empacotamento e na exposicao da regido das cadeias carbbnicas ao meio aquoso €
provavelmente a principal responsavel pela diferenca de afinidade calculada para os

peptideos em relacédo aos diferentes tipos de agregados.

E também plausivel que a diferenca no empacotamento dos agregados
lipidicos esteja relacionada com a necessidade (para bicamadas) ou ndo (para
micelas) da participacdo de forcas eletrostaticas para que ocorra a ligacdo dos
peptideos as membranas modelo. Os peptideos ligaram com maior afinidade a
micelas contendo ou nao lipidios com pelo menos uma carga negativa (Tabelas 4.4
e 4.5) do que a bicamadas, quando a ligacdo ocorreu apenas em membranas
contendo 10 mol% de POPA ou DMPA (Tabela 4.10). A curvatura positiva e a maior
exposicdo e hidratacdo do inicio das cadeias hidrocarbdnicas nas micelas permitem
mais facilmente a interacdo com a face apolar da hélice, aumentando assim a
afinidade dos peptideos pelo agregado. Em bicamadas, onde as cadeias
hidrocarbbnicas estdo menos expostas, forcas eletrostaticas se fazem necessarias

para a interagdo que a interagao ocorra.

Os valores de desdobramento hiperfino medidos em bicamadas em pH 3,0

(an = 15,7 G, Tabela 4.13) sdo maiores que os obtidos em micelas nas mesmas
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condicdes (ay = 15,4 G, Tabela 4.8), sugerindo que quando ligado as micelas o
residuo de TOAC N-terminal experimenta um ambiente mais apolar. Esse fato deve-
se ao menor empacotamento molecular das micelas que permite que o peptideo

penetre mais na regido das cadeias acila dos lisofosfolipidios.

Foi relatado na literatura que os dez primeiros residuos de Stll;3 sao
capazes de penetrar mais profundamente na regido das cadeias acila (Ros et al.,
2013) em relagdo ao segmento 11-30, que consiste essencialmente no segmento
contendo a hélice anfipatica, e que localiza-se preferencialmente na regido da
interface, como visto pelas medidas de desdobramento hiperfino, e nos ensaios de

supressao de fluorescéncia de Lip-NBD pelo peptideo contendo TOAC.

Os resultados aqui descritos levam a proposta de que a ligacdo dos peptideos
derivados do N-terminal de esticolisinas em bicamadas representaria a etapa de
ligacdo, ganho de estrutura secundaria e acomodacdo da hélice da toxina na
interface agua-membrana. Devido ao empacotamento dos lipidios em micelas, que
possivelmente se assemelha aquele presente na estrutura do poro toroidal, onde os
lipidios se encontrariam em curvatura positiva, a interacdo com micelas mimetizaria
a topografia dos peptideos e do segmento N-terminal da toxina na regido do poro. A
proposta de que os dois casos representariam os diferentes momentos da interacao
do peptideo com membranas foi também formulada em estudos da interacdo do
peptideo antimicrobiano tritrpticina com bicamadas e micelas (Bozelli Jr. et al., 2012)
(Salay et al, 2004).

Foi também verificado maior conteudo helicoidal dos peptideos ligados em
micelas (Tabelas 4.6 e 4.11) do que em bicamadas; essa diferenca poderia estar
relacionada a alteragBes conformacionais na passagem do peptideo da interface da
bicamada para a forma constituindo o canal. Ainda, a maior afinidade dos peptideos
por micelas pode estar relacionada ao mecanismo de formagdo do poro e

manutenc¢ao das hélices do N-terminal das toxinas na estrutura do poro.

A sequéncia de amino acidos dos peptideos teria a capacidade de selecionar
os lipidios para formar o poro (propensdo para curvatura positiva) e a organizagao
dos lipidios teria a capacidade de modular a conformacdo da sequéncia peptidica

para participar do poro toroidal. Seria um processo de influéncia bi-direcional.
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Figura 5.2. Esquema representativo das etapas de desagregacéo (1), ligacdo (2) e
formacéo de um poro toroidal (3) pelos peptideos Stl;1-3; € Stll;_z0.

As etapas envolvendo desde a passagem dos peptideos longos de ambas as
toxinas da solugdo para a membrana bem como a formacdo de um poro toroidal

estdo sumarizadas no esquema da Figura 5.2.

O equilibrio de desagregacdo de Stll;.3p0 em solucdo estaria diretamente
acoplado com sua passagem para a superficie da membrana. O peptideo, que
possui a regido 1-10 com alto indice de hidrofobicidade (<H>), quando agregado
apresenta um conteudo de estrutura do tipo B como representado no esquema.
Estudos de variacdo de pH mostraram que as formas menos agregadas apresentam
menor contetdo dessa estrutura indicando que as formas monoméricas em solucao
apresentam mais estrutura ao acaso. As formas monoméricas em solucdo de Stl;.3;
e Stll;.3p apresentam um baixo contetdo helicoidal de aproximadamente 5 residuos,
mais provavelmente localizados na regido 14-25 dos peptideos. Stll;.3 poderia ligar-
se a membrana tanto na forma monomeérica quanto na forma agregada e a forma do

agregado néo é conhecida.

Resultados de CD indicam que a passagem dos peptideos da solugéo para a
superficie da membrana deflagrou o aumento no conteddo helicoidal de 5 para 21

residuos em Stll;.30. Como discutido anteriormente, levando em consideragédo
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resultados de Castrillo et al. (2010) e as predigcbes e modelagem estrutural, seriam
formados dois segmentos de hélice entre os residuos 13-28 e 4-9 aproximadamente,
ligados por uma regido flexivel. Stll;.3p, que possui carga liquida +2, além de maior
hidrofobicidade, liga-se com maior afinidade as bicamadas do que Stl;.3;, como
representado pelas setas (Fig. 5.3), indicando o equilibrio entre as formas ligada e
em solugdo. As cargas negativas na regiao 1-11 de Stl fazem com que o poder de
ligacdo do peptideo e penetracdo da extremidade N-terminal na membrana sejam
limitados. Devido ao carater hidrofébico da regido 1-10 de Stll;.30, €Ssa penetraria
mais profundamente na regido das cadeias acila como ja descrito anteriormente na

literatura (Ros et al., 2013) e evidenciado no esquema.

A maior penetracdo da regido 1-10 de Stll na membrana (Ros et al., 2013)
também esta relacionada com as etapa seguintes de oligomerizagéo, reorganizacdo
dos lipidios na membrana, insercéo parcial das hélices e formacao do poro toroidal.
Nos estudos de SAXS, Stll;.3p mostrou maior capacidade de alterar o tamanho e
forma de micelas de LPC, habilidade essa que poderia estar relacionada com a
inducéo de curvatura positiva para a formacao do poro. Essa caracteristica também
desloca em maior extensao o equilibrio dessa etapa no sentido de formacéo do poro
para Stll;.30 em relacdo a Stl;.3;. A forma final do poro formado pelos diferentes
fragmentos seria semelhante, com uma maior inser¢cdo dos dez primeiros residuos

de Stll nos lipidios em curvatura positiva.

5.1.5 Atividade bioldgica
Atividade antibacteriana

Embora nédo tenha sido possivel determinar a concentragao inibitéria minima
dos peptideos (Fig. 4.61), os ensaios com as curvas de crescimento bacteriano em
funcdo do tempo mostraram que os peptideos, desde os mais longos até os mais
curtos sintetizados para screening de atividade, sdo capazes de interagir com as
bactérias Gram-negativa E. coli e Gram-positiva S. aureus (Figs. 4.62 e 4.63). A
diminuicdo na taxa de crescimento bacteriano indica que os fragmentos peptidicos
sdo capazes de interagir com as células, mais provavelmente ligando-se a

membrana, e que, nesse caso, essa ligacdo se da provavelmente por interagdes
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eletrostaticas entre os fragmentos que possuem alta densidade de cargas positivas
e lipidios carregados negativamente. A importancia desse tipo de interacdo na agéo

de peptideos antimicrobianos ja € conhecida da literatura (Jenssen et al., 2006).

Outra caracteristica estrutural importante de agentes antimicrobianos que
agem em membranas € o balanco entre hidrofobicidade e hidrofilicidade (Jenssen et
al., 2006). Todos os peptideos testados, exceto Stll;.;0, possuem praticamente o
mesmo numero de cadeia laterais hidrofébicas e cadeia laterais polares sem carga
ou com carga liquida diferente de zero. Além disso, a conformagdo adotada pelos
peptideos de 20 ou mais residuos, e as possiveis estruturas helicoidais do peptideos
da regido 20-31 de Stl, como ja discutido anteriormente, concentram cada tipo de
cadeia lateral em faces opostas da estrutura de modo a ressaltar o carater
anfipatico.

Além da alta concentracdo de cargas positivas, e ainda relacionado ao
balanco anfipatico nas moléculas, algumas classes de peptideos antimicrobianos
destacam-se pelo alto conteddo de residuos de triptofano (Jenssen et al., 2006).
Esse aminoacido é conhecido pela alta afinidade pela regido de interface das
membranas (Killian & von Heijne, 2000), e sua auséncia na sequéncia do N-terminal
das esticolisinas provavelmente € determinante em limitar a poténcia dos peptideos
contra bactérias. Nas toxinas, a regido responsavel pelo reconhecimento e ligagcéo
das mesmas a membranas é rica em residuos de triptofano e esta localizada no
sanduiche de folhas-B (Manchefio et al., 2003) de modo que, evolutivamente, a

sequéncia da regido N-terminal haveria se desenvolvido sem contemplar tal fungéo.
Toxicidade dos peptideos

De forma geral, todos os peptideos apresentaram baixa toxicidade nos
ensaios de hemdlise e de atividade contra células HeLa. Apenas Stll;.39 apresentou
atividade hemolitica consideravel nos ensaios realizados, enquanto nos ensaios de
viabilidade de células Hela, apenas Stli.3; alterou significativamente o namero de

células viaveis e ainda assim em baixa extensao.

Apesar de aparentemente ndo alterar a viabilidade celular em grande
extensdo, os peptideos foram capazes de perturbar a membrana dessas células

causando vazamento da enzima citossoélica LDH.
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Apesar da baixa toxicidade, a faixa de atividade antimicrobiana de todos os
peptideos estudados é baixa em comparagdo com outros peptideos ja relatados na
literatura (Jenssen et al., 2006). A baixa atividade diminui o indice terapéutico das

moléculas no tratamento de infec¢des bacterianas.

A baixa toxicidade dos fragmentos estudados, e a ideia de que a atividade de
alguns dos peptideos como Stll;.3p seria limitada essencialmente pela ligacdo a
membrana, indica que o uso de somente a por¢cdo N-terminal das toxinas na
montagem de imunoconjugados seria interessante no sentido de tornar as moléculas
hibridas mais seletivas. Excluindo o sitio de ligacdo da toxina, a atividade formadora
do peptideo dependeria entdo essencialmente da ligacdo anticorpo-antigeno, de alta

especificidade.
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6. Conclusdes

Os estudos das propriedades funcionais, estruturais e dinamicas dos
peptideos correspondentes a regido N-terminal das esticolisinas | e Il reportados
nesse trabalho foram capazes de confirmar a hipétese de que os peptideos séo
capazes de mimetizar a hélice do N-terminal nas toxinas, além de agregar

informacgdes relevantes ao mecanismo de formacao do poro.

Foram esclarecidas as contribuicdes das regides 1-10 e 11-30 dos peptideos
das esticolisinas para a ligagdo em membranas modelo — micelas e bicamadas —
bem como para etapas posteriores da formacdo do poro, como oligomerizagao e,
principalmente, na reorganizacao dos lipidios para formacéo do poro toroidal. Stll;-30
apresentou os maiores valores de constantes de ligacdo em micelas, maior
alteracdo na forma de micelas de LPC e maior atividade em relagdo aos outros
peptideos estudados. Os resultados indicam que a regido hidrofébica dos dez

primeiros residuos é determinante nas diferencas observadas.

As constantes de ligacdo calculadas evidenciam a espontaneidade da
interacdo com membranas. A extensdo na ligacdo varia de acordo com as
caracteristicas intrinsecas de cada peptideo e com as propriedades do agregado
lipidico. As comparagfes entre os diversos sistemas permitiu a anlise da
contribuicdo de forcas eletrostaticas e de interacBes entre regibes apolares dos

peptideos e dos lipidios.

Estudos conformacionais mostraram que o0s peptideos, ao se ligar a
membranas modelo possuem a capacidade de adquirir estrutura a-helicoidal, como
essa mesma regido nas proteinas inteiras. Foi ainda visto que a extensao da hélice
€ maior do que a determinada para as proteinas em solucdo (10-11 residuos).
Correlacionando os conteudos de estrutura secundaria calculados a partir do CD
com as predigbes de estrutura e modelagem molecular foi possivel analisar as
estruturas dos diferentes fragmentos nas diferentes etapas do mecanismo de
formacao do poro. A distribuicdo das diferentes estruturas secundarias ao longo das
moléculas também pbde ser investigada, e os resultados mostraram a alta tendéncia
de estruturacdo em hélice da regido 14-25 de todos os peptideos, e diferencas de
conformacao entre as regides 1-10 das duas toxinas. Além do carater hidrofébico,

diferencas nas estruturas secundarias adotadas pelas regifes de 1-10 de Stl e Stll
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parecem também ser determinantes da forma como os peptideos interagem com as

membranas.

Além da possibilidade de medida do coeficiente de particdo do peptideo com
TOAC em membranas modelo, a partir dos quais se elucidou a natureza das forcas
presentes na interacao, foi possivel obter por estudos de EPR de N-TOAC-Stll11-30
informacdes sobre a dindmica do peptideo em solucédo e ligado a bicamadas e

micelas, bem como inferir a posi¢do da sonda na bicamada.

Estudos de supressédo de fluorescéncia de lipidios marcados com NBD pelo
residuo paramagnético em N-TOAC-Stll13.3, assim como as medidas de
desdobramento hiperfino por EPR, indicaram a presenca da sonda na regido das
cabecas polares dos lipidios na bicamada. Esses resultados corroboram estudos
com analogos fluorescentes de Stll;3p que apontam a presenca do inicio do
segmento formando a hélice anfipética (regido ao redor do residuo 11) na regido de
interface (Ros et al., 2013) e estdo de acordo com o modelo proposto para 0 poro
toroidal formado pelas actinoporinas, no qual ocorreira apenas uma insercao parcial

do segmento constituindo a hélice anfipatica na membrana (Anderluh et al., 2003).

Mudancas na organizacdo dos lipidios puderam ser monitoradas pela
fluorescéncia de lipidios marcados com NBD em ensaios de REES e nos
experimentos de supresséo de fluorescéncia mencionados acima. Aparentemente o

peptideo foi capaz de aumentar o empacotamento dos lipidios na altura de C12.

A presenca de SM na composi¢cdo das membranas modelo, esfingolipidio
conhecido como receptor putativo da toxina em membranas (Tejuca et al., 1996; de
los Rios et al.,, 1998), ndo teve efeito significativo na ligacdo, conformacdo e
atividade dos peptideos alvos desse estudo. Esses e outros resultados indicam que
a alta afinidade das esticolisinas por membranas contendo SM esta relacionada a

aspectos na estrutura da proteina contemplando a regido do sanduiche de folhas B.

Estudos com micelas representaram um modelo topografico do poro toroidal.
E interessante ressaltar o aumento no contetido helicoidal dos peptideos quando

ligados em micelas e a maior afinidade destes por micelas em relacdo a bicamadas.

Os resultados obtidos pelo estudo de peptideos correspondentes ao N-

terminal de esticolisinas | e Il corroboram diversas observacbes ja realizadas



187

envolvendo as toxinas nas diferentes etapas de formacédo do poro. O esquema
proposto na discussdo engloba uma série de novas informacdes relevantes para o
mecanismo de acdo das actinoporinas considerando informacdes ja reportadas na

literatura e obtidas com os estudos desenvolvidos.
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