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RESuUMO

Dyszy, F.H. Estudos Estruturais de Histatina-5 e seu analogo, TOAC®-Histatina-
5: Interagdo com Metais e Sistemas Biomiméticos. 2008, 185p. Tese — Programa
de Pés-Graduagcdo em Ciéncias. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,

Sao Paulo.

O mecanismo de acdo da Histatina-5 (Hst-5), um peptideo antimicrobiano da
saliva humana com acao fungicida, ndo esta esclarecido. Dicroismo circular (CD),
fluorescéncia e ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) foram empregados
para examinar as propriedades conformacionais de Hst-5 e seu analogo contendo o
aminoéacido paramagnético TOAC N-terminal (TOAC?-Hst-5) em solucdo aquosa, em
fungédo do pH, de TFE, e de ions metéalicos, e em presen¢ga de membranas modelo
de composicdo. Foi examinada a atividade dos dois peptideos em membranas
lipidicas planas, na permeabilizacdo de membranas modelo e frente o fungo
Candida albicans e eritrocitos humanos, com o objetivo de estabelecer correlacbes
entre a atividade e a estrutura dos peptideos.

Estudos de fluorescéncia mostraram a capacidade de TOAC de suprimir a
fluorescéncia e que o pK dos residuos de Tyr foram deslocados. Espectros de CD
mostraram pequenas flutuagdes conformacionais, mas foram mantidas estruturas ao
acaso. Espectros de RPE de TOAC®-Hst-5 mostraram a coexisténcia de duas
populacdes, protonada e desprotonada, em troca lenta. A partir de medidas de
desdobramento hiperfino (ay), foram calculados pKs de TOAC; a relacdo de altura
dos picos de campo central e alto também foi sensivel a titulacdo do peptideo.

Em TFE os peptideos adotaram conformacao o-helicoidal (CD). Espectros de
fluorescéncia de Hst-5 mostraram aumento da fluorescéncia, e os de TOAC-Hst-5
mostraram supressdo, indicando aproximacdo de TOAC dos residuos de Tyr.
Espectros de RPE de TOAC%Hst-5 também refleram as mudancas
conformacionais.

Estudos de fluorescéncia mostraram a interacéo de Hst-5 e TOAC®-Hst-5 com
Cu?*, Mn** e Zn%, permitindo o célculo de constantes de ligacdo. Espectros de CD
refletiram pequenas variagbes conformacionais, sem aquisicdo de estrutura
secundaria. Espectros de RPE de TOAC’Hst-5 na presenca dos ifons

paramagnéticos Cu®* e Mn?" indicaram interacdes spin-spin, permitindo o célculo das



distancias metal-nitroxido. Curvas de tempo de correlagdo rotacional em funcédo da
concentracdo dos ions permitiram calcular constantes de ligacdo da mesma ordem
de grandeza daquelas obtidas por fluorescéncia.

Hst-5 e TOAC®-Hst-5 ligaram-se em maior extensdo a micelas negativas do
gue a zwitteribnicas num processo pH-dependente. Estudos de supressdo de
fluorescéncia por acrilamida confirmaram esses resultados, indicando a modulagao
por interacdes eletrostaticas. Espectros de CD mostraram que 0s peptideos adotam
conformacéo em dobra B tipo I. Estudos de RPE da interacdo de TOAC®-Hst-5 com
vesiculas de composicao lipidica mimetizando membranas de E. coli e C. albicans
(carga liquida negativa) e eritrcitos (carga liquida zero) confirmaram essa
modulagao. Na presenca das membranas negativamente carregadas oS espectros
apresentaram extremos externos e internos, indicando que o eixo z do nitroxido
orienta-se paralelamente a normal a bicamada.

Estudos funcionais utilizando bicamadas lipidicas planas mostraram que
TOACP-Hst-5, mas ndo Hst-5, forma poros. Também, TOAC’-Hst-5, mas ndo Hst-5,
permeabiliza vesiculas carregadas negativamente. Ainda, a atividade fungicida de
TOACP-Hst-5 foi maior do que a de Hst-5 na auséncia de fons, porém foi a mesma
na presenca de Mn®*" e Zn®'. Finalmente, TOAC’Hst-5 mostrou maior atividade
hemolitica que Hst-5. Esses resultados sugerem uma possivel diferenca nos
mecanismos de acdo de Hst-5 e seu analogo marcado, apesar da semelhanca no

comportamento conformacional dos peptideos.

Palavras-chave: Histatina-5, TOAC, técnicas espectroscoOpicas, ions metalicos,

membranas modelo, membranas bioldgicas.



ABSTRACT

Dyszy, F.H. Structural studies of Histatin-5 and its analogue, TOAC®-Histatin-5:
Interaction with metals and biomimetic systems 2008, 185p. PhD Thesis —
Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,

Sao Paulo.

The mechanism of action of histatin-5 (Hst-5), an antifungal antimicrobial
peptide from human saliva is not completely clarified. Circular dichroism (CD),
fluorescence, and electron paramagnetic resonance (EPR) were used to examine the
conformational behavior of Hst-5 and its analogue containing the paramagnetic
amino acid TOAC at the N-terminus (TOAC®-Hst-5). Conformational properties were
investigated in aqueous solution, as a function of pH, TFE, and addition of metal
ions, and in the presence of model membranes of variable lipid composition. The
activity of both peptides was examined in planar lipid membranes and with regard to
permeabilization of model membranes. Activity was also tested towards the fungus
Candida albicans and human erythrocytes, with the scope of establishing structure-
function correlations.

Fluorescence studies showed that TOAC®-Hst-5 is able to quench the peptide
fluorescence and that the pK of the Tyr residues was shifted to lower values. CD
spectra indicated that small conformational fluctuations occurred with increasing pH,
but the overall unordered structure of the peptides was kept. EPR spectra of TOAC®-
Hst-5 showed the coexistence of two populations, one protonated and one
unprotonated, in slow exchange. The pK of TOAC was calculated from
measurements of the isotropic hyperfine splitting (an); the ratios of heights of the mid-
field line and the high-field line were also sensitive to the peptide titration.

In TFE, the peptides acquired a-helical conformation (CD). Fluorescence
spectra of Hst-5 showed an increase of fluorescence, while those of TOAC®-Hst-5
revealed quenching, indicating that, on the average, the TOAC residue becomes
closer to the Tyr residues as a consequence of the peptide acquiring o-helical
conformation. EPR spectra also reflected the conformational changes undergone by
the peptide.

Fluorescence studies indicated that Hst-5 and its spin labeled analogue

interacted with Cu?*, zn*, and Mn* ions, allowing the calculation of binding



constants. CD spectra reflected the occurrence of small conformational fluctuations,
without acquisition of stable secondary structure. EPR spectra of TOAC’-Hst-5 in the
presence of the paramagnetic ions Cu?* and Mn?* evinced the occurrence of spin-
spin interactions, allowing the calculation of metal-nitroxide distances. Curves of
rotational correlation times as a function of ion concentration yielded values for the
binding constants of the same order of magnitude as those calculated from
fluorescence measurements.

Hst-5 and TOACP-Hst-5 bound to a larger extent to negatively charged than to
zwitterionic micelles, in a pH-dependent process. Studies of fluorescence quenching
by water soluble acrylamide confirmed these results, pointing to the fact that binding
is largely modulated by electrostatic interactions. CD spectra indicated that, upon
binding to micelles, the peptides acquire a type I B-turn conformation. EPR studies of
the interaction between TOACP-Hst-5 and lipid vesicles whose composition mimicked
those of E. coli and C. albicans (both with net negative surface charge) and
erythrocytes (net zero surface charge) confirmed this modulation. In the presence of
negatively charged membranes, the spectra presented outer and inner extrema,
indicating that the nitroxide z axis is oriented parallel to the bilayer normal.

Functional studies with planar lipid bilayers showed that TOAC®-Hst-5, but not
the native peptide, forms pores. Also, TOAC’-Hst-5, but not Hst-5, permeabilizes
negatively charged vesicles. Moreover, the fungicidal activity of TOAC®-Hst-5 was
greater than that of Hst-5 in the absence of metal ions. However, in contrast with the
native peptide, whose activity increased in the presence of Zn** and Mn%, that of the
analogue was the same in the absence and presence of the ions. Finally, TOAC®-
Hst-5 had a more pronounced hemolytic activity than Hst-5. These results suggest a
possible difference in the mechanisms of action of Hst-5 and its spin labeled

analogue, in spite of the similarity of their conformational behavior.

Key words: Histatin-5, TOAC, spectroscopic techniques, metal ions, model

membranes, biological membranes.
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Large unilamellar vesicles, Vesiculas unilamelares grandes
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Multilamellar vesicles, Vesiculas multiamelares
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Tampéao 10 mM Na,PO4, NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM



PC Fosfatidilcolina

PDB Potato-dextrose broth, meio de cultura liquido obtido a partir de extrato
de batata e amido de milho

PE Fosfatidiletanolamina

ePE L-a-fosfatidiletanolamina transfosfatidilada a partir de fosfatidilcolina de

ovo de galinha

PAM Peptideo anti-microbiano

Pl Fosfatidilinositol

POPA acido 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidico

POPC 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina

POPG 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)]

bPS L-a-fosfatidilserina de cérebro

PS Fosfatidilserina

RMN Ressonancia Magnética Nuclear

RNA Acido ribonucléico

RPE Ressonancia Paramagnética Eletrénica

S Parametro de ordem

SDS Sulfato-dodecil de sodio

SM Esfingomielina

SuUV Small Unilamellar Vesicles, Vesiculas unilamelares pequenas
T Tempo de correlacéo rotacional

t-BOC tert-butiloxicarbonil

TEMPOL  4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-piperidinil-1-oxil

TFE 2,2,2-trifluoretanol

TOAC Acido 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil-4-amino-4-carboxilico

UV-Vis Luz ultra-violeta e visivel
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1. INTRODUCAO

1.1. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

O sistema imune dos humanos € constituido pelos mecanismos de defesa
inatos (ou ndo especificos) e pelo mecanismo de defesa adaptativo. Os mecanismos
de defesa inatos reagem de uma mesma forma quaisquer que sejam 0s patdgenos,
e € o0 mecanismo de defesa mais primitivo, sendo encontrado desde fungos até os
mamiferos. O mecanismo de defesa adaptativo envolve a resposta dada pelas
células B e T a antigenos especificos, com a subsequente producéo de anticorpos.
Uma das caracteristicas mais importantes do sistema imune adaptativo é
capacidade do organismo reconhecer um determinado antigeno apos a primeira
infeccdo, a chamada memaria imunoldgica. Na imunidade inata, ndo ha producéo de
anticorpos, resposta antigeno-receptor ou memoria imunolégica (Du Pasquier, 2001;
Reddy et al., 2004).

O mecanismo de defesa inato pode ser colocado em acdo de diversas
formas, como através de secrecdes cutaneas, lacrimais e salivares, onde
encontram-se enzimas e peptideos antimicrobianos (PAM). A fagocitose realizada
pelos neutrofilos e macrofagos também é parte do sistema imune inato, bem como o
sistema complemento e a resposta inflamatoéria (Du Pasquier, 2001; Reddy et al.,
2004).

Comparando-se ambas as respostas, a expressdo de peptideos
antimicrobianos constitui-se em uma resposta rapida e eficaz de nosso organismo
contra a invasdo de um patdgeno. Os peptideos antimicrobianos podem ser
classificados em peptideos ribossémicos e ndo-ribossémicos (Hancock e Chapple,

1999).



Os peptideos néo-ribossémicos sdo encontrados em fungos e bactérias, sdo
derivados peptidicos muito modificados, seja através de glicosilacdo, seja pela
adicdo de &cidos graxos ou ainda pela adicdo de aminoacidos ndo usuais, como o
acido amino-isobutirico, a lantionina e a desidroalanina. Os peptideos nao-
ribossémicos sao sintetizados pelas sintetases de peptideo ndo-ribossémico, podem
ser lineares ou ciclicos, e podem agir tanto na membrana celular do patégeno, bem
como em suas vias metabolicas (Hancock e Chapple, 1999).

Os peptideos antimicrobianos ribossémicos sao encontrados desde bactérias
até vertebrados, passando por fungos e invertebrados. A ampla distribuicdo entre os
seres vivos gera também uma grande diversidade na sequéncia primaria desses
peptideos antimicrobianos, mas, em comum, apresentam peso menor do que 10
kDa, possuem carga liquida positiva em pH fisiologico e sdo capazes de interagir
com membranas biolégicas, por apresentarem caracteristicas anfipaticas (Hancock e
Chapple, 1999; Jenssen et al., 2006; Zasloff, 2002).

Os peptideos antimicrobianos podem exibir atividade contra bactérias Gram-
positivas ou Gram-negativas, fungos, protozoarios, virus e as proprias células de
mamiferos, sejam elas tumorais ou ndao (Hancock e Chapple, 1999; Reddy et al.,
2004; Papo e Shai, 2005; Jenssen et al., 2006), o que os torna alvo de
desenvolvimento de possiveis drogas terapéuticas (Marr et al., 2006), tendo em vista
a crescente resisténcia dos patdégenos aos antibioticos de primeira escolha
(Mookherjee e Hancock, 2007; Yacoby e Benhar, 2007). Além disso, existem
estudos que observam o potencial contraceptivo dos peptideos antimicrobianos
(Reddy, et al., 2004; Zairi et al., 2008).

Ja foram identificados mais de 850 peptideos antimicrobianos diferentes em

diversos organismos (Wang e Wang, 2004), muitos ja isolados e caracterizados;



outros tiveram sua sequéncia predita a partir do genoma do hospedeiro. Os
peptideos antimicrobianos sao expressos constitutivamente ou quando o hospedeiro
€ exposto ao patdogeno na forma de pré-pré-peptideos, que consistem de um
peptideo-sinal N-terminal, um pré-segmento e um peptideo C-terminal catiénico, que
demonstra possuir atividade antimicrobiana efetiva apds a clivagem do restante do
pré-propeptideo (Hecht, 1999).

O uso de técnicas espectroscopicas, em particular a ressonancia magnética
nuclear (RMN), permite estudar detalhes estruturais de praticamente todos os
peptideos antimicrobianos, levando a um melhor entendimento de sua estrutura e de
sua forma de acdo. Assim, um segundo modo de classificar os PAM, baseado em
estudos espectroscopicos, sugere agrupa-los em cinco grandes grupos (Epand e
Vogel, 1999; Reddy et al., 2004):

1. Peptideos que formam a-hélices: sdo peptideos anfipaticos, que formam
uma a-hélice com superficies hidrofébicas e catibnicas. Hélices anfipaticas
ndo catibnicas sao menos seletivas, agindo tanto sobre microorganismo
guanto sobre células de mamiferos. Cecropinas de insetos e magaininas
de sapos sdo exemplos deste grupo de peptideos antimicrobianos.

2. Peptideos que formam estruturas B: sdo peptideos geralmente
estabilizados por uma ou duas pontes dissulfeto. Podem exibir estruturas
do tipo folhas B antiparalelas (como € o caso da tanatina isolada do
hemiptero P. maculiventris), motivos do tipo B-hairpin (como os exibidos
pelas taquiplesinas e polifemusina Il, obtidas a partir do caranguejo-
ferradura), entre outros.

3. Peptideos ricos em residuos de cisteina: os peptideos HNP-1, HNP-2 e

HNP-3 isolados de neutréfilos humanos sdo exemplos de peptideos



antimicrobianos ricos em Cys. Neste caso especifico, sdo peptideos de 30
residuos, dos quais seis sdo Cys, que formam trés pontes dissulfeto
intramoleculares, que resultam em uma estrutura de trés folhas p
antiparalelas.

4. Peptideos ricos em um determinado aminoé&cido: as estruturas desses
peptideos podem variar entre a-hélices e estruturas do tipo . Exemplos
desses peptideos sdo as Histatinas (Hsts), isoladas a partir da saliva
humana, que s&o ricas em residuos de His e as catelicidinas dos
vertebrados, ricas em residuos de Pro.

5. Peptideos derivados da protedlise de proteinas: sao peptideos como o
fragmento 33-61 da cadeia o da hemoglobina e a lactoferricina.

Os mecanismos de acdo dos peptideos antimicrobianos podem variar de
acordo com o patogeno atacado. Seu alvo pode ser tanto a membrana celular
guanto organelas intra-celulares.

Quando o alvo € um virus, a distribuicdo das cargas em um peptideo e a
adocdo de uma estrutura secundaria, seja a-hélice, sejam estruturas 3, parecem ser
mais importantes do que sua carga total e a natureza dos residuos aromaticos
(Jenssen et al., 2006). O bloqueio da acao viral pode ocorrer de varias formas. Na
primeira delas, o PAM pode ligar-se eletrostaticamente ao heparan sulfato, o
glicosaminoglicano mais importante no que diz respeito a interacdo entre virus e
célula, bloqueando a associacdo do virus e nao permitindo a infeccdo da célula
(Andersen et al., 2004). Os PAMs também podem impedir a infec¢ao viral inibindo a
interacdo entre os virus e as juncdes celulares e/ou a formacdo de sincicio
(Murakami et al., 1997). A interacdo de PAMs com receptores especificos da célula

hospedeira, agindo como antagonistas do virus, ou com glicoproteinas do envelope



viral também pode ser outro mecanismo de acdo antiviral (Wang et al., 2004).
InteracBes com o envelope viral e com a membrana plasméatica da célula hospedeira
também foram observadas, sendo que a composi¢do lipidica tanto da membrana
celular quanto do envelope viral, se este for constituido por fosfolipidios, séo
primordiais para a interacao (Robinson Jr. et al., 1998). Por fim, PAMs podem atingir
alvos intracelulares, como o ndcleo, ribossomos e mitocondrias, interferindo na
replicacdo do DNA, sintese de proteinas e nivel energético da célula, impedindo a
infeccao e replicacao viral (Marcello e Palu, 1995).

Os PAMs com atividade bactericida sdo os melhor estudados na literatura.
Mesmo que o PAM tenha como alvo uma organela intra-celular, o primeiro passo é a
ligacdo a membrana celular da bactéria.

A primeira interacdo entre o PAM e a membrana citoplasmatica da bactéria
eletrostatica, pois o PAM tem carga positiva em pH fisiologico e a monocamada
externa da membrana citoplasmatica de bactérias tem carga liquida negativa
(Yeaman e Yount, 2003). Esse aspecto € importante para a seletividade do PAM no
gue se refere a atividade hemolitica. Tomando-se a magainina, um PAM isolado do
sapo Xenopus laevis, um aumento de cargas positivas aumenta sua atividade
bactericida, sem aumentar sua atividade hemolitica. No entanto, essa relacdo nao é
linear, uma vez que, um aumento indiscriminado na carga positiva leva a uma
diminuicdo da atividade antimicrobiana, provavelmente pela maior interacédo entre as
cargas do peptideo e as cabecas polares dos fosfolipidios, prevenindo a
translocacdo do primeiro para o interior da célula (Dathe et al., 2001). O potencial
negativo da membrana atua como agente concentrador de peptideos no entorno da

membrana, de acordo com a teoria de Gouy-Chapman (Seelig, 2004)



Outro aspecto importante para a a¢do bactericida o momento hidrofébico, que
define 0 quao anfipatico é um peptideo; essa propriedade é definida pela soma
vetorial das hidrofobicidades individual dos residuos de aminoacidos. O momento
hidrofébico é bastante dependente da estruturacdo do peptideo, seja em a-hélice,
seja em estruturas . A flexibilidade estrutural de um PAM também € um aspecto
importante na acdo do peptideo, uma vez que costuma ocorrer uma transicao
conformacional entre a estrutura do peptideo em solucdo e o peptideo ligado a
membrana plasmatica (Yeaman e Yount, 2003).

Parece claro que o mecanismo de acao dos peptideos antimicrobianos (figura
01) depende do balanco entre as propriedades tanto do proprio peptideo quanto da
membrana plasmatica da célula-alvo. Com base nessas variacdes, pode-se propor
trés formas de interacdo entre o PAM e a membrana citoplasmatica:

1. Modelo barrel stave: este modelo (Ehrenstein e Lecar, 1977; Breukink e
de Kruijff, 1999) propde a formacdo de canais e/ou poros
transmembranares através da associacdo de PAMs anfipaticos, cujas
faces hidrofobicas interagem com as cadeias longas dos fosfolipidios e a
porcdo hidrofilica esta voltada para o interior do poro ou canal. Sao
necessarias poucas moléculas do peptideo para permitir a formacdo do
poro, ja que cada peptideo ligado & membrana reconhece outro peptideo,
oligomerizando-se e formando o poro. A formacédo desse poro se da por
etapas, a saber (i) ligacdo do peptideo na forma monomérica a membrana,
assumindo uma estrutura secundaria; (i) recrutamento de outros
peptideos monomeéricos para que ocorra a formacéo do poro; (iii) insercéo
dos peptideos estruturados na porgdo hidrofébica da membrana,

perpendicularmente a superficie, e finalmente, (iv) vazamento do contetudo



intracelular, levando a célula & morte. A alameticina, sintetizada pelo fungo
Trichoderma viride, € um exemplo de PAM com esse mecanismo de agao
(Beven et al., 1999; Samsom, 1991; Yang et al., 2001).

2. Modelo do poro toroidal: (Yang et al., 2000; Yang et al., 2001) de forma
analoga ao modelo barrel stave, os peptideos ligam-se a membrana e
estruturam-se. Devido a propensdo a formar curvatura positiva da
membrana na regido da ligacdo do peptideo, induzida por fosfolipidios
como a fosfatidilcolina, a membrana também curva-se quando os
peptideos inserem-se paralelamente a normal da membrana
citoplasmatica, sendo que o poro é entdo constituido tanto pelos PAM
guanto pelas cabecas polares dos fosfolipidios. A magainina 2, isolada do
anfibio Xenopus laevis, € um exemplo de PAM com esse tipo de
mecanismo de acao (Ludtke et al., 1996; Matsuzaki, 1998).

3. Modelo carpete: (Shai e Oren, 2001) neste modelo, os peptideos
antimicrobianos entram em contato com a cabeca polar dos fosfolipidios
gue compdem a membrana citoplamsatica, até atingirem uma determinada
concentracdo (e formando um carpete sobre as cabecas polares dos
fosfolipidios). Este “carpete” de peptideos permeia a membrana como se
fosse um detergente, e ndo requer a formacdo de um poro propriamente
dito, nem a conformacéo do peptideo em uma estrutura especifica. Um
exemplo de PAM com essa atividade € a cecropina P1, isolada a partir de
intestino de porco (Rozek et al., 2000; Sitaram e Nagaraj, 1999).

Além disso, existem PAM que ligam-se a receptores de membrana e séo

internalizados em seguida. A nisina, sintetizada pela bactéria Lactococcus lactis e

muito utilizada como conservante de alimentos, liga-se a um componente envolvido



na sintese do peptideoglicano (Breukink e Kruijff, 1999). Hst-5 também parece ligar-
se a duas proteinas de choque térmico de C. albicans, sendo internalizadas em
seguida (Li et al., 2003; Li et al., 2006). Nesses casos, o PAM atravessa a
membrana citoplasmatica e acumula-se no citoplasma, e tém como alvo organelas
e/ou processos intra-celulares. O PAM isolado a partir de plaquetas de mamiferos t-
PMP-1, por exemplo, atravessa a membrana de S. aureus sem causar maiores
danos, mas, uma vez no interior da célula-alvo, causa inibicdo da sintese de DNA e
RNA (Xiong et al., 2002). Outro exemplo de PAM com alvo intracelular € a buforina
II, que liga-se ao DNA e RNA de E. coli, inibindo as funcdes celulares (Park et al.,

1998).



Figura 01. Representacdo pictorica dos mecanismos de acdo de PAM. A membrana celular
esta representada em amarelo, e os PAM, representados em vermelho e azul. Os modelos
indicados séo: (A) peptideos que ndo agem diretamente sobre a membrana celular, sendo
internalizados apos interacdo com receptores, (B), modelo do poro toroidal; (C), modelo
barrel stave e (D), modelo carpete. Estdo representados ainda os mecanismos de ac¢édo dos
PAM ndo membranoliticos: (E), inibicdo da sintese de &cidos nucléicos; (F), inibicdo de
sintese protéica; (G), inibicAo de enzimas envolvidas no dobramento de proteinas; (H)
inibicdo de enzimas envolvidas na modificacdo de aminoglicosideos e (l), inibicdo de
enzimas envolvidas na sintese de componentes da parede celular (adaptado de Jenssen et
al., 2006)



Nos ultimos anos, vém crescendo o conhecimento sobre peptideos
antifingicos; em comum com o0s peptideos bactericidas, os PAMs antifungicos
mostram grande diversidade de seqUéncia e estrutura secundéria. Peptideos
antifingicos frequentemente apresentam motivos de ligagdo a moléculas como
quitina e heparina (Huang et al., 2000; McCabe et al., 2002). Peptideos bactericidas
como a magainina, quando conjugados a acidos graxos como o &cido palmitico,
revelam possuir também atividade antifingica (Avrahami e Shai, 2003).

De forma andloga a acdo bactericida, muitos peptideos agem sobre a
membrana citoplasmatica do fungo, ou sobre a parede celular (Jang et al., 2006). No
entanto, boa parte dos PAMs antifungicos ainda ndo tem seu mecanismo de acao
bem esclarecido. Os principais alvos apontados até o momento sdo a mitocéndria,
gerando radicais livres, ou ligacdo a acidos nucléicos, mas ndo existe consenso a

esse respeito (Helmerhorst et al., 1999a; Helmerhorst et al., 2001a; Veerman et al.,

2004; Melino et al., 2006).

1.2. HISTATINAS

Os peptideos antimicrobianos da familia das Histatinas (Hsts) foram isolados
pela primeira vez em 1986 (Oppenheim et al., 1986), e eram reconhecidos a época
como polipeptideos ricos em histidina (histidine-rich polypeptide — HRP, Pollock et
al., 1984), e somente em 1988 receberam o nome atual (Oppenheim et al., 1988).

Isoladas a partir das secre¢des das glandulas salivares parotidas, as Hsts
fazem parte de um sem-numero de peptideos antimicrobianos encontrados na saliva
humana e de alguns primatas. Dentre os peptideos identificados, podemos destacar
as proteinas ricas em prolina (proline-rich proteins — PRP), estaterinas e S-cistatinas.
Todos estes peptideos séo extremamente ricos em um ou dois aminoacidos

especificos (Oppenheim et al., 1988; tabela I).



Tabela I. Predominancia de aminoacidos especificos em alguns dos PAM
presentes na saliva humana.

Familia de PAM Aminoé&cidos predominantes
Hsts His e Tyr
PRPs Pro e Gli
Estaterinas Pro e Tyr

A familia das Hsts € formada por peptideos de cerca de 3 a 4 kDa, que
possuem carga positiva em pH fisiol6gico. Hsts apresentam acdo bactericida e
bacteriostatica contra Streptococcus mutans (MacKay et al., 1984), e inibem a
formacgao do biofilme de S. mutans, S. sanguis, S. mitis e Porphyromonas gingivalis
(Murakami et al., 1991; Payne et al., 1991) que da origem a formacéo de caries e
placas bacterianas na cavidade oral (Lenander-Lumikari e Loimaranta, 2000; Hicks
et al., 2003). Histatina-5 (Hst-5) € gerada proteoliticamente a partir de Hst-3, durante
a maturacao dos granulos nas glandulas salivares parétidas (Messana et al., 2008),
sendo que esses dois peptideos sdo os mais estudados, por sua maior acao
fungicida (Xu et al., 1991).

A Hst-5, alvo deste projeto, € produto da protedlise do fragmento N-terminal
da Hst-3 (tabela Il) (Hardt et al., 1995; Messana et al., 2008).

Tabela Il. Sequéncia primaria de algumas das Hsts encontradas na saliva humana, com
destaque para a Hst-5.

Hst Estrutura primaria

Hst-1 DS"HEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN?
Hst-2 RKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN
Hst-3 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN
Hst-4 RKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN

Hst-5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
Hst-6 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYR
Hst-7 RKFHEKHHSHRGY

Hst-8 KFHEKHHSHRGY

Hst-9 RKFHEKHHSHRGYR
Hst-10 KFHEKHHSHRGYR
Hst-11 KRHHGYKR
Hst-12 KRHHGYK

*S” representa um residuo de serina fosforilado.



O fungo oportunista Candida albicans causa infec¢cdes sistémicas e nas
mucosas em seres humanos imunodeprimidos, como acontece em pacientes HIV
positivos, transplantados e aqueles submetidos a tratamentos antitumorais
agressivos (Edgerton et al., 1998). Ao mesmo tempo em que aumentam em numero
as drogas para profilaxia e tratamento dessas infec¢cdes causadas por fungos,
aumentam também o numero de cepas resistentes a essas drogas (Sanglard e
Odds, 2002). Por outro lado, drogas como a anfotericina B sdo extremamente
eficientes, mas sdo também muito nefrotoxicas (Hartsel e Bolard, 1996). Dessa
forma, a procura por novos antifingicos, que sejam tanto eficientes como pouco
toxicos € um tema de importancia crucial para uma melhora do tratamento de
individuos imunodeprimidos.

Hst-5 surge como uma promessa entre essas novas drogas, pela sua notavel
acao contra C. albicans (Raj et al., 1990; Edgerton et al., 1998; Situ e Bobek, 2000).
Diversos estudos relatam essa propriedade da Hst-5, e ressaltam a importancia do
dominio C-terminal do peptideo, bem como da sua conformacéo para que a agao
fungicida seja a desejada (Raj et al., 1990; Ramalingam et al., 1996). No entanto,
existem estudos que consideram que a conformacao a-helicoidal ndo é importante
para a atividade antifiUngica da Hst-5 (Situ et al., 2000).

A conformacdo do peptideo em solucdo aquosa é predominantemente ao
acaso, enquanto que em solventes apolares, como trifluoroetanol, metanol ou
dimetilsulféxido, o peptideo adota uma conformacdo em a-hélice (Brewer et al.,
1998; Raj et al., 1998; lovino et al., 2001). Na presenca de micelas constituidas de
lisofosfatidilglicerol, Hst-5 adota uma conformacé&o do tipo dobra  (Situ et al., 2000),
enquanto que em vesiculas de carga liquida negativa e na presenca de Zn*", o

peptideo estrutura-se em a-hélice (Melino et al., 1999).



Apesar dos diversos estudos na presenca de membranas modelo e in vivo,
(Helmerhorst et al., 2001b; Ruissen et al., 2001; Petruzzelli et al., 2003; den Hertog
et al., 2004; Veerman et al., 2004; Wunder et al., 2004; den Hertog et al., 2005) o
mecanismo de acdo da Hst-5 ainda ndo estd claro, mas sabe-se que 0 processo
inicia-se quando o peptideo liga-se a duas proteinas de choque térmico 70 kDa,
Ssalp e Ssazp (Li et al., 2003; Li et al., 2006), presentes na membrana plasmatica
de C. albicans, sendo entéo internalizado. Essa hipotese ja havia sido levantada em
1998 por Edgerton et al.. Cepas de C. albicans que ndo expressam ambas as
proteinas sdo resistentes a acado da Hst-5 (Li et al.,, 2003; Li et al., 2006). A
translocacdo da Hst-5 através da membrana € apenas residual (den Hertog et al.,
2004; den Hertog et al., 2005). O alvo da Hst-5 €, provavelmente, a mitocondria
(Helmerhorst et al., 1999a; Helmerhorst et al., 2001b; Ruissen et al., 2001;
Helmerhorst et al., 2002; Petruzzelli et al., 2003;), interferindo no transporte de
elétrons, gerando radicais livres e desencadeando a apoptose (Helmerhorst et al.,
2001a), mas dois trabalhos contrariam essa hipétese (Veerman et al., 2004; Wunder
et al., 2004). Existe a hipotese que a exposicao de C. albicans a inibidores de cadeia
respiratéria protege o fungo da acédo de Hst-5 (Gyurko et al., 2000; Gyurko et al.,
2001), mas existe um trabalho que atribui essa protecdo ndo ao bloqueio da
mitocdndria, mas sim ao impedimento da internalizacdo do peptideo pela maior
rigidez da membrana na presenca desses inibidores (Veerman et al., 2007).

Hst-5 induz a expresséo de genes ligados a adaptacéo ao estresse osmaotico
(Vylkova et al., 2007) e também induz a saida de ATP e K™ através do canal de
potassio TRK1 (Baev et al., 2003; Koshlukova et al., 2000; Vylkova et al., 2006), mas
esse ultimo fenbmeno n&o é determinante para a acédo de Hst-5 (Baev et al., 2003).

Hst-5 ndo é hemolitica (Helmerhorst et al., 1999b), e age como um peptideo que



penetra células (cell penetrating peptide, CPP) contra Leishmania, sendo que a
mitocondria do protozoério € seu alvo (Luque-Ortega et al., 2008). Hst-5 pode ainda
agir contra outras espécies de Candida (Gyurko et al., 2001), inibir a acdo da
leucotoxina produzida por Actinobacillus actinomycetemcomitans (Murakami et al.,
2002), uma bactéria gram-negativa implicada em periodontite juvenil; seu C-terminal
pode atuar como inibidor de metaloproteases de matriz extracelular (Gusman et al.,
2001a), além disso, foi determinada sua atividade inibitéria sobre a cisteino-protease
clostripaina (Gusman et al.,, 2001b), enzima esta utlizada pelo Clostridium
histolyticum em sua ativade proteolitica, degradando células musculares do
hospedeiro, levando a destruicio em massa dos tecidos. A Hst-5 também
demonstrou atividade inibitoria sobre as colagenases e enzimas da familia da
tripsina do Porphyromonas gingivalis (Gusman et al.,, 2001a). Além disso, foi
demonstrada a capacidade de Hst-5 ligar-se ao DNA (Melino et al., 1999).

A atividade bactericida de Hst-5 é apreciavel apenas em meios de cultura com
baixa forca ibnica. Nessas condi¢cdes, o peptideo € letal para S. mutans, S. aureus,
P. gingivalis, P. aeruginosa e A. actinomycetemcomitans (Groenink et al., 2003). Hst-
5 néo apresenta atividade hemolitica (Helmerhorst et al., 1997). Fragmentos do C-
terminal de Hst-5, com modificacbes pontuais que aumentam seu momento
hidrofébico, no entanto, apresentam atividade hemolitica e aumentam em trés vezes
sua letalidade contra C. albicans (Helmerhorst et al., 1997).

A Hst-5 apresenta ainda outro aspecto interessante, que € a presenca de
motivos de ligacdo a fons metdlicos, especialmente Zn** e Cu?" (Brewer e Lajoie,
2000; Grogan et al.,, 2001; Gusman et al.,, 2001c, figura 02). Este aspecto é

importante, uma vez que a saliva humana possui diversos ions metalicos em sua



composicéo, como por exemplo Mg?*, zn*, Cu®*, Mn%, Ni** e Co*', além do Ca*,

gue esta presente em concentracdes da ordem de milimolar (Gusman et al., 2001c).

DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

Figura 02. Dominios de ligagdo ao zinco (em vermelho) e ao
cobre (em verde) encontrados na Hst-5 (REF).

O Zn*" pode ligar-se ao dominio HEXXH no C-terminal da Hst-5. Este dominio
€ encontrado em metalo-proteases dependentes de zinco e em toxinas que se ligam
ao zinco (Grogan et al., 2001). Na presenca de Zn?*, a Hst-5 tem a capacidade de
fundir vesiculas unilamelares pequenas de carga negativa (Melino et al., 1999), além
de potencializar a acéo contra E. fecalis (Rydengérd et al., 2006). J& Cu?* pode ligar-
se ao dominio DSH (figura 05), encontrado no N-terminal da Hst-5 (Grogan et al.,
2001; Gusman et al., 2001c), e o fragmento sintético C-terminal de Hst-5 contendo
0s sitios acima descritos mostrou ser capaz de ligar-se ao DNA e hidrolisa-lo (Melino
et al., 2006). O fragmento sintético N-terminal de Hst-5 contendo o sitio de ligacéo
de Cu®" apresenta atividade oxidativa (Cabras et al., 2007). O Ca*", que é o metal
mais abundante na saliva humana, demonstrou ndo possuir afinidade com a Hst-5
(Grogan et al., 2001; Gusman et al., 2001c). No entanto, Ca*" pode ser o
responsavel por diminuir a atividade antifingica in vivo da Hst-5, pois diminui a
capacidade de ligacdo do peptideo a membrana de C. albicans (Dong et al., 2003), e
diminui a capacidade de manter o efluxo de ATP a partir do interior da célula (Dong

et al., 2003; Koshlukova et al., 1999).

1.3. O AMINOACIDO TOAC

A sintese do aminoacido TOAC (acido 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil-4-
amino-4-carboxilico, figura 03) foi descrita em 1967 (Rassat e Rey, 1967). Seu uso

para o estudo de peptideos através da espectroscopia de ressonancia



paramagnética eletrénica (RPE) foi introduzido na década de 1980 (Nakaie et al.,
1981; Nakaie et al., 1983). Inicialmente a técnica Boc permitiu apenas a introducéo
de TOAC na posicdo N-terminal. Com o desenvolvimento da técnica Fmoc foi

possivel incorporar TOAC em qualquer posi¢ao no peptideo (Marchetto et al., 1993).

Figura 03. O amino&cido TOAC.

O TOAC é caracterizado por uma estrutura heterociclica saturada contendo
um grupamento paramagnético, um radical nitroxido estabilizado pela presenca de
dois atomos de carbono tetrassubstituidos. Rigidamente configurado, o TOAC
estabiliza dobras p e hélices 31p /oo em peptideos lineares sintéticos (Toniolo et al.,
1998).

O TOAC possui uma banda de absorcéo relativamente fraca na regido do
visivel entre 420 e 450 nm com coeficiente de extincdo entre 5 e 20 relacionada a
transicdo n—n* do nitréxido (Toniolo et al., 1998). Sendo o TOAC um radical livre, é
um forte supressor de fluorescéncia, inclusive no caso de peptideos que contém
sondas fluorescentes naturais ou incorporadas. O grupamento nitroxido é capaz de
sofrer um processo reversivel de reducdo que pode ser monitorado por medidas de
RPE (Nakaie et al., 1983) e de voltametria ciclica (Toniolo et al., 1998). Produz um
alto grau de cristalinidade em seus derivados e em peptideos que o contenham,
permitindo até mesmo a determinagdo de estrutura por difracdo de raios-X. Mas,

uma das principais vantagens do TOAC sobre outros marcadores de spin € seu



carater rigido. A Unica limitacdo relevante de seu uso em estudos fisico-quimicos é a
dificuldade da caracterizacdo dos peptideos contendo TOAC por RNM devido ao
alargamento das linhas de ressonancia de prétons nos espectros de *H-RMN desses
peptideos devido ao efeito paramagnético produzido pelo radical livre nitroxido
(Toniolo et al., 1998).

A primeira andlise de propriedades conformacionais de um peptideo marcado
com TOAC através de RPE foi realizada com o horménio biologicamente vasoativo
angiotensina Il (All, DRVYIHPF). Anélogos marcados no N-terminal apresentaram
atividade biologica diminuida e seus espectros de RPE apresentaram sensibilidade a
transicbes conformacionais induzidas pelas condic¢des fisico-quimicas (Nakaie et al.,
1983). Os primeiros estudos com TOAC também demonstraram que 0s espectros de
RPE do aminoécido isolado e de peptideos onde TOAC foi incorporado na posicao
N-terminal sdo sensiveis ao estado de ionizacdo dos grupos amino e carboxila
(Nakaie et al., 1981; Nakaie et al., 1983). Posteriormente, o TOAC foi utilizado em
varios outros estudos de peptideos (Smythe et al., 1995; Toniolo et al., 1995;
Hanson et al., 1996). Em particular, os espectros de RPE de peptideos duplamente
marcados tem sido de muita utilidade no estabelecimento da conformacéo desses
peptideos, permitindo, por exemplo, a distincdo entre o-hélice e hélice 31 (Smythe
et al., 1995; Toniolo et al., 1995). Como mencionado acima, nesses estudos foi
verificado que o TOAC favorece a formacdo de dobras e hélices (Toniolo et al.,
1998). O TOAC também tem sido utilizado para monitorar a dinamica de redes
poliméricas durante a producdo das cadeias peptidicas (Cilli et al., 1997; Cilli et al.,
1999; Oliveira et al., 2002).

Com vista a peptideos biologicamente ativos, existem trabalhos que enfocam

a tricogina GA IV, um antimicrobiano que contém varios residuos de &cido amino



isobutirico (Aib) (Anderson et al., 1999; Crisma et al., 1997; Epand et al., 1999;
Monaco et al., 1999). Considerando que tanto o TOAC quanto o Aib séo glicinas
dissubstituidas, os residuos Aib da tricogina foram substituidos por TOAC e suas
propriedades conformacionais e funcionais foram investigadas por raios-X (Crisma et
al., 1997), RPE (Anderson et al., 1999; Monaco et al., 1999) e fluorescéncia (Epand
et al., 1999). Essa mesma abordagem vem sendo utilizada com a alameticina (Marsh
et al., 2007a; Marsh et al., 2007b; Bartucci et al., 2008). Outro PAM estudado através
da insercdo de TOAC é a gomesina, sendo que sua atividade antimicrobiana nao foi
afetada pela introducéo do aminoacido paramagnético no N-terminal (Moraes et al.,
2007).

Também foram realizados estudos utilizando a técnica da insercdo de TOAC
para marcar a regido do N-terminal de um peptideo sintético de 14 residuos, cuja
sequéncia corresponde aos residuos 253 a 266 do receptor mas, uma proteina de
membrana pertencente a familia de receptores acoplados a proteina G (GPCRS) que
responde ao horménio angiotensina (Pertinhez et al., 1995; Pertinhez et al., 1997).
Espectros de RPE foram examinados em solucdo e em presenca de membranas
modelo. A partir desses estudos, foi proposto que o pH, a polaridade e o ambiente
lipidico podem afetar a conformacdo das regides de receptores transmembranares
expostas a agua e, dessa forma contribuir para as mudancas conformacionais que
levam ao processo de transducédo de sinal.

Mais recentemente, foram estudados peptideos hormonais que se ligam a
GPCRs. Nesse contexto, derivados marcados do horménio melandcito estimulante
(x-MSH) contendo TOAC na regido do N-terminal (Barbosa et al., 1999) e de seu
analogo mais potente e de longa acao [Nle4, D-Phe7] a—MSH (Nakaie et al., 2001)

foram sintetizados e suas propriedades biolégicas e espectroscéopicas foram



examinadas. Esses foram os primeiros peptideos marcados com TOAC que
apresentaram 100% de atividade. Outros trabalhos (Bettio et al., 2002; Thomas et
al., 2005) tratam da sintese, atividade bioldgica, propriedades espectroscépicas e
interacdo com sistemas modelo de varios analogos do neuropeptideo Y contendo
TOAC, um outro peptideo que se liga aos GPCR.

Também foram sintetizados analogos do horménio vasoativo bradicinina (BK)
e da angiotensina Il contendo TOAC na regidao N-terminal e também internamente.
Os anélogos da angiotensina Il (All) foram TOACP-All, TOACAIl e TOAC3-All,
enquanto que os analogos de BK foram TOAC®BK e TOAC3-BK (Nakaie et al.,
1983; Marchetto et al.,, 1993; Barbosa et al.,, 2001; Nakaie et al., 2002). As
propriedades biolégicas dos horménios marcados na regido N-terminal foram
comparaveis as dos nativos, enquanto que os horménios marcados em outras
posicbes nao apresentaram atividade biolégica, provavelmente devido a uma
restricdo conformacional imposta pela introducdo do TOAC (Nakaie et al., 2002).
Estudos farmacoldgicos corroboraram essa hipétese (Nakaie et al., 2002; Santos et
al., 2008). Analogos de angiotensina | marcados com TOAC foram utilizados como
substratos para a enzima conversora de angiotensina, sendo que 0s peptideos
marcados no C-terminal ndo foram degradados, tendo sido a cinética enzimatica
acompanhada por RPE (de Deus Teixeira et al., 2007).

Em outro trabalho (Schreier et al., 2004) foram realizados estudos de CD,
RPE e fluorescéncia de All e seus analogos TOAC*-All e TOAC?-All e ainda de BK e
seus analogos TOAC’-BK e TOAC3-BK em solucdo aquosa, em funcdo do pH e da
adicdo de solvente trifluoroetanol (TFE). Foi observado que os peptideos marcados
na posi¢cao N-terminal apresentaram comportamento conformacional semelhante ao

dos peptideos nativos. Foi proposto que a auséncia da atividade dos analogos



marcados interiormente era devido a uma dobra imposta pelo TOAC e que impede
0s peptideos de adquirir a conformacdo adotada quando ligados aos receptores.
Estudos de fluorescéncia desses peptideos em solugcdo e em presenca de
membranas modelo foram recentemente realizados no nosso laboratério (Marin,
2007). O exame da interacdo desses peptideos com micelas através de CD e RPE
foi também relatado (Vieira et al., 2002; Vieira, 2004).

Mais recentemente, interacdo de peptideos p-amildides com membranas
modelo também vem sendo estudados através da insercdo do TOAC em sua
sequéncia (Esposito et al., 2006). TOAC também vém sendo utilizado para estudos
dinamicos de fosfolambana, que regula a bomba de Ca?" no reticulo sarcoplasmatico
cardiaco (Karim et al., 2006; Nesmelov et al., 2007; Zhang et al., 2007). Neste caso,
sao sintetizados tanto peptideos mimetizando fragmentos da fosfolambana (Zhang
et al.,, 2007) com também toda a proteina (Karim et al., 2006), incorporando o
aminoacido paramagnético nas posicbes 11 e 46, permitindo estudar as
conformacdes R e T (Karim et al., 2006; Zhang et al., 2007). Peptideos que se
inserem em membranas através de hélices inclinadas (Thomas e Brasseur, 2006)
também séo estudados incorporando TOAC as suas sequéncias (Inbaraj et al., 2006;

Karp et al., 2006).

2. OBJETIVOS

Com o objetivo de contribuir para a elucidacdo do mecanismo de acédo da Hst-
5 e estabelecer rela¢cbes estrutura-funcéo, foram realizados estudos conformacionais
e de atividade do peptideo e de seu analogo contendo TOAC na posicdo N-terminal
(TOAC®-Hst-5). Estudos estruturais foram realizados empregando-se as técnicas
espectroscopicas de CD, fluorescéncia e RPE. Propriedades conformacionais dos

peptideos foram estudadas em soluc¢do aquosa, em funcéo do pH, da adicdo de TFE



e da interacdo com ions complexantes de Hst-5, bem como em presenca de
membranas modelo — micelas e bicamadas - com diferentes composicdes lipidicas,
em particular diferentes cargas superficiais. A atividade dos peptideos foi investigada
em sistemas modelo através de medidas de conducéo ibnica em bicamadas lipidicas
planas (black lipid membranes, BLM) e de permeabilizacdo de vesiculas lipidicas.
Foi ainda examinada a atividade dos peptideos in vivo contra o fungo Candida

albicans, bem como sua acao hemolitica.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS
3.1.1. SINTESE DE PEPTIDEOS

Os peptideos Hst-5 e TOAC’Hst-5 (tabela Ill) foram sintetizados no
Departamento de Biofisica da Universidade Federal de S&do Paulo pelo grupo do
Prof. Dr. Clovis R. Nakaie, empregando o método de sintese em fase sdlida
(Merrifield, 1963; Stewart e Young, 1984). A estratégia t-BOC (tert-butiloxicarbonil)

foi empregada para a sintese do peptideo marcado com TOAC no N-terminal.

Tabela lll. Peptideos estudados.

Peptideo Estrutura primaria
Hst-5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
TOACP-Hst-5 TOAC-DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

3.1.2. REAGENTES

Os sais utilizados para a preparacao dos tampdes foram citrato de sédio, da
J.T. Baker Chemicals Co., acido bdrico e fosfato de sodio dibasico, da Merck S.A..
Na titulagdo com ions metalicos, foram utilizados cloreto de zinco e sulfato de

cobre(ll) da Merck S.A. e cloreto de manganés(ll) da Labsynth. A acrilamida



(CH,=CH-CONH,) utilizada nos experimentos de supressao de fluorescéncia é da
Bio-Rad, 5,6-carboxifluoresceina (CF) foi adquirida da Kodak.

Os lisofosfolipidios (Avanti Polar Lipids) utilizados foram 1-palmitoil-2-hidroxi-
sn-glicero-3-fosfocolina (LPC) e 1-palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-

glicerol)] (LPG) (figura 04).
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Figura 04. Estruturas quimicas de LPC (A) e LPG (B).

Os fosfolipidios (figura 05, Avanti Polar Lipids) utilizados foram 1-palmitoil-2-
oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina  (POPC), acido 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidico (POPA), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)] (POPG), L-
o-fosfatidiletanolamina transfosfatidilada a partir de fosfatidilcolina de ovo de galinha
(ePE) e L-a-fosfatidilserina de cérebro (bPS). Cardiolipina (CL) de coracdo bovino foi
adquirida da Sigma. Esfingomielina (SM) de cérebro de porco foi adquirida da Avanti
Polar Lipids. Foram utilizadas ainda azolecitina (ASO) de soja, de composicao
fosfatidilcolina (PC), 29%; fosfatidiletanolamina (PE), 30%; fosfatidilinositol (PI), 26%;
acido fosfatidico (PA), 14%; fosfatidilserina (PS), 1%, apresentando cadeias
hidrocarbonadas de diferentes comprimentos e grau de insaturacdo, com e sem
ramificacBes, da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO) e difitanoilfosfatidilcolina

(DPhPC) da Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL).
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Figura 05. Estruturas quimicas de POPC (A), POPA (B), POPG (C), PE (D), PS (E), CL (F)
e SM (G) e DPhPC (H). Os esquemas de barras a direita das figuras D-G apresentam a
composicao de acidos graxos dos fosfolipidios empregados.

Os esterais (figura 06) utilizados foram colesterol (COL), adquirido da Sigma e

ergosterol (ERGO), adquirido da Fluka and Riedel-de-Haén.




Figura 06. Estruturas quimicas do colesterol (A) e ergosterol (B).

3.2. METODOS
3.2.1. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DOS PEPTIDEOS

As concentracdes das amostras foram determinadas em espectrofotdmetro
UV-Vis Hitachi U-2010, lendo-se a absorbéancia a 280 nm, e utilizando-se um € da
ordem de 2560 M-cm™, correspondendo a dois residuos de tirosina (€=1280 M-cm™)
(Gill e von Hippel, 1989). O peptideo marcado com TOAC também foi quantificado
por RPE, utilizando-se como padrdo o nitréxido TEMPOL (4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametil-piperidinil-1-oxil, Barr et al., 1996). O tampao utilizado nos estudos de pH e
micelas foi fosfato-borato-citrato (PBC) 5,0 mM, no pH desejado. Nos estudos em
presenca de ions metdlicos, titulacdo com cloreto de sodio e titulagdo com SUVSs, foi
utilizada agua deionizada, ajustando-se o pH para o valor desejado com pHmetros

Metrohm 654 e Mettler-Toledo 320.



3.2.2. RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE) (SCHREIER, 1979)

A RPE é uma técnica espectroscopica que depende da presenca de espécies
contendo pelo menos um elétron desemparelhado (espécies paramagnéticas). A
técnica se baseia na aplicacdo de um campo magnético, H, sob a acdo do qual os
niveis de energia do momento magnético de spin (ms) se tornam divergentes (figura
07, Carrington e McLachlan, 1967; Wertz e Bolton, 1972). No caso de um elétron
desemparelhado, se for aplicada a energia adequada (hv, figura 07), é possivel
induzir a transicdo entre os dois niveis (ms = -2 e mg = +%). Essa absorcao de
energia vai gerar um espectro, normalmente registrado como derivada primeira da
absorcéo (figura 07).

A condicdo necessaria para que ocorra a transicao entre os dois niveis é dada
pela equacao

hv = gpH (1)
onde h é a constante de Planck (6,62 x 102" erg.s), v é a freqiiéncia da radiacdo
incidente, g € um fator caracteristico do elétron (g = 2,0023 para o elétron livre), p &
o magneton de Bohr (B = 9,27408 x 10! erg.G™) e H é o campo magnético aplicado.
Quando se emprega o espectrometro de banda X, o campo aplicado € de cerca de 3
kG e a frequéncia de microondas € de cerca de 9 GHz. Geralmente, o registro do

espectro é feito como a primeira derivada do espectro de absorcéo.
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Figura 07. Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrénico em
presenca de um campo magnético. Os espectros de RPE registram, em
geral, a derivada primeira da absorcéo (Schreier, 1979).

3.2.2.1. ESPECTROS DE RPE DE NITROXIDOS (SCHREIER, 1979)
A energética de transi¢cdes envolvendo o momento magnético de spin pode

ser representada através da hamiltoniana de spin, a qual é expressa pela equacéo

),

el

— I o
#=pH5-S+8:

|

i — f
1= BN'H'EN'I +3troca + Fdipolo (2)

|

onde o primeiro termo representa a interacao eletrénica de tipo Zeeman, o segundo,
a interacdo hiperfina (spin eletrénico-spin nuclear), o terceiro, a interacdo entre o
spin nuclear e o campo magnético (que é desprezivel nas condigcbes normais do
experimento de RPE) e Hyoca € Haiipolo representam as energias envolvidas em
interacdes entre elétrons livres, que ocorrem em bi- ou poli-radicais ou em
concentracdes elevadas de mono-radicais e também entre radicais e ions metélicos

paramagnéticos. #ioca depende da interpenetracdo dos orbitais das espécies



paramagnéticas, e Hapolo depende da geometria do sistema, uma vez que envolve
uma dependéncia angular (Wertz e Bolton, 1972). Na equacéo (2), H é o vetor do
campo magnético, B € Pn S80 0s magnetons de Bohr eletrénico e nuclear,
respectivamente, gy € o fator de desdobramento nuclear Zeeman, g € o tensor g do
elétron, S é o operador de momento angular do spin do elétron, T é o operador de
momento angular de spin nuclear e T (ou A) € o tensor de desdobramento hiperfino.
Em radicais nitroxido, a maior parte da densidade eletronica esta localizada
no atomo de nitrogénio. O is6topo mais abundante do nitrogénio, **N, possui spin
nuclear |l igual a 1, apresentando, na presenca de um campo magnético, trés valores
para 0 momento magnético de spin nuclear (M, = -1, 0, +1). A interacdo entre o0 spin
nuclear e o spin eletrénico da origem ao desdobramento hiperfino (segundo termo
da equacdo 2), causando o desdobramento de cada nivel energético de spin
eletrénico em trés (figura 08). Portanto, na auséncia de interagdes spin eletrénico-
spin eletrénico (Hioca € Haipoo = 0), podem-se observar trés transicdes, uma vez que
somente transicdes com AM, = 0 sdo permitidas. A separacéo entre as linhas é o

desdobramento hiperfino (an).
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Figura 08. Desdobramento dos niveis de energia do spin eletrbnico para um atomo com
spin nuclear (I=1). A separacéo entre as linhas espectrais mede o desdobramento hiperfino
(Schreier, 1979).



3.2.2.2. DEPENDENCIA DOS ESPECTROS DE RPE DA MOBILIDADE (SCHREIER, 1979)
Espectros de RPE de radicais nitréxido dependem da orientacdo dos eixos
principais (x, y e z) em relagdo ao campo magnético aplicado. O sistema de
coordenadas convencionalmente atribuido ao radical nitréxido esta representado na
figura 09, onde o eixo x coincide com a direcdo da ligacdo N—O e 0 eixo z com a

orbital 2pn do nitrogénio onde ha maior probabilidade da presenca do elétron

desemparelhado.

Tyy = 6G
A |
[
|
at
K T = 326G long axis
————————— O—szo‘———————-—-——— e e B B ESe=aes e
N
D08 OH
N
E 0
Tu=66
|
Hwx

=

Huz

o5 4

g=20036

Figura 09. Sistema de coordenadas convencionalmente atribuidas ao radical nitroxido (A) e
espectros do radical di-t-butil nitréxido incluido em um monocristal diamagnético de
tetrametil-1,3-ciclobutadiona (B). Os espectros foram obtidos para a direcdo do campo
magnético paralela aos eixos x (a), y (b), e z (c) do nitréxido (Griffith e Waggoner, 1969)

Moléculas esféricas em fluidos isotropicos em geral possuem movimento

isotropico caracterizado por um tempo de correlacdo rotacional, t. Se 0 movimento é



rapido na escala de tempo do RPE (t < 10° s), o espectro de um marcador de spin
apresentara valores de g e de desdobramento hiperfino (an) que sdo as médias dos
valores dos componentes principais (9xx, dyy, 9zz € Axx, Ayy, Azz, respectivamente). No
caso de nitroxidos, o valor de desdobramento hiperfino € maximo na direcao do eixo
z pois é onde se encontra a maior parte da densidade eletrbnica do elétron
desemparelhado, e minimo nas direcdes x e y. Por outro lado, o valor de g € maximo
na direcdo x e minimo nas direcdes y e z. Os valores desses tensores, determinados
para dois marcadores de spin estdo na tabela IV.

Tabela IV. Principais valores dos tensores de desdobramento hiperfino e g de nitroxidos
orientados em cristais diamagnéticos.

Nitroxido . L O xx Oyy Ozz
diamagnético (G) (G) (G)

Cloreto de colesterila
CcSsL? (Gaffney e 6,3 5,9 31,9 2,0090 2,0060 2,0024
McConnell, 1974)

\ Tetrametil-1,3-ciclo
d " o butanodiona 5,9 54 32,9 2,0088 2,0058 2,0022
> (Griffith et al., 1965)

3CSL: 3-doxil-5a-colestano.

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 (figura 10). Quando o alargamento das linhas
espectrais é devido a diminuicdo da velocidade de tombamento da molécula, este
ocorre de forma diferencial, na seguinte ordem: linha central<linha de campo
baixo<linha de campo alto, para espectros obtidos em banda X (figura 10). Quando a
frequéncia do movimento se torna comparavel a diferenga entre os valores principais

de T ou g (medidos em unidades de frequéncia), obtém-se linhas de formas mais



complexas. Quando o movimento molecular é lento na escala de tempo do aparelho
(t > 3 x 10® s), cada molécula contribui com um espectro individual, obtendo-se
espectros chamados de pé, que representam a soma de todas as orientacées em

relacdo ao campo magnético.
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Figura 10. Espectros dos marcadores de spin TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-N-oxil-piperidina, a
direita) e TEMPOL (2,2,6,6-tetrametil-4-hidroxi-N-oxil-piperidina, a esquerda) em glicerol a
diferentes temperaturas. Os espectros a -36°C e -100°C correspondem a espectros de pé.
(Jost et al., 1971)

A partir das medidas das alturas e das larguras das linhas espectrais, pode-se
obter o tempo de correlacdo rotacional (tr). A teoria para o calculo de t foi

desenvolvida por Kivelson (1960) e Fred & Fraenkel (1963) e gera dois valores de t



(ts e 1c), sendo obtidos de duas expressfes distintas aplichveis a movimentos

rapidos e isotrépicos (5 x 10 <1< 3 x 10 s) (Kivelson, 1960), equacdes (3) e (4),

TB=_1'27X109%H h—o]—( h_o]] (3)

2 h+1 h—1

7o _1,19><109Vﬁ{[ h—f’}[ h—OJ—z} 4)
2 [\Vhy h,

onde W, € a largura pico a pico da linha de campo central e h, as alturas dos picos

(figura 11).

h.q| h

Figura 11. Espectro da TOACP-Hst-5 em tampéao PBC 5,0 mM, pH 5,0, mostrando as alturas
dos picos de campo baixo (h.,), central (ho) e alto (h.,).

O parametro ho/h.1, calculado a partir das alturas das linhas de campo central,
ho, € de campo alto, h.;, (figura 11), € um parametro empirico utilizado para analisar
0s espectros (Schreier et al., 1984). Em espectros correspondentes a movimento
isotrépico e rapido na escala de tempo do aparelho, os valores de ho/h.; ou ho/hsg
sdo proporcionais ao tempo de correlacdo rotacional; quanto mais lento o
tombamento da molécula, mais altos esses valores, devido ao alargamento

diferencial das linhas espectrais, como descrito acima.



Valores de ayn, também utilizados neste trabalho, sdo sensiveis a polaridade do

meio, aumentando com o aumento da polaridade (Schreier et al., 2004).

3.2.2.3. MOVIMENTO ANISOTROPICO EM BICAMADAS LIPIDICAS (SCHREIER ET AL., 1978A,
SCHREIER, 1979)

Uma molécula de marcador de spin intercalado em membranas, usualmente
de natureza lipidica, tende a orientar-se preferencialmente com o eixo longo
molecular paralelo a normal a bicamada lipidica (Griffith e Jost, 1976). Dependendo
da estrutura da molécula, esse eixo pode ser aproximadamente paralelo aos eixos X,
y, ou z do nitroxido. A forma das linhas espectrais e sua posi¢cdo no campo podem
ser calculadas assumindo-se um modelo que descreva o grau de orientacdo e
movimento da molécula no meio onde se encontra (figura 12).

eixo y eixo z

eixo X

Figura 12. Forma teodrica das linhas espectrais de 2-doxil propano de acordo com a rotacao
rapida em torno dos eixos longos moleculares.Em (A) espectros de baguetas e de absorgao
e (B), espectros de primeira derivada correspondentes. (Griffith e Jost, 1976)

O parametro de ordem (S) € uma medida da orientacdo molecular em relacao
a um eixo de referéncia. Em estudos com bicamadas, o eixo de referéncia é tomado
como a nhormal a bicamada (Gaffney e McConnell, 1974; Schreier et al., 1978a).

Para moléculas que descrevem movimentos perfeitamente isotrépicos, o

parametro de ordem sera igual a zero, e, de uma forma anéloga, para uma molécula



perfeitamente orientada, S = 1. Em casos intermediarios, S é correlacionado a

amplitude angular do movimento anisotrépico da molécula na bicamada (figura 13).
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Figura 13. Movimento anisotrépico de um marcador de spin intercalado na regiado lipidica da
membrana. A direcdo A, é paralela a normal a superficie da bicamada lipidica.

.

Para o célculo de S a partir do espectro de um marcador de spin intercalado
em membranas, € necessaria a obtencdo de espectros com o campo magnético
orientado paralelamente (0°) e perpendicularmente (90°) a normal a bicamada
lipidica. Dessa forma, sdo obtidos os desdobramentos hiperfinos paralelo e
perpendicular (A, e AL, respectivamente), que sao empregados para calcular o
parametro de ordem (Seelig, 1970; Hubbell e McConnell, 1971).

No caso de um marcador de spin com o0 eixo longo molecular orientado
paralelamente a normal a bicamada, onde o eixo longo molecular coincide
aproximadamente com a direcdo do componente principal do tensor hiperfino A, e
0 movimento ao redor desse eixo é rapido na escala de tempo do experimento, o
parametro de ordem é dado por

= [(An- AL [ Az = (Axx + Ayy) 1 2] (5)
onde Ay, Ay, € Az, representam os valores principais do tensor hiperfino e Ay e AL
sdo, respectivamente, os valores de desdobramento hiperfino medidos no espectro
para os marcadores com o0 eixo longo molecular aproximadamente paralelo e

perpendicular ao campo magnético. Se o movimento ao redor do eixo longo



molecular for rdpido na escala de tempo do aparelho, existe simetria cilindrica ao
redor desse eixo e o valor do desdobramento hiperfino no plano da membrana
corresponde a média dos valores de desdobramento hiperfino dos componentes
principais paralelos a esse plano, no caso (Ax + Ay) / 2.

O espectro de marcadores de spin em dispersdes lipidicas é uma somatoria
dos espectros de todas as orientacdes possiveis do eixo longo molecular em relacéo
ao campo magnético aplicado. Apesar da existéncia de uma distribuicao isotrépica
de lipidios, o espectro resultante é dependente da ordem local na bicamada e reflete
a orientacdo de cada molécula. Esse espectro resultante nem sempre permite o
calculo de S. (Schreier et al., 1978a).

Hubbell e McConnell (1971) mostraram que o0s espectros de alguns
marcadores de spin apresentam pontos dos quais € possivel extrair A, (extremos
externos) e AL (extremos internos, figura 14), permitindo o calculo de S a partir da

equacao ().
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Figura 14. Espectro de RPE de TOAC’-Hst-5 45 uM em tamp&o PBC 5 mM, pH 3,5, na
presenca de 9 mM de MLV (PE:POPG:CL, 80:15:5), mostrando os extremos externos (A;) e
internos (A.), utilizados no céalculo de S.



3.2.2.4. INTERAGAO SPIN-SPIN ENTRE NITROXIDOS E iONS METALICOS PARAMAGNETICOS

Como mencionado acima, interagdes spin-spin podem afetar os espectros de
RPE de espécies paramagnéticas. Essas interacbes podem ser de troca ou
dipolares.

No primeiro caso ndo existe uma dependéncia angular, sendo a interagao
determinada pela interpenetragdo das orbitais contendo o0s elétrons
desemparelhados dos dois sistemas envolvidos, que podem ser a mesma espécie
(nitréxido-nitréxido) ou duas espécies diferentes (nitroxido-ion metdlico, por
exemplo). Essa interagdo aumenta com o aumento da concentracdo (aumento na
frequéncia de colisbes e consequente aumento da frequéncia de troca) e com o
aumento da temperatura (Scandella et al., 1972).

A interacdo dipolar apresenta uma dependéncia angular com 0 campo
magnético. Essa interacao foi observada em um estudo da enzima creatina quinase
de musculo de coelho, onde grupamentos sulfidrila foram marcados covalentemente
com um grupamento nitréxido, tendo ocorrido a interacdo spin-spin quando foi
adicionado ATP contendo o fon paramagnético Mn?* no lugar de Mg** (Taylor et al.,
1969). Observou-se perda da amplitude do espectro, mas o espectro remanescente
mantinha a mesma forma das linhas espectrais. Esse resultado foi analisado
teoricamente por Leigh (1970), que mostrou que o fenémeno é devido a interacao
dipolar entre o ion e o grupamento nitroxido e ocorre quando ambos 0s centros
estao relativamente fixos. Nesse caso, a largura das linhas espectrais € dada por:

8Hobs = C(1 — 3c0s?0)? + 8Ho  (6),
onde 8Hgs € dHo sdo, respectivamente, as larguras da linha na presenca e na

auséncia do ion, 8 é o angulo formado pelo vetor que une as duas espécies e 0



campo magnético, e C é o coeficiente de interagcdo dipolar e que se relaciona com a
distancia r entre as duas espécies de acordo com a equagéo 7:

C = gpu’T./r°h (7)
onde g e B sédo, respectivamente, o fator g e o magneton de Bohr do elétron
desemparelhado do nitroxido, n € o momento magnético efetivo do dipolo, T; é o
tempo de relaxacéo spin-rede do metal e h € a constante de Planck.

De acordo com a teoria de Leigh, no caso de valores altos de C, o primeiro
termo da equacao 6 prevalece e ocorre o alargamento do espectro, de forma que ele
deixa de ser detectado. O espectro remanescente é aquele em que o primeiro termo
é igual a zero (0 que ocorre quando 6 = 54,73° (portanto, cos® 6 = 1/3), valor
chamado de angulo magico) ou muito pequeno (valores de 0 proximos do angulo
magico). Por esse motivo, 0 espectro remanescente mantém a forma das linhas do
espectro obtido na auséncia do ion paramagnético.

A equacdo 7 mostra que, quanto menor a distancia entre as duas espécies,
maior o valor de C. Leigh derivou uma curva que descreve a variacao da amplitude

em funcéo de C/ 8Hp (figura 15).
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Figura 15. Derivagdo da curva de amplitude em fungéo
da largura de linha na auséncia de ion (Leigh, 1970).



3.2.2.5. OBTENCAO DOS ESPECTROS DE RPE

Os espectros de RPE foram adquiridos em espectrometro Bruker EMX-200,
interfaciado com um microcomputador, a 22°C + 1°C. As amostras foram colocadas
em celas chatas de quartzo, para solugcbes aquosas (Wilmad, New Jersey, EUA). A
concentracdo dos peptideos nas amostras foi da ordem de 5 x 10° M. Foram
empregadas freqiiéncias da ordem de 9,9 GHz. Para os espectros de TOAC®-Hst-5,
o campo varrido foi de 100 G, a amplitude de modulacdo foi de 1,0 G (inferior a
largura das linhas espectrais), foram empregadas constantes de tempo da ordem de
300 ms, tais que a largura das linhas espectrais fosse percorrida em tempos
equivalentes a, no minimo, 10 constantes de tempo, e, em cada caso, foi efetuado o
numero de varreduras necessarias para se obter espectros com relacéo sinal/ruido
suficientemente alta para uma analise adequada. Nos estudos com o metal
paramagnético Mn**, o campo varrido foi de 1000 G, a amplitude de modulacéo
utilizada foi de 10,0 G, as constantes de tempo foram da ordem de 300 ms, e o
numero de varreduras foi o necessario para obter espectros com alta relacao
sinal/ruido. As integrais dos espectros, as alturas e as larguras das linhas foram

obtidas utilizando-se o programa WINEPR, da Bruker.

3.2.3. DICROISMO CIRCULAR (CD) (WoobY, 1996)

A técnica de CD detecta a atividade Optica de moléculas quirais originada pela
interacdo de centros assimétricos com a luz circularmente polarizada (figura 16).
Este fenbmeno é representado pela diferenca de absorcéo entre a luz polarizada a
direita e a esquerda, resultando em luz elipticamente polarizada. Em proteinas e em
peptideos os cromoéforos responsaveis pelo espectro de CD séo a ligacdo amida, os

residuos aromaticos de triptofano, tirosina e fenilalanina, e as pontes dissulfeto.



Proporgdes iguais de luz
circularmente polarizada a
dirgita ¢ a esq uct'-.lu\
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Figura 16. Representacdo esquematica do
fendbmeno de dicroismo circular.

A informacéo obtida a partir dos espectros de CD € a elipticidade:

0 =2,303- @& — A@@ (8)
Az

onde Ag e Ap sao, respectivamente, absorbancia da luz circularmente polarizada a
esquerda e a direita.

A rotacao ao redor da ligagdo O=C-NH da amida peptidica é restrita devido ao
carater de dupla ligacdo resultante da coplanaridade dos atomos CONH. Existem
apenas duas ligagbes cuja rotacao € permitida: Ca-NH, cujo angulo de rotacéao € ¢ e
CO-a-NH, cujo angulo de rotagéo € W (figura 17). Os angulos especificos ¢ e ¥ séo
0s responsaveis pelo espectro de CD caracteristico das estruturas secundarias, o-
hélice, folha f paralela e anti-paralela, varios tipos de dobras [ e estrutura
randémica. O cromoforo amida apresenta as transi¢cdes n—n*, centrada proximo a

220 nm, com energia de transicdo menor, e n—n* centrada em 190 nm.



Figura 17. Representacdo esquematica de ligacdo peptidica, evidenciando os angulos ¢ e
y. Em vermelho, estdo representados os atomos de oxigénio; em azul, atomos de
nitrogénio; em cinza claro, atomos de hidrogénio; em preto, os carbonos o do aminoacido;
em cinza escuro, 0os atomos de carbono do C-terminal do aminoacido, e em laranja, esta
representada a cadeia lateral do aminoacido.

Quando a proteina esta enovelada, o arranjo tridimensional dos cromoforos
afeta a estrutura eletrbnica e, em consequéncia, o espectro da proteina ou peptideo.
Para proteinas com estrutura ao acaso, as interacbes de longa distancia séo
minimas e seu espectro é composto das duas bandas, n—»n* e n—>n*. A estrutura
apresenta uma banda negativa n—n* centrada em 215 nm e uma banda positiva
n—7* centrada em 196 nm, as quais sao originadas pelos elétrons desemparelhados
do oxigénio da carbonila. O espectro de uma a-hélice possui essas mesmas bandas.
Contudo, ele € mais complicado, pois nele a transicdo n—n* é desdobrada em n—n*
(1), centrada em 191 nm (banda positiva), e n—n*(//) centrada em 208 nm (banda
negativa). A transicdo n—n* € deslocada para menor energia, centrada em 222 nm

(banda negativa). A figura 18 apresenta espectros caracteristicos de CD das

estruturas secundarias acima mencionadas.



Figura 18. Espectros de CD da poli(Lys) em a-hélice (a), folha
B anti-paralela (b) e ao acaso (c) (Greenfield e Fasman, 1969).
3.2.3.1. OBTENGAO DOS ESPECTROS DE CD
Os espectros foram adquiridos a 22°C £ 1°C, nos espectrometros Jobin-Yvon
CD-6 ou Jasco J-720, em celas de 0,2 e 0,5 mm de caminho Optico para 0s
experimentos em solucdo ou na presenca de micelas, e celas de 1,0 mm de caminho
optico, para os experimentos com SUVs, em concentracdes especificadas no item 4.
Foram realizados 8 espectros acumulativos de cada amostra, e dos espectros
resultantes era subtraido o espectro do tampao. Esses espectros foram submetidos
ao processo de filtragem pelo programa J-Y, da Jobin-Yvon ou pelo programa
Spectra Analysis, da Jasco, de forma a eliminar a interferéncia do ruido gerado
durante a aquisicdo. O comprimento de onda variou de 190 a 260 nm, com tempo de
integracdo de 1s e fenda de 2 nm. A calibracdo dos aparelhos foi efetuada com
acido d-10-canforsulfénico (CSA) e isoandrosterona (Chen e Yang, 1977).
A porcentagem de a-helice foi calculada através de trés métodos diferentes:

1. Equacao de Chen et al. (1974):



[6]a = (fu — ik/N) [0] e (9)

onde [0], é a elipticidade molar residual no comprimento de onda A, [6]n- € 0 maximo
de elipticidade molar residual para uma hélice de tamanho infinito, fy é a fracdo de
hélice na molécula, i corresponde ao numero de segmentos helicoidais, N é o
namero de residuos de aminoacidos do peptideo e k é uma constante que depende
de A, e equivale a 2,57 em 222 nm.

2. Equacao de Rohl et al. (1998):

[0]222 = [fuOu(fH — X/ Ni] + [(1 = fu)Oc] (10)

onde 6¢c = 640 — 45T, 64 = 42500 + 125T; sendo que T € a temperatura em °C; O¢c e
Oy correspondem, respectivamente, ao valor de elipticidade molar residual para um
peptideo de tamanho infinito ao acaso e completamente helicoidal; x é o parametro
de correcao para o tamanho da cadeia, que equivale a 3 neste caso e N é o nimero
de residuos do peptideo.

3. Utllizando o algoritmo k2d, disponivel em http://www.embl-

heidelberg.de/~andrade/k2d/ (Andrade et al., 1993 e Merelo et al., 1994).

3.2.4. FLUORESCENCIA (LAKOWICZ, 1999)

O fenbmeno da fluorescéncia € observado quando um elétron retorna do
estado singlete excitado (S;), de maior energia, para o estado singlete fundamental,
de menor energia (Sy), resultando na emissao de um féton.

Substancias que apresentam fluorescéncia significativa geralmente possuem
elétrons deslocalizados em ligacdes duplas conjugadas. Ao se incidir um feixe de
luz, o fluoréforo absorve o quantum de energia adequado no nivel de energia
eletrdnica Sy, resultando na promoc&o instantanea (10™° s) para niveis eletrénicos

de maior energia S; ou S,. Com raras excec¢des, moléculas em fases condensadas,



como em solucdo aquosa, rapidamente relaxam para o nivel de energia vibracional
mais baixo em S;. Este processo € chamado de converséo interna e ocorre em torno
de 10*? s. A volta ao estado fundamental ocorre a partir dai para varios niveis
vibracionais de Sy, em um tempo da ordem de 10 s. Outros processos podem
ocorrer, como decaimento ndo-radioativo, onde a molécula relaxa para o estado
fundamental sem emitir fétons. Durante essas transicbes ndo ocorre mudanca do
estado de spin do elétron. Contudo, moléculas no estado S; podem sofrer converséo
para o primeiro estado triplete (T;), chamado de cruzamento entre sistemas. Por
envolver mudanca do estado de spin do elétron, a transicdo de T, para o nivel
fundamental So é proibida, e como resultado a constante de velocidade para tal
emissao tende a ser varias ordens de grandeza menor do que para fluorescéncia. A
emissdo a partir de T; € chamada de fosforescéncia e seus tempos de vida séo da
ordem de 10° s a mais de 1 s. Esses processos estdo representados no diagrama

de Jablonski (figura 19).
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Figura 19. Diagrama de Jablonski para a absor¢cdo de fétons do estado eletrdnico
fundamental (So) para os estados singlete excitados (S; e S,) e para a emisséo de fétons
dos estados excitados S; e T;. T, é 0 primeiro estado triplete excitado. Espectros para as
vérias transi¢fes sdo apresentados a esquerda (Lakowicz, 1999).



A fluorescéncia de proteinas e peptideos se origina dos residuos aromaticos
de Trp e Tyr. A Phe possui rendimento quantico muito baixo e por isso a emissao
deste residuo raramente é estudada. O rendimento quéntico de um fluor6foro é
definido pela razdo entre o numero de fétons emitidos e o numero de fotons
absorvidos, sendo que a intensidade de fluorescéncia de um determinado fluoréforo
€ diretamente proporcional ao seu rendimento quéantico. Geralmente, o0s
experimentos de fluorescéncia de proteinas séo feitos excitando-se no comprimento
de onda do maximo de absorcdo, em torno de 280 nm, onde o espectro de emissao
se deve a contribuicdo tanto de Tyr como de Trp. Contudo, é possivel excitar-se
seletivamente o Trp entre 295 e 305 nm. Nessa regido pode-se excitar também o
tirosinato, que apresenta emissao em torno de 345 nm.

O pK, do grupo hidroxila da Tyr € cerca de 10,5; contudo, este valor pode
decrescer a 4,0 ou menos, ao excitar-se, e mesmo a ionizacdo do estado
fundamental pode ocorrer até em pH neutro. A emissdo de tirosinato geralmente é
fraca devido ao seu baixo rendimento quantico. Contudo, assim como no caso do
Trp, a emissdo do tirosinato pode servir como uma sonda para estudar o ambiente
em torno da proteina.

Os fluoréforos séo sensiveis ao ambiente que os circunda; a interacdo destes
com moléculas do solvente altera a energia do estado excitado e,
consequentemente, a frequéncia de emissdo. Assim, propriedades como
comprimento de onda do maximo de emissdo (Amax), rendimento quantico (og),
tempo de vida do estado excitado (t¢), e propriedades de polarizacdo podem ser
utilizadas para caracterizar propriedades estruturais das proteinas. No caso do Trp,

o0 valor de Amax diminui e a intensidade de fluorescéncia aumenta com a diminui¢ao

da polaridade do ambiente. No caso da Tyr, Amax € pouco sensivel a polaridade,



mas a intensidade de fluorescéncia também aumenta com a diminuicdo da

polaridade do ambiente.

3.2.4.1. SUPRESSAO DA FLUORESCENCIA (LAKOWICZ, 1999)

A supresséo da fluorescéncia refere-se a qualquer processo que resulte na
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia de uma dada substancia, os quais
incluem: reagdes no estado excitado, transferéncia de energia, formacdo de
complexos, ou supressdo estatica, e supressao colisional, também chamada de
supressdo dinamica. A supressdo colisional da fluorescéncia é descrita pela
equacao de Stern-Volmer:

Fo/F= 1+kqto[Q] =1 + Ksv[Q] (11)
onde Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca de
supressor, kq € a constante de supressédo bimolecular e 1o € 0 tempo de vida do
fluor6foro na auséncia do supressor, Q. Ksy = kqto € a constante de Stern-Volmer. O
plote dos valores de Fo/F resulta numa reta, e o coeficiente angular dessa reta é

igual a constante de Stern-Volmer.

3.2.4.2. SUPRESSAO DA FLUORESCENCIA POR NITROXIDOS

O processo de supressao de fluorescéncia pode ocorrer em decorréncia de
varios processos, como a transferéncia de energia, rearranjos moleculares ou
colisdo entre moléculas (Lakowicz, 1999).

Marcadores de spin, por conterem 0 grupamento paramagnético nitréxido,
também séo eficientes supressores de fluorescéncia. Essa propriedade tem sido
muito empregada para verificar a insercdo de proteinas (Alvarez et al., 2003) e

peptideos (Salinas et al., 2002) em membranas lipidicas. Alteragdes conformacionais



de regifes contendo residuos aromaticos podem ser detectadas pela variacdo do

efeito do marcador sobre a fluorescéncia desses aminoacidos.

3.2.4.3. OBTENCAO DOS ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

Os estudos de fluorescéncia foram realizados em espectrofluorimetro Hitachi
F-4500, interfaciado com microcomputador. Os experimentos foram realizados em
temperatura ambiente (22°C = 1°C), e, para monitorar a fluorescéncia da Tyr, o
comprimento de onda de excitacdo foi ajustado para 275 nm, e a emissao foi
monitorada entre 285 nm e 400 nm. Para monitorar a emisséo de fluorescéncia do
tirosinato, o comprimento de onda de excitacdo foi ajustado para 292 nm, e a
emissdo de fluorescéncia foi monitorada entre 305 e 400 nm. A voltagem da
fotomultiplicadora foi mantida em 700 V, e as fendas de excitacdo e emissédo foram
de 5 nm. Os espectros dos brancos foram subtraidos dos espectros das amostras, e
os efeitos de diluicdo foram corrigidos. Os espectros foram analisados, e os dados
convertidos em unidades de area pelo programa F-4500 da Hitachi. As celas

utilizadas tém caminho optico de 1 cm tanto para excitacdo como para emissao.

3.2.5. BICAMADAS LIPIDICAS PLANAS (BLM)

A técnica de medida de condutancia em BLM foi desenvolvida ha mais de trés
décadas (Mueller et al., 1963). As BLMs permitem a incorporacdo e investigacao
funcional de varios compostos formadores de canais ibnicos e transportadores de
ions (Tien et al., 1999).

Com o emprego de BLM é possivel estudar propriedades elétricas e
fenbmenos de transporte através de uma membrana separando dois

compartimentos (Mueller et al., 1963; Mirzabekov et al., 1999).



Medidas de condutancia em BLM sdo muito sensiveis, permitindo observar a
corrente ibnica fluindo através de canais unitarios (single channel). Abertura e
fechamento de canais unitarios podem ser detectados, e modificacdes das
propriedades do canal por voltagem, pH, composicao ibnica, e compostos quimicos
podem ser quantificadas. Os ensaios também apresentam especificidade, pois
propriedades do canal, tais como condugédo ibnica, tempo de residéncia,
dependéncia da voltagem, e seletividade iGnica podem servir para identificar um
dado canal (Mirzabekov et al., 1999). A técnica permite ainda obter informacdes
sobre a interacdo de compostos com BLM planas através da mudanca de outros
parametros elétricos tais como capacitancia (Vargas et al., 2000) e potencial elétrico

da membrana (Pohl et al., 1998).

3.2.5.1. MEDIDAS ELETRICAS EM BLM

BLM foram preparadas a partir de ASO ou DPhPC. Os lipidios foram
dissolvidos em n-decano resultando em uma solucdo 2.5%. BLM foram formadas
através de um orificio de 0,2-1,0 mm num copo cilindrico de polipropileno inserido
numa camara de acrilico. O copo separava dois compartimentos com solucdes
denominadas cis e trans (Mueller et al., 1963), preenchidos com PBC 5 mM, KCI 100
mM, no pH desejado. Os peptideos, dissolvidos em tampao PBC 5,0 mM no pH
desejado, foram adicionados ao compartimento cis. Esse compartimento era mantido
aterrado (0 mV), e o compartimento trans era submetido a uma série de valores de

tensdo. O sinal do potencial de membrana diz respeito ao compartimento trans.



3.2.6. PREPARAGCAO DE MEMBRANAS MODELO

A concentracdo das solucdes estoque dos fosfolipidios foi determinada
através da dosagem de fosfato inorgénico (Rouser et al., 1970), apés hidrélise dos
fosfolipidios com &cido percldrico 70% por uma hora a 180°C. Filmes lipidicos na
composicdo desejada foram obtidos evaporando-se volumes adequados de
solucbes estoque em cloroférmio e mantidos sob vacuo por pelo menos 2 h. Os
filmes foram ressuspensos no tampéo desejado, através de agitacdo vigorosa por 10
minutos. Vesiculas unilamelares pequenas (small unilamellar vesicles, SUV) foram
obtidas sonicando-se a ressuspensao lipidica em 20 ciclos de 1 minuto de sonicacéo
por 1 minuto de descanso, sob fluxo de N, e em banho de agua e gelo. Obtidas as
vesiculas, estas foram mantidas em gelo e utilizadas no mesmo dia. Vesiculas
multilamelares (MLV) utilizadas nos estudos de RPE foram obtidas ressuspendendo-
se o filme lipidico com tamp&o PBC 5 mM, pH 5,0, com o peptideo TOAC®-Hst-5 45
uM.

As solucbes estoque de LPC e LPG foram preparadas dissolvendo-se uma
massa conhecida de detergente em volume adequado de tampao PBC 5 mM, no pH

desejado.

3.2.7. PERMEABILIZAGAO DE VESICULAS

Os estudos de permeabilizacdo de vesiculas foram realizados de acordo com
Alvarez et al. (2003). Vesiculas unilamelares grandes (large unilamellar vesicles,
LUV) de POPG carregadas com o fluoréforo aquossoluvel CF foram obtidas
evaporando-se volumes adequados de solucdo estoque do fosfolipidio em
cloroféormio e mantendo-se o filme sob vacuo por pelo menos duas horas. O filme foi

ressuspenso com solugdo 80 mM de CF, e extrudado por 33 vezes utilizando-se um



aparelho extrusor Lipofast, da Avestin, com membrana de policarbonato de poro de
100 nm de diametro. A CF livre na solucao foi retirada passando-se a amostra por
uma coluna de Sephadex G-50 (Aldrich Chemical Company Inc.) pré-equilibrada
com tampao PBC 5 mM, em 145 mM NacCl, pH 7,4. O experimento baseia-se no fato
de que a fluorescéncia da CF retida no compartimento aquoso interior das vesiculas
€ auto-suprimida devido a alta concentracdo do fluor6foro. Ao ocorrer
permeabilizacdo da vesicula, a CF é liberada para o meio externo, com consequente
diluicdo e aparecimento da fluorescéncia.

A porcentagem de permeabilizagdo foi obtida através de medidas de
fluorescéncia, excitando-se em 490 nm e lendo a emissao a 520 nm. Experimentos
de vazamento foram realizados para diferentes concentracdes de peptideo. O
maximo de vazamento (Fmax) foi obtido lisando-se as LUV com 0,1% de Triton X-100.
A porcentagem de CF liberada (Ry), foi obtida através da equacao:

Ro, = [(Ffin = Fin) / (Fmax— Fin)] X 100 (12)
onde Fi, e Fsin s@o os valores de fluorescéncia inicial (antes da adicdo do peptideo)

e final (ap06s a adicdo do peptideo), respectivamente.

3.2.8. ENSAIO LiQUIDO DE INIBIGAO DE CRESCIMENTO ANTIMICROBIANO.

A concentracao inibitéria minima (MIC), ou seja, a concentracao de peptideo
gue mata ou inibe o crescimento de 100% das células foi realizada através de
ensaio liquido de inibicdo de crescimento como descrito por Ehret-Sabatier et al.
(1996). Diluigbes seriais do peptideo sdo adicionados a 100 uL de suspenséo de C.
albicans cepa MDM8 (10" UFC/mL) diluida 400 vezes em meio PDB (potato-dextrose
broth) 12%, NaCl 0,5%, peptona 1% em uma placa de 96 poc¢os. Sao feitos também

pocos controle negativo, onde encontra-se apenas o meio PDB, e controle positivo,



consistindo apenas de suspensao de fungos. A placa € incubada durante 12 h em
estufa a 30°C, sob agitacdo constante e o crescimento fungico € avaliado através de
um leitor de ELISA (Labsystem iEMS Analyser), com comprimento de onda ajustado

em 595 nm.

3.2.9. ENSAIO HEMOLITICO

O ensaio hemolitico foi realizado como descrito em Fazio et al., 1996. Foram
coletadas aproximadamente 8 mL de sangue de doadores saudaveis em tubos
heparinizados a vacuo. Logo, os tubos foram centrifugados em 4°C a 300x g por 5
minutos para separar os eritrocitos do plasma, o sobrenadante (plasma) foi retirado e
descartado e o precipitado (eritrécitos) foram lavados 3 vezes com tampéao fosfato
salino (PBS, 10 mM Na,PO4, NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, pH 7,4; 313 mOsm/kg de
agua). O concentrado de eritrocitos foi suspenso em PBS e depois diluido até uma
concentracdo de 0,44% em PBS. Posteriormente, 20 yL de peptideo (diluidos em
PBS serialmente, 0,19 - 50 yM) foram incubadas com 180 pL da suspenséo 0,44%
de eritrocitos em PBS a 37°C. Apdés 1 hora, as células foram centrifugadas por 5 min
a 4°C, 300x g, e 50 pL do sobrenadante de cada amostra foram transferidos para
uma microplaca de 96 pocos e a leitura foi realizada em 405 nm. Como controle
negativo foi usado tampao PBS e como controle positivo foi usado 0,1% SDS em
PBS.

As porcentagens de hemdlises foram calculadas usando a equacao:

% hemé”se = [( Abspeptideo - Abscontrole negativo) / ( AbScontroIe positivo — Abscontrole negativo)] (13)

onde Abspepideo € @ absorcdo da amostra em diferentes concentragoes de peptideo,
ADbScontrole negativo € & absorcdo do controle negativo, € AbScontrole posiivo € 8 abSOr¢ao do

controle positivo.



4. RESULTADOS
4.1. ESTUDOS CONFORMACIONAIS

Estudos conformacionais de Hst-5 e TOAC®-Hst-5 empregando as técnicas de
CD, fluorescéncia e RPE (esta Gltima apenas para TOAC®-Hst-5) foram realizados
em solucédo e em presenca de membranas modelo.

Nos estudos em solucdo foram investigados os efeitos do pH, da adi¢cdo do
solvente indutor de estrutura secundaria, TFE e da interacdo com ions metalicos
(Zn*, Cu®" e Mn?).

As membranas modelo empregadas consistiram de micelas e bicamadas
lipidicas. Micelas foram preparadas com lisofosfolipidios com as seguintes
composic¢des: LPC (zwitteribnica), LPC:LPG (2:1, mol:mol, carga superficial
negativa) e LPG (carga superficial negativa). Por razdes que serdo discutidas
adiante, estudos com vesiculas (bicamadas) foram apenas realizados com TOAC®-
Hst-5, empregando RPE. As vesiculas foram preparadas de forma a conter as
principais cabecas polares de fosfolipidios e os esterbis encontrados em membranas
de Escherichia coli (ePE:POPG:CL, 80:15:5) (van Voorst e de Kruijff, 2000), Candida
albicans (POPC:ePE:bPS:PA: ERGO, 35:15:24:11:15) (Mishra et al., 1992) e na face
externa da membrana de eritrocitos (POPC:SM:ePE:COL, 26:22:7:45) (Owen et al.,

1982). As proporcdes estdo dadas em moles %.

4.1.1. ESTUDOS EM SOLUGAO
4.1.1.1. EFEITO DO PH
A figura 20 mostra espectros de fluorescéncia de Hst-5 e TOAC’-Hst-5 em

diferentes pHs, obtidos excitando-se a forma fendlica (Aexe=275 nm) e a forma

fenolato (Lexc=292 nm). Como esperado, vé-se que a medida que aumenta o pH do



meio, diminui a concentracdo da primeira e aumenta a concentracdo da segunda. A
figura mostra ainda que a intensidade da fluorescéncia € maior para Hst-5 do que
para TOAC’-Hst-5. Esse resultado deve-se & supressdo parcial da fluorescéncia

pelo grupamento paramagnético nitroxido presente na molécula.
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Figura 20. Espectros de fluorescéncia de Hst-5 23,2 uM (A,C) e TOAC’Hst-5 23,0 uM
(B,D) em funcéo do pH, em tampéo PBC 5,0 MM. Ae=275 nm (A,B) € Aexe=292 nm (C,D).

Os resultados experimentais foram analisados comparando-se as variacdes
observadas com a variacéo de carga formal dos peptideos, calculada de acordo com
os pKs dos aminoacidos, encontrados na literatura (Voet e Voet, 1995). Essa andlise

€ mostrada nas figuras 21 e 22 para os resultados de fluorescéncia.
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Ao realizar estudos espectroscopicos, € importante considerar a propriedade
gue estad sendo monitorada. No caso dos estudos de fluorescéncia, observa-se a
fluorescéncia dos residuos de Tyr; por esse motivo, a titulacdo desses residuos

causa as maiores alteracfes espectrais. As alteracbes espectrais observadas podem

refletir mudancas no microambiente, decorrentes da proximidade de outros residuos



carregados no peptideo, o que pode levar a alteragBes de pK. Deve-se considerar
ainda que modificacbes de carga produzidas pela variagdo do pH podem resultar em
flutuacdes conformacionais que também poderdo se refletir em alteracbes
espectrais.

A partir dos resultados experimentais, foram estimados os valores de pK dos
residuos de Tyr, sendo encontrados os valores de 9,4 para Hst-5 e 9,5 para TOAC®-
Hst-5, ou seja, cerca de uma unidade abaixo do pK teérico de Tyr. Na figura 22 nota-
se uma pequena inflexdo da curva de titulacdo de TOAC’-Hst-5 que poderia refletir
um pK=6,1, que poderia ser devido a desprotonacdo dos residuos de His. Essa
inflexdo ndo aparece na titulagdo do peptideo ndo marcado.

No caso de TOAC®-Hst-5, o efeito do pH foi também estudado empregando-
se a técnica de RPE. A figura 23 mostra os espectros obtidos em fun¢édo do pH, os
guais apresentam linhas estreitas, indicando que a molécula tomba rapidamente na
escala de tempo do aparelho. Quando comparado ao espectro de TOAC livre (figura
23F), nota-se que nesse Ultimo caso as linhas sdo mais estreitas, indicando que
essa molécula tomba mais rapidamente, como esperado para uma molécula de peso

molecular menor.
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Figura 23. Espectros de RPE de TOAC®-Hst-5 79,0 uM em funcéo do pH (A-E), tamp&o
PBC 5,0 mM e de TOAC 100 uM (F) em tampéao PBC 5,0 mM, pH 7,0.

Nos casos apresentados acima, o tempo de correlacdo rotacional (t) nao
deve ser calculado, pois sabe-se que ocorre a coexisténcia de duas populacées,
uma correspondente a forma protonada de TOAC e outra correspondente a forma
desprotonada. Essas duas populacdes encontram-se em troca lenta na escala de
tempo do RPE, dando origem a espectros superpostos, com g e ay diferentes
(Nakaie et al., 1981). No caso de TOAC®-Hst-5 outros equilibrios de ionizagéo estdo

presentes e € possivel que as diferentes estruturas também dém origem a diferentes



espectros. Por esse motivo, para analisar os efeito do pH, foi utilizado o parametro
empirico ho/h.;, que € proporcional a t. A figura 24 mostra a variagdo desse
parametro em funcéo do pH, e, a partir das inflexdes da curva experimental, foram
estimados os pKs do N-terminal de TOAC, 4,9, e, possivelmente, dos residuos de
His, 6,8, e Tyr, 9,2, mostrando a sensibilidade da sonda paramagnética. Ndo se
pode descartar também que a inflexdo observada na regido de pH 4-5 reflita também
a ionizacdo dos grupamentos carboxilicos dos residuos D* e E'®, em particular, D*
pela sua proximidade ao TOAC.

Vale notar que o pK dos residuos de Tyr estimado a partir dos estudos de
RPE difere em 0,3 unidades do pK dos valores estimados a partir dos estudos de

fluorescéncia. Essa diferenca é maior para os residuos de His, chegando a 0,7

unidades.
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Figura 24. Relagéo ho/h.; calculada a partir dos espectros de RPE
de TOACP-Hst-5 em fungéo do pH, tampéo PBC 5,0 mM.



Foram também realizadas medidas de desdobramento hiperfino (ay, figura 25)
em fungéo do pH. Conforme observado para o TOAC (Nakie et al., 1981) e para
outros peptideos (Nakaie et al., 1981; Nakaie et al., 1983, Pertinhez et al., 1997,
Schreier et al., 2004, Moraes et al., 2007), o valor de ay varia com o pH. Isto se deve
ao fato de que as formas protonada e desprotonada do amino grupo (e também da
carboxila, no caso do TOAC, Nakaie et al.,, 1981) dado origem a espectros com
valores diferentes de ay devido ao efeito de carga sobre a distribuicéo eletrénica do
elétron desemparelhado. Conforme a figura 25, os valores de ay para as formas
protonada e desprotonada correspondem a 16,325 e 16,57, respectivamente. A
medida que varia o pH, as duas formas coexistem de acordo com a equacéo de
Henderson-Hasselbalch. Foi também demonstrado que o equilibrio de troca entre as
duas formas € lento na escala de tempo do experimento (Nakaie et al., 1981, Nakaie
et al., 1983). Assim, em pHs intermediarios os espectros das formas protonada e
desprotonada se superpdem na proporcdo dada pela equacdo de Henderson-
Hasselbalch, permitindo a determinacédo do pK dos grupos ionizaveis, especialmente
o do TOAC.

A partir da figura 25 o valor do pK do N-terminal de TOAC foi estimado em

4.3, e o dos residuos de His, em 6,8.
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Figura 25. Desdobramento hiperfino (ay) dos espectros de RPE
de TOAC®-Hst-5 em funcéo do pH, tamp&o PBC 5,0 mM.
A tabela V sumariza os valores de pK obtidos a partir dos estudos de
fluorescéncia e de RPE. A difrenca entre os valores tedricos e experimental mostra a
influéncia do microambiente sobre a dissociacdo dos residuos ionizaveis.

Tabela V. pKs tedrico e experimental dos residuos de TOAC, His e Tyr de Hst-5 e TOAC®-
Hst-5 (n.d. = ndo detectado).

Hst-5 TOAC -Hst-5

Residuo pK tedrico RPE

Fluorescéncia Fluorescéncia

ho/h.]_ aN

TOAC 4,5 - n.d. 4,9 4,3
His 6,04 n.d. 6,1 6,8 6,8
Tyr 10,46 9,4 9,5 9,2 n.d.

Embora um peptideo em solucdo dificilmente adote conformacdes
estruturadas, foram realizados estudos de CD para verificar se ocorreriam mudancas
conformacionais em funcao da variacdo do pH. A figura 26 mostra os espectros de
CD de Hst-5 e TOAC’-Hst-5. Como esperado, ambos os peptideos apresentam
estrutura ao acaso em solugdo. Os espectros de estruturas ao acaso Ssao
caracterizados por uma banda negativa na regidao de 195 nm e uma banda, que

pode ser positiva ou negativa, na regiao de 225 nm. As variagées nos espectros em



funcdo do pH mostram que ocorrem flutua¢des na conformacédo dos peptideos, sem

formacao de estruturas secundarias estaveis, sendo mantida a estrutura ao acaso.

A qualidade dos espectros, apesar das tentativas de otimizar a aquisi¢cao, foi

sempre razoavel. Isso se deve a grande flexibilidade do peptideo, o que gera um

equilibrio entre varias conformacdes; essa auséncia de uma conformacédo estavel

prejudica de forma significativa a obtencao de espectros com boa relacao sinal/ruido.
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Figura 26. Espectros de CD de Hst-5 75,0 uM (A) e TOAC®-Hst-5
79,0uM (B) em funcéo do pH, em tampé&o PBC 5,0 mM.

Observa-se na figura 26 que ha uma queda na intensidade da banda positiva

em 224 nm com o aumento do pH. A variacao de [0],24 em funcdo do pH para Hst-5



esta mostrada na figura 27. Residuos aromaticos, no caso, os residuos de tirosina,
podem contribuir para o espectro nesta regido (Woody e Dunker, 1996; Salinas et
al., 2002) e a falta de estrutura secundaria do peptideo pode fazer com que a
contribuicdo desses residuos nessa regido do espectro seja mais destacada e reflita
possiveis flutuacbes conformacionais do peptideo. Apesar da qualidade pouco
satisfatéria dos espectros, pode-se notar que a variacdo de [0]..4 com o pH
acompanha razoavelmente a variacdo da carga formal do peptideo, sugerindo que
as alteracdes espectrais refletem flutuagbes conformacionais induzidas pela

alteracao de carga do peptideo.
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Figura 27. Valores de [6],24 Nos espectros de CD da Hst-5 (A) e
TOAC?-Hst-5 (B) em funcdo do pH, em tamp&o PBC 5,0 mM.



4.1.1.2. EFEITODE TFE

O TFE é um solvente muito usado como indutor de estrutura secundaria em
peptideos, pela formacdo de pontes de hidrogénio intra-moleculares (Marlborough e
Ryan, 1977).

A diminuigdo da polaridade do meio leva a um aumento da intensidade de
fluorescéncia de Tyr (Lakowicz, 1999). A figura 28 mostra o efeito da concentracao
de TFE sobre os espectros de fluorescéncia de Hst-5 e TOAC-Hst-5. Verifica-se
gue para Hst-5 ocorre estabilizacdo da intensidde de emisséo de fluorescéncia apés
40% de TFE, enquanto que, para TOAC-Hst-5, ocorre inicialmente um aumento de
intensidade de fluorescéncia e, em seguida, uma queda nessa intensidade. Esse
fendmeno pode ser melhor observado na figura 29, onde esta graficada a variacao

de intensidade de fluorescéncia em funcdo da concentracdo de TFE.
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Figura 28. Espectros de fluorescéncia de Hst-5 30,0 uM (A) e
TOACP’-Hst-5 37,0 uM (B), em funcdo da concentracdo de TFE,
Mexc=275 nm.
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Figura 29. Fluorescéncia normalizada de Hst-5 e TOAC®-Hst-5 em
funcdo da concentragcéo de TFE.

A gqueda observada na intensidade de emissédo de fluorescéncia do peptideo
marcado pode ser explicada pela aquisicdo de estrutura secundaria do peptideo,
levando a uma aproximacéo do grupamento nitroxido do TOAC dos residuos de Tyr,
aumentando a eficiéncia da supresséao de fluorescéncia.

Para TOACP-Hst-5 foram realizados estudos de RPE. A figura 30 mostra os
espectros em concentragdes crescentes de TFE. Observa-se um alargamento das
linhas espectrais, que refletem uma diminuicdo na velocidade de tombamento da

molécula, que pode ser causada por mudancas conformacionais do peptideo e/ou

pelo aumento da viscosidade do meio.
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Figura 30. Espectros de RPE de TOAC’-Hst-5 90,0 uM em concentracdes crescentes de
TFE.
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O TFE causa um aumento da viscosidade do meio, influenciando o valor de r,
de acordo com a equacao de Stokes-Einstein (Pertinhez et al., 1997):

_ 4-‘11'1'3 . b | 14
=5 KT (14)

onde 1 é o tempo de correlacdo rotacional, /s = r* é o volume da molécula, n é a
viscosidade do solvente, k é a constante de Boltzmann e T, a temperatura em Kelvin.
Assim, quanto maior a viscosidade, maior o valor de t, e para descontar esse efeito,

os valores calculados através dos espectros foram divididos pelos valores obtidos



para o TOAC nas mesmas concentragdes de TFE (Schreier et al., 2004). A figura 31
mostra que, mesmo apods a correcdo pelo aumento da viscosidade, a relagédo
Tpeptideo/ TTOAC @UMeENta com o aumento de TFE, permanecendo relativamente estavel
a partir de 40% de TFE, até cerca de 70% do solvente e tendendo a aumentar para
as porcentagens mais altas (85 e 95%). Esses resultados sugerem que 0s espectros
monitoram, além da mudanca de viscosidade do meio, a ocorréncia de alteractes
conformacionais no peptideo e estdo de acordo com as mudancas efetivamente

observdas através dos espectros de CD (ver abaixo).
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Figura 31. Relagdo entre os valores de tempo de correlagédo
rotacional para TOAC%Hst-5 e para TOAC livre em
concentracdes crescentes de TFE.

Na figura 32 estdo apresentados os valores do desdobramento hiperfino (ay),
em funcéo da concentracédo de TFE. Conforme mencionado em Materiais e Métodos,
esse parametro é sensivel a polaridade do meio, diminuindo com a diminuicdo da
polaridade (Schreier et al., 1994). A figura mostra uma diminuicdo nos valores de ay
para o peptideo e para o TOAC livre. Observa-se que, enquanto ay decresce de

forma continua para este Ultimo, ocorre uma transi¢cdo abrupta para o peptideo em



30% TFE. Esses resultados sugerem que as alteracdes espectrais neste ultimo caso
refletem, além da diminuicdo da polaridade do meio, as altera¢cdes conformacionais

sofridas pelo peptideo na presenca de TFE.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
16,50 -
x = - = TOAC-Hst-5 [ 164
1 A TOAC
16,45 - A
] L 16,3
A
16,40
- 1 L 162 &
" 16,35 - 8 =~
g
N ] A A Q
O 16,30 N m1el ~
Ea - s
~ 16,25 L 16,0 —
AN
16,20 = s = A
] A 159
16,15 " " -
————rr—r—r——r———1+158

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% TFE
Figura 32. Desdobramento hiperfino (ay) para os espectros de RPE
de TOAC®-Hst-5 e TOAC livre em funcéo da concentracéo de TFE.

A fim de determinar a estrutura secundaria adotada pelos peptideos na
presenca de TFE, foram realizados estudos de dicroismo circular. Na figura 33,
observa-se que na presenca de TFE, os peptideos adquirem conformacdo o-
helicoidal, caracterizada pelas bandas com maximo na regido de 195 nm, e minimos

em 208 e 222 nm. Esses resultados corroboram os dados obtidos para Hst-5

(Brewer et al., 1998; Raj et al., 1998; lovino et al., 2001).
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Figura 33. Espectros de CD de Hst-5 65,0 uM (A) e TOACP-Hst-5
60,0 uM (B), em funcao da concentracéo de TFE.

Um aumento de intensidade do espectro de CD em 222 nm reflete o aumento
de contetido a-helicoidal, conforme mostrado na figura 34. Observa-se que TOAC’-
Hst-5 alcanga seu maximo de estruturacdo em 50% de TFE, enquanto o peptideo

nao marcado apresenta a mesma intensidade apenas em 95% de TFE.
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da concentracdo de TFE.

Na tabela VI, sdo apresentadas as porcentagens de a-hélice para ambos 0s
peptideos, em 95% de TFE, estimadas através do método de Chen et al. (1974),
através da equacao de Rohl e Baldwin (1998) e também utilizando o algoritmo k2d
(Andrade et al., 1993; Merelo et al., 1994). A diferenca entre os valores deve-se as
diferentes equacbes utilizadas, que, além disso, foram derivadas para calcular a
porcentagem de estrutura secundaria em proteinas, e ndo em peptideos. Nesse
caso, devido a baixa intensidade dos espectros, as contribuicbes de aminoacidos
aromaticos e pontes dissulfeto podem aparecer de forma mais significativa.

Tabela VI. Porcentagem de a-hélice dos peptideos Hst-5 e TOAC®-Hst-5 em 95% TFE,
calculada a partir de espectros de CD. Entre parénteses, o numero de residuos

presentes4 no segmento a-helicoidal.
Peptideo Chen et al. (1974) Rohl e Baldwin (1995) k2d

Hst-5 56% (13,4) 68% (16,3) 64% (15,4)

TOAC’- Hst-5 53% (13,3) 65% (16,3) 61% (15,3)




4.1.1.3. INTERAGCAO COM iONS METALICOS

Estudos de titulagdo calorimétrica isotérmica (ITC) mostraram a ligacdo de
Hst-5 aos fons metélicos Zn?* e Cu®** (Gusman et al., 2001c) e espectros de RMN
unidimensional forneceram informacfes sobre os sitios de ligacdo desses ions:
D'SH? para Cu?** e HYEKHH para Zn?** (Grogan et al., 2001). Estudos de CD
indicaram que os efeitos conformacionais dessas interagbes em meio aquoso Sao
muito pequenos (Brewer e Lajoie, 2000). Em presenca de membranas PC:PA de ovo
8:2 (em moles), Melino et al. (1999) observaram que a adicédo de Zn** favorece a
aquisicao de estrutura a-helicoidal pelo peptideo. Em estudos do peptideo ATCUN-
C16, onde foram deletados os residuos 5 a 8 da Hst-5, Melino et al. (2006)
observaram pequena inducdo de estrutura o-helicoidal por concentracdes
equimolares de fons de Ni** e de Ni** + Zn** em meio aquoso, pH 5,9. Em presenca
de 50% de TFE, os autores observaram que o peptideo tende a formar uma hélice
310 em auséncia de ions e gque essa estrutura se converte em a-hélice na presenca
de Ni%*. Além disso, ndo existem estudos sobre uma eventual interacéo do peptideo
com Mn?*. Assim, foi estudada a interacdo entre Hst-5 e TOAC?-Hst-5 e Cu®", Zn* e
Mn®" através de fluorescéncia, CD e RPE.

Na figura 35 observa-se que os espectros de fluorescéncia de ambos os
peptideos sofrem muito pequenas variagcbes na presenca de concentracdes

equimolares de Cu®*, Mn** ou Zn?".
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Figura 35. Espectros de fluorescéncia de Hst-5 (A, C, E) e TOAC’Hst-5 (B, D, F) na
presenca de Cu®* (A, B), Mn* (C, D) ou Zn** (E, F), em 4gua deionizada, pH 5,0, Aexc=275
nm. Concentracdes: Hst-5 e Cu®*, 23,8 uM; TOAC’-Hst-5 e Cu?**, 17,0 uM; Hst-5 e Mn?,
23,0 uM; TOAC®-Hst-5 e Mn*, 17,3 uM; Hst-5 e Zn**, 20,7 uM; TOAC’-Hst-5 e Zn?**, 17,7

uM.



Na figura 36 sdo mostradas as variacOes de fluorescéncia em funcédo da
concentracdo dos ions. Verifica-se um comportamento aparentemente hiperbodlico da
intensidade de fluorescéncia, 0 que sugeriria uma estequiometria de 1:1 para a
interacdo entre os peptideos e os ions metélicos. A estequiometria de ligacédo entre
ions metélicos e Hst-5 permanece motivo de debate na literatura (Brewer e Lajoie,

2000; Gusman et al., 2001c).
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Figura 36. Fluorescéncia normalizada de Hst-5 (A, C, E) e TOAC®-Hst-5 (B, D, F) em funcéo
da concentracdo de Cu?® (A, B), Mn®* (C, D) ou Zn* (E, F), em &gua deionizada, pH 5,0,
Mexc=275 nm.

hY

Devido a baixa variacdo na intensidade de fluorescéncia, foram realizados
experimentos para verificar se 0os metais Cu®** e Mn?*, por serem paramagnéticos,

agiriam como supressores de fluorescéncia de Tyr. Foi utilizada a N-acetil-



tirosinamida (NAYA). Na figura 37, porém, observa-se que, nas concentracfes

utilizadas nos experimentos acima, os ions metéalicos néo interferem nos resultados.
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Figura 37. Fluorescéncia normalizada de NAYA 20 pM em funcédo da
concentracao dos ions metélicos, em agua deionizada, pH 5,0, Aex=275 nm.
Estudos de RPE também foram utilizados para obter informacdes a respeito
da interacdo entre o peptideo TOAC®-Hst-5 e os trés fons metélicos estudados. No
caso do Mn?*, foi também possivel estudar a interacédo através dos espectros de
RPE do ion, que podem ser obtidos a temperatura ambiente.
A figura 38 mostra os espectros de TOAC’-Hst-5 na presenca de
concentracdes crescentes de Cu?*. A adicdo do fon causou uma grande perda da
intensidade do sinal, bem como um alargamento das linhas espectrais de TOAC’-

Hst-5 no espectro remanescente.
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Figura 38. (A-E): Espectros de RPE de TOACHst-5 68,0 uM em funcdo da concentracéo
de CuSO,, em agua deionizada, pH 5,0. (F): Amplitude do pico de campo central em funcao
da concentracdo de Cu?".

A grande perda de intensidade (figura 38F) sugere a ocorréncia de interacdo
dipolar entre o fon de Cu?* e o TOAC. Estudos da interacdo entre fons
paramagnéticos e nitréxidos em condicbes em que as duas espécies encontram-se
em posicdes fixas, como, por exemplo, em enzimas, mostraram que ocorre perda de

amplitude do sinal de RPE do nitroxido em consequéncia de interagdo spin-spin



(Taylor et al., 1969; Cohn et al., 1971). O fendmeno foi analisado por Leigh (1970),
gue mostrou que a perda de amplitude ocorre devido a interacéo dipolar de acordo
com a equacao (6) (Secao 3.2.2.4).

A figura 38E mostra que a perda de amplitude do sinal € de 98,6%. De acordo
com a figura 15 (tirada de Leigh, 1970) esse valor corresponde a um valor de C/dH ¢
de cerca de 100, sendo C a constante que modula a interacao dipolar da equacéo
(6) e dHo a largura pico-a-pico da linha de campo central na auséncia da interacao.
Usando-se o valor de 6Hp = 1,43 G medido no espectro obtido em presenca de 100
uM de Cu®* (ver comentérios abaixo sobre o alargamento das linhas espectrais
devido a diminuicdo da mobilidade do TOAC) foi calculado o valor de C.
Empregando ainda p= 1,02 x 10%° erg G* (calculado a partir dos parametros
obtidos em Livshits el al., 2001) e T; = 10° s (tirado de Livshits el al., 2001), foi
calculada a distancia de 4,8 A entre o jon e o nitroxido. Nota-se que os dois
grupamentos estdo muito proximos, corroborando o sitio de ligacdo do cobre
proposto na literatura, D'SH®. Esse resultado e o fato de os espectros
remanescentes do peptideo apresentarem alargamento diferencial das linhas (figura
38) sugerem que esse alargamento seja devido a diminuicdo de mobilidade do
TOAC decorrente da ligacdo do ion aos residuos imediatemente contiguos ao
TOAC.

A partir dos espectros da figura 38, foram calculados valores de 15 € ¢ (figura
39). O aumento de 7 reflete o alargamento diferencial das linhas espectrais. Nota-se
uma saturacdo no comportamento da curva a partir de ~60,0 uM de CuSOQ,,
concentracdo equivalente aquela do peptideo, corroborando a proposta de que a

estequiometria de complexacéo € 1:1.
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Figura 39. Valores de 15 e ¢ calculados a partir dos espectros de
RPE de TOAC%Hst-5 em funcdo da concentracdo de CuSO,, em
agua deionizada, pH 5,0.
Os espectros da figura 38 foram também analisados em termos do parametro
ho/h.;, a relacdo entre as alturas das linhas dos campos central e alto (figura 40).
Como era de se esperar, esse parametro confirma o comportamento evidenciado na

analise do tempo de correlacdo rotacional e mostra claramente o alargamento

diferencial das linhas espectrais.
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Figura 40. Relagdo entre as alturas das linhas de campo central e

alto (ho/h.,) obtidas a partir dos espectros de RPE de TOAC-Hst-5
em funcéo da concentracdo de cobre, em agua deionizada, pH 5,0.
A interacdo entre Zn** e TOACP’-Hst-5 foi estudada seguindo a mesma
abordagem utilizada com o Cu®*. A figura 41 mostra espectros de TOAC®-Hst-5 na

presenca de Zn%, que sdo caracteristicos de moléculas em movimento rapido na

escala de tempo do aparelho, evidenciado pelas trés linhas estreitas.
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Figura 41. Espectros de RPE de TOAC%Hst-5 68,0 uM em funcdo da concentracdo de
ZnCl,, em 4gua deionizada, pH 5,0.

A partir dos espectros foi calculado o tempo de correlacao rotacional, t (figura
42). Verifica-se um aumento desse parametro com o aumento da concentracdo de
Zn**, indicando uma diminuicdo da velocidade de tombamento da molécula. Os
valores de t foram menores para 100 M Zn?*. N&o temos, no momento, uma
explicacdo para esse resultado. A variacao da relacdo ho/h.; (figura 43) mostra que
esse parametro aumentou com a concentragdo do ion, tendendo a estabilizar na

proporcdo 1:1 ion:peptideo. A seqUéncia proposta na literatura para a ligacdo do



Zn?* é H®EKHH" (Gusman et al., 2001c; Grogan et al., 2001). E possivel que o
menor aumento de t e de ho/h.; quando comparado com o causado por Cu?* (figuras
39 e 40), reflita a maior distancia entre o sitio de ligacdo do Zn** ao TOAC, fazendo
com que a regiao N-terminal sinta menos a imobilizacdo causada pela complexagao

Zn**:peptideo.
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Figura 42. Valores de 15 e 1¢ calculados a partir dos espectros de TOAC®-
Hst-5 em func¢éo da concentracdo de ZnCl,, em agua deionizada, pH 5,0.
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Figura 43. Relacdo entre as alturas das linhas de campo central e alto
(ho/h.1) obtidas a partir dos espectros de RPE de TOAC®-Hst-5 em funcéo
da concentracéo de Zn*", em agua deionizada, pH 5,0.



A interacdo com Mn?* foi também estudada por RPE. Como mencionado
acima, foi possivel monitorar tanto o peptideo marcado com TOAC quanto o ion
metalico, ja que este apresenta espectros de RPE a temperatura ambiente.

A figura 44 mostra espectros de TOAC’-Hst-5 na presenca de Mn*". Esses
espectros sdo caracteristicos de moléculas em movimento rapido na escala de
tempo do aparelho, como denotado pelas trés linhas estreitas. Sendo o Mn?* um fon
paramagnético, poder-se-ia esperar a ocorréncia de interacdo spin-spin entre esse
ion e o grupamento nitroxido. De fato, interacdes dipolares entre as duas espécies
tem sido descritas, tanto em enzimas (Eaton e Eaton, 1978) como em bicamadas
lipidicas (Livshits et al., 2001). A analise dos valores de amplitude dos espectros da
figura 44 (A-E) esta mostrada na figura 44F. Observa-se que, contrariamente ao que
ocorreu no caso do Cu®, a diminuicdo da amplitude do sinal foi pequena, chegando
a um minimo de cerca de 75% da amplitude inicial. Foi também observado que néo
ocorreu mudanca na largura das linhas espectrais. O calculo da distancia r entre os

dois centros paramagnéticos foi efetuado como descrito para o Cu®*.
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Figura 44. (A-E): Espectros de RPE de TOACHst-5 66,0 uM em funcdo da concentracéo

de MnCl,, em 4gua deionizada, pH 5,0. (F): Amplitude do pico de campo central em fungéo
da concentracdo de Mn?*.

Para uma reducdo de 25% do sinal, de acordo com a figura 15, o valor de
C/3H o corresponde a cerca de 0,2. Sendo dHy a largura pico-a-pico da linha de

campo central na auséncia da interacdo = 1,07 G, tem-se que C = 0,2. No caso do



Mn%, u = 4,64 x 10%° erg G™ (calculado a partir dos parametros obtidos em Livshits
el al., 2001) e usando T; = 107 s (tirado de Livshits el al., 2001), calcula-se que r =
24 A. Esse valor corresponde a uma distancia muito maior do que aquela calculada
para o Cu®*, sugerindo um sitio distinto de ligacdo para o Mn?" (resultados de RPE
obtidos para espectros de Mn?** sugerem a possibilidade da existéncia de mais de
um sitio, ver abaixo). Nesse caso, como 0s espectros de CD mostram que 0s
peptideos mantém uma conformagdo ao acaso ao interagir com 0s ions,
provavelmente a distancia entre o N-terminal e o(s) sitio(s) de ligacdo do Mn?* flutua
e o valor obtido seria um valor médio. Um sitio possivel de ligacdo para o Mn?* seria
o sitio do Zn?*. Sabe-se que esses fons muitas vezes coordenam-se aos mesmos
sitios (Deligiannakis et al., 2000).

Os espectros de RPE do grupamento nitroxido deveriam ser menos sensiveis
a ligacdo do Mn* a um sitio mais distante do N-terminal. De forma analoga ao
observado para o Zn*, os valores de tempo de correlacdo rotacional deveriam ser
pouco afetados pela ligacdo. As figura 45 e 46 apresentam, respectivamente 0s
valores de 15 € ¢, calculados a partir dos espectros obtidos e os valores da relacéo
ho/h.1 em funcéo da concentracdo de Mn®*. Nota-se que a variacdo de ambos os

parametros praticamente inexiste.
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Figura 46. Relacdo entre as alturas das linhas de campo central e alto (ho/h.;) calculados a
partir dos espectros de TOAC’-Hst-5 em funcdo da concentracdo de MnCl, em agua
deionizada, pH 5,0.

No entanto, estudos dos espectros do ion sugeriram que ocorre interacao
entre os peptideos e o Mn?*. Os espectros do Mn?*" & temperatura ambiente, na
auséncia e na presenca de Hst-5 e TOAC-Hst-5 s&do mostrados nas figuras 47, 48 e
49, respectivamente. O manganés tem 6 linhas espectrais, devido a interacdo entre
o spin nuclear e o spin eletrénico. Sendo o spin nuclear, I, do Mn** °/,, tem-se que o0

numero de linhas espectrais = 21 + 1 = (2 - °/,) + 1 = 6.
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Figura 47. Espectros de RPE de Mn®* na auséncia de peptideo, em agua deionizada, pH 5,0.
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Figura 48. Espectros de RPE de Mn** na presenca de Hst-5 60,0 uM, em agua deionizada, pH 5,0.
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Figura 49. Espectros de RPE de Mn? na presenca de TOACP-Hst-5 66,0 uM, em agua
deionizada, pH 5,0.

A figura 50A mostra as alturas da linha de campo alto dos espectros de Mn%,
na auséncia e na presenca dos peptideos. Na presenca dos peptideos, a
intensidade do espectro cai consideravelmente, sugerindo que, ndo se observa o
espectro do fon ligado. Tentativas de avaliar a quantidade de Mn?* ligado através da

subtracdo das intensidades medidas nos espectros em presenga dos peptideos



daquelas medidas em auséncia dos mesmos mostraram um aumento continuo de
Mn®* ligado (figura 50B). Este resultado contrasta com os obtidos para Cu®* e Zn**,
onde foi obtida uma saturacdo sugestiva de estequiometria 1:1. Vale notar também,
que as variacles de fluorescéncia (figura 36C e 36D), embora pequenas, também
sugerem uma estequiometria de 1:1 para a interacdo entre os peptideos e 0 Mn%".
N&do temos no momento, uma explicacdo para os resultados obtidos com os

espectros de RPE de Mn?*.
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Utilizando os resultados obtidos através de fluorescéncia (figura 36), e de
RPE para o Cu?, (figura 40) e para o Zn?' (figura 43) foram calculadas as
constantes de ligagdo dos ions metélicos aos peptideos, assumindo uma
estequiometria de 1:1 (tabela VII). Gusman e colaboradores (2001c), utilizando
titulacdo calorimétrica isotérmica (ITC), obtiveram curvas em pH 7,4 que foram
analisadas de acordo com dois modelos — de um Unico sitio e de sitios multiplos. Na
tabela VII sdo apresentadas as constantes das curvas que indicavam estequiometria
1:1 (Gusman et al., 2001c).

Tabela VII. Constantes de ligacdo (M) dos ions Cu?*, Mn*" e Zn*" a Hst-5 e TOAC®-Hst-5
obtidas através dos espectros de fluorescéncia (Hst-5) e RPE (TOAC’-Hst-5) em agua
deionizada, pH 5,0. As constantes obtidas através de ITC foram obtidas por Gusman e
colaboradores (2001c) em pH 7,4.

) N Hst-5 TOAC"-Hst-5
lon metalico : :
Fluorescéncia ITC Fluorescéncia RPE
cu® 5,6 x 10* 2,6 x 10’ 6,4 x 10* 2.3 x 10*
Mn?* 5,3 x 10* - 3,4 x 10* -
Zn* 8,4 x 10* 1,2 x 10° 8,1 x 10* 3,8 x 10*

Foram também obtidos espectros de CD de amostras contendo os ions e 0s
peptideos na proporcdo molar 1:1 a fim de verificar eventuais mudancas
conformacionais induzidas pela complexacdo. A figura 51 mostra que na presenca
de ions metélicos ndo foi observada aquisicdo de estrutura secundaria em nenhum

caso, sendo os espectros caracteristicos de estruturas ao acaso.
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4.1.2. ESTUDOS COM MEMBRANAS MODELO
4.1.2.1 MICELAS

Os estudos na presenca de micelas foram realizados em pH 3,5, onde Hst-5
tem carga tedrica +13,8 e TOAC®Hst-5, +13,2. As micelas foram preparadas
utilizando os lisofosfolipidios LPC (zwitteribnico), LPC:LPG (2:1, mol:mol, carga
superficial negativa) e LPG (carga superficial negativa), de forma a verificar a
influéncia de interacGes eletrostaticas para a ligacdo dos peptideos a sistemas
biomiméticos.

A figura 52 mostra espectros de fluorescéncia da forma fendlica (Lexc=275 nm)
de Hst-5 e TOAC®-Hst-5 na presenca de concentracées crescentes de micelas com
as composicdes acima indicadas. A medida que aumenta a concentracdo de
micelas, ocorre aumento da intensidade de fluorescéncia, mostrando que o0s
residuos de Tyr encontram-se em ambiente mais apolar em decorréncia da ligacao

do peptideo as micelas.
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As variacfes de intensidade de fluorescéncia diferem para cada tipo de
micela, refletindo diferentes graus de interagdo (figura 52). Na figura 53 séo

apresentadas as variacdes obtidas. Para Hst-5, foi observado que a intensidade de



emissédo de fluorescéncia aumenta em 1,35 vezes para as micelas de LPC, 1,65
vezes para as micelas de LPC:LPG (2:1) e 2,7 vezes para as micelas de LPG,
indicando que a interagdo ocorre na ordem LPG > LPC:LPG (2:1) > LPC. Para
TOACP-Hst-5, a variacdo foi de cerca de 1,4 vezes, para todas as composicoes
lipidicas. Provavelmente, esse fendmeno ocorre devido a mudancas
conformacionais do peptideo quando da interagdo com as micelas, que aproxima o
grupamento nitroxido dos residuos de Tyr, acarretando em supressdo de
fluorescéncia e levando, portanto, a um menor aumento do que o observado para o

peptideo nativo.
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Ainda na figura 53, nota-se que, em baixas concentragfes de lisofosfolipidios,

ocorre diminui¢do da intensidade de fluorescéncia. A regido correspondente a baixas



concentragbes de micelas foi expandida e o resultado pode ser visto na figura 54. O
fenbmeno observado pode ser atribuido ao fato de mondémeros de detergente
ligarem-se ao peptideo, formando agregados. Em micelas de LPC, esse fenbmeno é
menos acentuado, pois nesse caso as micelas sao zwitteribnicas. Pode-se observar
também que, quando é atingida a concentracdo de 0,5 mM de detergente, a
intensidade de fluorescéncia comeca a aumentar, como esperado. Em micelas de
LPC:LPG (2:1), essa concentracdo corresponde a aproximadamente 0,17 mM de
cargas negativas, e em micelas por LPG, sédo 0,5 mM de cargas negativas. Levando-
se em conta a concentracdo dos peptideos no experimento e a carga teérica em pH
3,5-20 uM e + 13,8 para Hst-5 e 27 uM e +13,2 para TOAC®-Hst-5 - temos que Hst-
5 apresenta 0,28 mM de cargas positivas e TOAC®-Hst-5, 0,36 mM, mostrando que
guando as cargas do peptideo e do lipidio sdo aproximadamente iguais, ocorre a
formacdo de agregados. Quando a concentracdo de cargas negativas das micelas
supera em muito a carga positiva dos peptideos, o efeito hidrofébico faz com que
ocorra a formacdo de micelas, com a subsequiente ligacdo dos peptideos as

mesmas.
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Figura 54. Expanséo dos resultados da Figura 52 para a regido de concentragdo 0 — 2 mM
de micelas.

Para verificar o grau de insercdo dos residuos de Tyr, foram realizados
es4tudos de supressado de fluorescéncia com acrilamida. Observa-se, na figura 55,

que, em micelas de LPC e LPC:LPG (2:1) ocorre desvio negativo na reta de Stern-



Volmer, sugerindo a presenca de duas populacdes de fluoroforos, que podem ser

constituidas de (i) duas populacbes de peptideos, ou (i) um dos residuos de Tyr

estar mais exposto ao supressor e o outro residuo mais inserido na micela. Esse fato

ndo é notado em micelas constituidas apenas de LPG, mostrando que todo o

peptideo estd ligado a micelas, ou que ambos os residuos de Tyr estdo igualmente

acessiveis ao supressor.
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Figura 55. Relacdo F¢/F em funcéo da concentracdo de acrilamida para Hst-5 (A, C, E) e
TOACHst-5 (B, D, F) na presenca de 300 mM de micelas compostas de LPC (A, B),
LPC:LPG (2:1) (C, D) e LPG (E, F) e em tampé&o PBC 5,0 mM, pH 3,5 (G, H).

A partir da figura 55, foram calculadas as constantes de Stern-Volmer (Ksy)
para cada uma das situacdes (tabela VIII). Nos casos em que as curvas sugeriam
duas populacdes de fluoréforos, foram calculadas as constantes de Stern-Volmer
para as duas populagdes. As retas tracadas sempre passaram o pelo ponto x =0, y
= 1. Em todos os casos, as constantes na presenca de 300 mM de micelas de
guaisquer composicdes lipidicas sdo menores do que em solucdo, mostrando que 0s
residuos de Tyr estdo menos acessiveis a acrilamida. Em todos os casos, as

constantes de Stern-Volmer apontam para uma maior interacdo dos peptideos com

micelas de LPG, seguida por micelas de LPC:LPG (2:1) e, por fim, micelas de LPC.



Tabela VIII. Constantes de Stern-Volmer (Ksy, M™) calculadas para Hst-
5 e TOAC -Hst-5, em tamp&o PBC 5,0 mM, pH 3,5 e na presenca de
300 mM de micelas de diferentes composic¢ées lipidicas e em tampé&o
PBC 5 mM, pH 3,5.

Micelas Hst-5 TOACP-Hst-5
0,00852 0,00891
LPC
0,00399 0,00683
0,00675 0,00766
LPC:LPG (2:1)
0,00396 0,00417
LPG 0,00566 0,00374
Solucéo 0,03162 0,03309

Para TOAC-Hst-5 foram também realizados estudos através de RPE. Os
espectros do peptideo na presenca de micelas de LPC, LPC:LPG (2:1) e LPG séao

mostrados nas figuras 56, 57 e 58, respectivamente.
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Figura 56. Espectros de RPE de TOAC®-Hst-5 50,0 uM na presenca de micelas de LPC, em
tampéo PBC 5,0 mM, pH 3,5.
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Figura 57. Espectros de RPE da TOAC’-Hst-5 50,0 uM na presenca de micelas de
LPC:LPG (2:1), em tampé&o PBC 5,0 mM, pH 3,5.
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Figura 58. Espectros de RPE da TOAC®-Hst-5 50,0 uM na presenca de micelas de LPG, em
tampéo PBC 5,0 mM, pH 3,5.

Os espectros obtidos evidenciam duas componentes espectrais, uma, de
linhas estreitas, devida ao peptideo em meio aquoso, e outra, de linhas alargadas,
devida ao peptideo ligado as micelas. Pode-se notar ainda que, como apontado
pelos resultados de fluorescéncia, a interacdo € maior com micelas de LPG, seguida

pelas micelas de LPC:LPG (2:1), e, posteriormente, por micelas de LPC.



Dos espectros obtidos na presenca de 300 mM de micelas de LPC:LPG (2:1)
e LPG foram subtraidos 5% e 3%, respectivamente, dos espectros do peptideo ndo
ligado, resultando nos espectros da figura 59. Esse procedimento foi de dificil
execucao para as micelas de LPC, provavelmente porque a quantidade de peptideo
ligado era muito pequena. Apesar de restar uma pequena contribuicdo do marcador
livre, vé-se que os espectros da figura 59 sdo semelhantes aos obtidos para outros
peptideos marcados ligados a micelas (Pertinhez et al., 1995, 1997), bem como aos
de sondas lipidicas nesses agregados, refletindo o movimento do marcador na

micela e da micela como um todo (Schreier et al., 1978b; Liang et al., 1993).

10G

Figura 59. Espectros resultantes da subtracdo do espectro de TOAC®-Hst-5 livre em
solucéo dos espectros obtidos em presenca de 300 mM de (A) LPC.LPG (2:1) e (B)
LPG em tampédo PBC 5 mM, pH 3,5.



Um aspecto interessante ocorre na presenca de micelas de LPG, onde, na
presenca de 800 uM de detergente, ocorre formacdao de um agregado entre o
peptideo e monémeros de lisofosfolipidio, resultando em uma estrutura onde o
peptideo tem menor mobilidade do que na micela (figura 58C). Comparando-se a
subtracdo na figura 59B com a da figura 60B, podem-se notar as diferencas entre
os dois espectros. Essa situacdo ocorre apenas na presenca de LPG, nas
condicdes mencionadas, uma vez que em pH 3,5, 50 uM de TOAC?-Hst-5 possui
660 uM de cargas positivas, tendo-se, portanto, uma relacdo préxima a 1:1 entre as
cargas do peptideo e do lipidio. Com a adicdo de mais lisofosfolipidio, ocorre a
formacéo de micelas, com o peptideo ligando-se essas estruturas. Esses resultados
sdo analogos aos observados nos estudos de fluorescéncia. Subtraindo 3% do
espectro do peptideo livre em solugcédo do espectro na presenca de 800 uM de LPG,

obtém-se o espectro do peptideo no agregado (figura 60).



10G
Figura 60. Espectro de TOAC-Hst-5 na presenca de 0,8 mM de LPG (A) e espectro obtido
pela subtracdo do espectro de TOAC’-Hst-5 livre (3%), em tamp&o PBC 5mM, pH 3,5.

A partir dos espectros de RPE de TOACP’-Hst-5 (figuras 56 a 58), foram
calculados os parametros ho/h.; (figura 61), onde o valor de h-; foi medido para a
linha estreita de campo alto, portanto, a que representa prioritariamente a populacao
de peptideo livre em solucédo. Pode-se observar que, a medida que a concentracdo
de micelas aumenta, aumenta a relacdo ho/h.;. Neste caso, o aumento da relacéo
representa a diminuicdo da populacdo em solucéo, isto porque, enquanto o valor de
h.; corresponde essencialmente ao marcador em solucédo, o valor de hg engloba a
concentracdo das duas populacfes de peptideo, a livre e a ligada. A figura mostra
gue o peptideo liga-se em maior proporcdo as micelas de LPG, e, em seguida, a
micelas de LPC:LPG (2:1). Apesar do aumento pequeno no caso de LPC, nota-se

gue ocorre alguma ligacao a essas micelas. Na presenca de micelas de LPG (figura



60B), € possivel visualizar também a formag¢do do agregado acima citado, pelo
aumento de 6,3 vezes na relacdo ho/h.1, seguida entdo pela formacéo de micelas e
subsequente diminuicdo dessa relacdo, estabilizando-se em 4,5 vezes da relagéo

inicial.
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Figura 61. Relagdo entre as alturas dos picos de campo central e do
pico estreito de campo alto (ho/h.;) obtidas a partir dos espectros de
RPE de TOAC%Hst-5, em funcdo da concentracdo das micelas
indicadas. Em (A) LPC, em (B) LPC:LPG (2:1) e em (C) LPG.
Para analisar de forma mais detalhada a contribuicdo de interacdes
eletrostaticas para a ligacdo de TOAC?-Hst-5 as micelas, foi estudado o efeito do pH
na presenca de 300 mM de micelas de LPC (figura 62), LPC:LPG (2:1) (figura 63) e

LPG (figura 64). Observa-se que, a medida que aumenta o pH, diminui a interacao

com as micelas, em decorréncia da diminui¢do da carga liquida do peptideo.
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Figura 62. Espectros de RPE da TOAC°-Hst-5

45,0 pM na presenca de micelas de LPC, em
fungéo do pH, tampé&o PBC 5,0 mM.
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Figura 63. Espectros de RPE da TOAC®-Hst-5 45,0

uM na presenca de micelas de LPC:LPG (2:1), em
fungéo do pH, tampé&o PBC 5,0 mM.
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Figura 64. Espectros de RPE da TOAC°-Hst-5
45,0 uM na presenca de micelas de LPG, em

fungéo do pH, tampé&o PBC 5,0 mM.
A partir dos resultados experimentais, foi calculada a relacdo ho/h.;. A figura
65 mostra claramente a modulacdo da ligacdo as micelas pela carga do peptideo,
evidenciando a importancia de interacdes eletrostaticas: em pHs baixos, onde a
carga positiva do peptideo € alta, a relacdo € alta, indicando maior ligacdo. Os
baixos valores de hg/h.; na presenca de LPC mostram a pouca extensao da ligagao a

micelas zwitteridnicas.
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Figura 65. Relagdo entre as alturas da linha de campo central e da
linha estreita de calto (ho/h.;) obtida a partir dos espectros de RPE de
TOACP-Hst-5, em funcdo do pH, na auséncia e na presenca de 300 mM
de micelas de diferentes composicdes lipidicas, em tampéo PBC 5 mM.
Utilizando os resultados de fluorescéncia representados na figura 53, foram
calculadas as constantes de ligacdo de Hst-5 e TOAC’-Hst-5 as micelas de
diferentes composicdes lipidicas. Para TOAC -Hst-5, foi calculado o coeficiente de
particdo, P, (Bianconi e Schreier, 1991) através dos resultados de RPE, utilizando a
altura da linha estreita de campo alto, assumindo que essa altura representa
exclusivamente o peptideo em solucdo, na presenca de 100 mM de micelas. P é
proporcional a constante de ligacao, Ky, através da relacéo
Kp=P.V (15)
onde V é o volume molar parcial do lisofosfolipidio. As constantes de ligacdo estéo

sumarizadas na tabela IX. A maior discrepancia no caso de LPC deve-se a

imprecisao dos resultados resultante da pouca ligacdo do peptideo a essas micelas.



Tabela IX. Constantes de ligacdo (M™) de Hst-5 e TOAC’-Hst-5 a micelas de diferentes
composi¢des lipidicas, em tampao PBC 5 mM, pH 3,5.

_ Hst-5 TOAC’-Hst-5
Micela i ———
Fluorescéncia Fluorescéncia RPE
LPC 2,25 x 10° 2,25 x 10° 3,87 x 10*
LPC:LPG (2:1) 6,21 x 107 5,15 x 107 3,41 x 102
LPG 7,81 x 102 14,90 x 10 16,32 x 107

A aquisicdo de estrutura secundéaria na presenca de foi avaliada através de
estudos de dicroismo circular. Os espectros apresentam minimo em torno de 210 nm
(figuras 66), indicando que os peptideos adotam uma estrutura em dobra f tipo |
(Perczel e Hollosi, 1996). Situ e colaboradores (2000) ja haviam demonstrado que,
na presenca de micelas de LPG, estruturava-se como uma dobra . Apesar da
pouca extensdo da ligacdo as micelas de LPC evidenciada nos estudos de
fluorescéncia e RPE, os espectros de CD sugerem que a interface micela-tampéo

oferece condi¢des para que o peptideo se estruture.
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Figura 66. Espectros de CD de Hst-5 50,0 uM (A, C, E) e TOAC -Hst-5 50,0 mM (B, D, F)
em funcdo de concentracdes crescentes de LPC (A, B), LPC:LPG (2:1) (C, D) e LPG (E, F),
em tampéo PBC 5,0 mM, pH 3,5.

Utilizando-se do método descrito por Kaur e Raghava (2003), verificou-se que

a regido com maior propensdo a formar a dobrap é a seqiiéncia H'HGY™. A



formacéo dessa dobra corrobora a observacdo de supressédo de fluorescéncia em
presenca de micelas (figuras 53B, 53D, 53E), uma vez que essa conformagao

levaria a uma maior proximidade entre o grupamento nitréxido e a Tyr?*,
4.1.2.2 VESICULAS UNILAMELARES PEQUENAS (SUV)

Foi estudada a interagéo entre Hst-5 e TOAC®-Hst-5 e membranas modelo,
SUV contendo as principais cabecas polares dos lipidios encontrados em
membranas de Escherichia coli (PE:POPG:CL, 80:15:5) As propor¢cdes estdo dadas

em moles %.

No entanto, os estudos de fluorescéncia e CD mostraram-se inviaveis, pois 0s
peptideos induziram agregacao das SUV, levando ao espalhamento de luz pelas
amostras. Na figura 67 observa-se que, a medida que os peptideos sao titulados
com SUV, a intensidade de fluorescéncia cai, contrariamente ao aumento esperado
em decorréncia da ligacdo dos peptideos as SUV, mostrando que predomina o
espalhamento de luz decorrente da agregacédo. Esse fenbmeno predomina mesmo

nos pHs 7,0 e 10,0.
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Figura 67. Espectros de fluorescéncia de Hst-5 11,0 uM (A, C, E) e TOAC -Hst-5 10,0 uM
(B, D, F) em fungdo da concentragdo de SUV (ePE:POPG:CL, 80:15:5), em pH 4,0 (A, B),
7,0 (C, D) e 10,0 (E, F), em tampdo PBC 5,0 MM, Aexe=275 NM

A figura 68 mostra que a diminuicdo da fluorescéncia tende a estabilizar-se,

em relacdes lipidio:peptideo de cerca de 50:1, e nota-se mesmo uma sugestao de



aumento da fluorescéncia para relag6es mais altas no caso de Hst-5. Porém néo foi

possivel analisar a ligacdo dos peptideos as SUV em maior detalhe.
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Figura 68. Fluorescéncia normalizada de Hst-5 (A) e TOAC®-Hst-5
(B) em funcéo da concentracdo de SUV (ePE:POPG:CL, 80:15:5), em
tampéo PBC 5,0 mM, Aexe = 275 nm.

Estudos de supressao de fluorescéncia por acrilamida (figura 69) mostraram

gue os residuos de Tyr estdo menos acessiveis ao supressor, confirmando a ligacao



dos peptideos as SUV. No entanto, o espalhamento de luz causado pela agregacéo

das SUV novamente prejudicou a andlise dos resultados.
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Figura 69. Relacdo F¢/F para Hst-5 TOAC®Hst-5 em funcdo da
concentracdo de acrilamida na presenca, respectivamente, de 1,1
mM e 1,0 mM de SUV (ePE:POPG:CL, 80:15:5), em tampao PBC
5,0 mM, pHs 4,0, 7,0 e 10,0. Aexe = 275 Nm.



Foram calculadas as constantes de Stern-Volmer para os resultados da figura
69. A tabela X mostra que em presenca das SUV os residuos de Tyr estdo menos
acessiveis a acrilamida, pois Ksy € menor do que em solugao.
Tabela X. Constantes de Stern-Volmer (Ksy, M) calculadas para Hst-
5 e TOAC’Hst-5 em funcdo da concentracdo de acrilamida na

presenca, respectivamente, de 1,1 mM e 1,0 mM de SUV
(ePE:POPG:CL, 80:15:5), em tampédo PBC 5,0 MM, Aex = 275 nm.

pH Hst-5 TOACP-Hst-5
4,0 0,0035 0,0042
7,0 0,0034 0,0029
10,0 0,0032 0,0047

Solucgao, pH 3,5 0,03162 0,03309

Foram realizados também estudos de CD, para investigar se a interacdo com
as SUV induz aquisicado de estrutura secundaria. Novamente, os espectros foram

bastante prejudicados pela ocorréncia de agregacao (figura 70).
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Figura 70. Espectros de CD de Hst-5 11 uM (A, C, E) e TOAC®Hst-5 10 uM (B, D, F), na
presenca, respectivamente, de 1,1 mM e 1,0 mM de SUV (ePE:POPG:CL, 80:15:5), em pHs

4,0 (A, B), 7,0(C, D) e 10,0 (E, F), em tampédo PBC 5,0 mM.

A agregacdo de vesiculas, induzida pelos peptideos, ocorre provavelmente

porque o peptideo, com carga positiva, liga-se a varias vesiculas de carga negativa,



neutralizando as cargas (tabela Xl e Xll). Esse fenébmeno € bastante visivel na figura
70, especialmente nas proporgbes peptideo:lipidio 1:40 e 1:60, concentracbes em
gue as cargas estao neutralizadas. A partir do momento em que se aumenta a
concentragdo de SUV, aumentam também as cargas nhegativas e,
consequentemente, ocorre repulsado, levando a uma pequena diminui¢do na turbidez
da amostra.

Tabela Xl. Carga de Hst-5, SUV (ePE:POPG:CL, 80:15:5) e carga liquida do sistema

peptideo-lipidio em fungéo do pH. As cargas de POPG e CL foram consideradas -1 e -2 em
todos os pHs. A carga de PE foi considerada 0 em pHs 4,0 e 7,0, e -1 em pH 10,0.

pH 4,0 pH 7,0 pH 10,0
Peptideo SUV Total Peptideo SUV Total Peptideo SUV Total
Solucdo +134 - + 13,4 +57 - +57 +27 - +2,7
1:10 + 13,4 -25 + 10,9 +57 -25 + 3,2 + 2,7 -10,5 -7,8
1:20 + 13,4 -5,0 +8,4 +57 -5,0 +0,7 + 2,7 -21,0 - 18,3
1:30 + 13,4 -7,5 +59 + 5,7 -7,5 -1,8 +2,7 -31,5 - 28,8

1:40 +13,4 -10,0 +34 +5,7 -10,0 -4,3 +2,7 -420 -39,3
1:50 +13,4 -12,5 +0,9 +5,7 -12,5 -6,8 +2,7 -52,5 -49,8
1:60 +13,4 -15,0 -1,6 +5,7 -15,0 -9.3 +2,7 -63,0 -60,3
1:80 +13,4 -20,0 -6,6 +5,7 -20,0 - 14,3 +2,7 -840 -81,3
1:100 +13,4 -25,0 -11,6 +5,7 -25,0 -19,3 +2,7 -1050 -102,3

Tabela XIl. Carga de TOAC’-Hst-5, SUV (ePE:POPG:CL, 80:15:5) e carga liquida do
sistema peptideo-lipidio em funcéo do pH. As cargas de POPG e CL foram consideradas -1
e -2 em todos os pHs. A carga de PE foi considerada 0 em pHs 4,0 e 7,0, e -1 em pH 10,0.

pH 4,0 pH 7,0 pH 10,0

Peptideo SUV Total Peptideo SUV Total Peptideo SUV Total
Solugao + 12,2 - +12,2 + 3,7 - + 3,7 +1,6 - +1,6

1:10 +12,2 -2,5 +9,7 + 3,7 -2,5 +1,2 +1,6 -105 -89
1:20 +12,2 -5,0 +7,2 + 3,7 -5,0 -1,3 +1,6 -210 -194
1:30 +12,2 -7,5 + 4,7 + 3,7 -7,5 -3,8 +1,6 -315 -299
1:40 +12,2 -100 +2.2 + 3,7 -10,0 -6,3 +1,6 -420 -404
1:50 +12,2 -12,5 -0,3 + 3,7 -12,5 - 8,8 +1,6 -525 -50,9
1:60 +12,2 -15,0 -2,8 + 3,7 -150 -11.3 +1,6 -630 -614
1:80 +12,2 -20,0 -7,8 + 3,7 -20,0 -16,3 +1,6 -840 -824
1:100 +12,2 -250 -128 + 3,7 -250 -21.3 +16 -1050 -1034

A interacdo de TOACP-Hst-5 com bicamadas lipidicas foi também examinada
por RPE. Como essa técnica ndo requer transparéncia da amostra, o estudo foi
realizado com vesiculas multilamelares (MLV), como descrito em Materiais e

Métodos. Foram estudadas membranas cuja composicéo lipidica mimetizava a de



membranas de E. coli (ePE:POPG:CL, 80:15:5), C. albicans (POPC:ePE:bPS:PA:
ERGO, 35:15:24:11:15) e eritrocitos (POPC:SM:ePE:COL, 26:22:7:45).

Na figura 71, observam-se espectros de RPE de TOAC’-Hst-5 em solucéo e
na presenca de MLV cuja composicdo fosfolipidica mimetiza a da membrana de E.
coli, apresentando carga liquida negativa. Em pHs 3,5 e 4,5, verifica-se a presenca
de uma populacdo de peptideo imobilizada, a qual d4 origem a um espectro que
apresenta extremos internos e externos. Esse espectro indica que o grupamento
nitroxido estd orientado com o eixo z paralelo a normal a bicamada e permite
calcular um parametro de ordem (conforme Sec&o 3.2.2.3). A medida que o pH
aumenta, o peptideo perde cargas positivas, 0 que leva ao seu desligamento da
membrana, como denotado pelo aumento do espectro de linhas estreitas observado

em pHs mais altos.
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Figura 71. Espectros de RPE de TOAC®-Hst-5 45,0 uM em solucéo e na presenca de 9 mM
de MLV (ePE:POPG:CL, 80:15:5), em funcédo do pH, em tampéo PBC 5,0 mM.



Foi realizada a subtracdo de 5% do espectro do peptideo livre em solucéo do
espectro do peptideo na presenca de MLV em pH 3,5 (figura 72). O espectro
resultante indica que a molécula possui movimento anisotrépico e que o grupamento
nitroxido esta orientado com o eixo z paralelo a normal a bicamada. O parametro de

ordem calculado para esse espectro (conforme Secédo 3.2.2.3) é de 0,605.

10G

Figura 72. Espectro obtido pela subtracdo de 5% do espectro do peptideo TOAC®-Hst-5 livre
do espectro obtido na presenca de 9 mM de MLV (ePE:POPG:CL, 80:15:5), em tampao
PBC 5 mM, pH 3,5.

Assim como observado em MLV que mimetizam membranas de E.coli, MLV

mimetizando a membrana biolégica de C. albicans também contem fosfolipidios com
cabeca polar de carga negativa. Em pHs 3,5 e 4,5, os espectros de TOAC’-Hst-5 em
presenca de MLV compostas por POPC:ePE:bPS:PA:ERGO 35:15:24:11:15 sédo
gualitativamente semelhantes aos obtidos para as membramas mimetizadoras de E.
coli (figura 73). Nota-se nesses espectros que, na regido de campo baixo, aparece
uma pequena porcentagem de uma componente fortemente imobilizada. A medida
gue o pH aumenta, o peptideo perde cargas positivas, 0 que leva ao seu
desligamento da membrana, como denotado pelo aumento do espectro de linhas

estreitas observado em pHs mais altos.
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Figura 73. Espectros de RPE da TOAC®-Hst-5 45,0 uM em solucdo e na presenca de 9 mM
de MLV (POPC:ePE:bPS:PA: ERGO, 35:15:24:11:15), em fun¢éo do pH, em tampéo PBC 5,0
mM.



Foi realizada a subtracdo de 3% do espectro do peptideo livre em solucao do
espectro do peptideo na presenca de MLV em pH 3,5 (figura 74). Na figura a seta
indica pela a populacdo fortemente imobilizada. O parametro de ordem calculado
para esse espectro, é de 0,704, maior do que o parametro de ordem encontrado
para as MLV que mimetizam E. coli, mostrando maior ordem no sistema que
mimetiza C. albicans. Esse resultado poderia ser devido a presenca do ergosterol
nessas membranas. E amplamente conhecido o fato de que colesterol, e também
ergosterol, aumentam a ordem e diminuem a mobilidade em membranas no estado

liquido-cristalino (Butler e Smith, 1978; Aracava et al., 1981).

10G
Figura 74. Espectro obtido pela subtracdo do espectro do peptideo TOACP-Hst-5 livre do espectro
obtido na presenca de 9 mM de MLV (POPC:ePE:bPS:PA: ERGO, 35:15:24:11:15), em tampéao PBC
5 mM, pH 3,5. A seta indica uma populacéo de peptideo fortemente imobilizada.

Finalmente, foram realizados estudos com MLV que mimetizam a
monocamada externa da membrana de eritrocitos (POPC:SM:PE:COL, 26:22:7:45),
cuja carga liquida é zero. Como observado nos estudos com micelas de LPC, o
peptideo interage pouco com esse tipo de cabecas polares, como pode ser visto
pelos espectros de linhas estreitas da figura 75. De forma analoga ao ocorrido com
as micelas acima mencionadas, nado foi possivel subtrair o espectro do peptideo nao

ligado, pela pouca quantidade de peptideo ligada a membrana.
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Figura 75. Espectros de RPE da TOAC®-Hst-5 45,0 uM em solucéo e na presenca de 9 mM
de MLV (POPC:SM:ePE:COL, 26:22:7:45), em funcdo do pH, em tampéo PBC 5,0 mM.



A partir da altura do pico estreito de campo alto (figuras 72 e 74), foi calculado
o coeficiente de particdo (P) do peptideo TOAC®-Hst-5 em diferentes pHs em
membranas que mimetizam membranas biolégicas de E. coli e C. albicans (figura
76).

Como observado nos espectros, a medida que o pH aumenta, o peptideo se
desliga da membrana, e o reflexo desse fenébmeno é a diminuicdo do coeficiente de
particdo. O coeficiente de particio ndo foi calculado para membranas que

mimetizam eritrocitos devido a baixa ligacao do peptideo a esse tipo de MLV.
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Figura 76. Coeficiente de particdo calculado a partir dos espectros de
RPE para membranas que mimetizam E. coli (ePE:POPG:CL, 80:15:5)
e C. albicans (POPC:ePE:bPS:PA:ERGO, 35:15:24:11:15) em funcéo
do pH.
4.2. ESTUDOS FUNCIONAIS
Estudos funcionais em sistemas modelo foram efetuados realizando-se

medidas elétricas em bicamadas lipidicas planas, utilizando membranas de

asolecitina de soja (anidnicas) e DPhPC (zwitteribnicas) e ainda experimentos de



permeabilizacéo de vesiculas, utilizando LUV constituidas de POPG carregadas com
carboxifluoresceina.

Foram realizados ainda estudos para determinagéao da atividade fungicida de
Hst-5 e TOAC’-Hst-5 contra C. albicans, na auséncia e na presenca de fons

metalicos, bem como ensaios hemoliticos com ambos os peptideos.

4.2.1. BICAMADAS LIPIDICAS PLANAS

Experimentos para verificar a atividade canal da Hst-5 em membranas
lipidicas planas de asolectina e de DPhPC em pHs 7,2 e pH 4,5 mostraram
incapacidade do peptideo de formar canais iGnicos em bicamadas lipidicas planas.
Nenhuma flutuagdo de corrente em relagdo a linha de base foi observada,
independentemente da quantidade de peptideo adicionada. Esse resultado sugere
gue a acao antimicrobiana do peptideo ndo esta relacionada com sua habilidade de
formar canais ibnicos.

No caso de TOAC®-Hst-5 os resultados mostraram que em pH 7,2 o peptideo
nao forma canais idnicos em membranas de azolecitina. No entanto, em pH 4,5
TOACP-Hst-5 apresentou atividade canal tanto em membranas com carga liquida

negativa (figura 77) quanto em membranas zwitteridnicas (figura 78).
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Figura 77. Atividade canal da TOAC®Hst-5 em BLMs de ASO. Tracos de canais unitarios
sob condicfes simétricas: PBC 5 mM, KCI 100 mM, pH 4,5, em diferentes voltagens. Niveis
de abertura para cima ocorrem em potenciais aplicados negativos e niveis de abertura para
baixo ocorrem em potenciais aplicados positivos. Niveis fechados (corrente zero) sdo
indicados pelas linhas tracejadas.

A figura 77 mostra tracos de atividade canal para o TOAC®-Hst-5 onde a
atividade se manifesta com eventos de abertura pouco regulares, bem como com
varias manifestacfes de abertura irregulares. Além disso, foram também observados
eventos de atividade canal exibindo tempos de abertura mais curtos e de formato

ponteagudo (spike). Ha trés conjuntos de valores de condutancia: G,= (75 * 25) pS,

n=6; Go= (167 * 39) pS, n= 10; Gs= (468 + 83) pS, n=5.
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Figura 78. Atividade canal da TOAC®-Hst-5 em BLMs de DPhPC. Tracos de canais unitarios
sob condigdes simétricas: PBC 5 mM, KCI 100 mM, pH 4,5, em diferentes voltagens. Niveis
de abertura para cima ocorrem em potenciais aplicados negativos e niveis de abertura para
baixo ocorrem em potenciais aplicados positivos. Niveis fechados (corrente zero) séo
indicados pelas linhas tracejadas.

A figura 78 mostra que a TOAC’-Hst-5 também pode formar canais ibnicos
em BLMs de DPhPC, mas a manifestacao de atividade canal é mais dificil com esse
tipo de membrana, revelando a preferéncia da TOAC®-Hst-5 por membranas com
carga liquida negativa. Observam-se eventos de abertura de baixa regularidade,
assim como eventos de abertura irregulares, inclusive aberturas bem curtas do tipo

spike. Os valores de condutancia determinados foram: Gi= (424 + 55) pS, n=5; G,=

(802 + 123) pS, n= 8; Gs= (2150 + 618) pS, n=7.

4.2.2. PERMEABILIZAGAO DE VESICULAS

Levando-se em conta os resultados obtidos através dos experimentos de
BLM, foram realizados estudos de permeabilizacdo (figura 79) de vesiculas com LUV
de POPG, com carga liquida negativa, em tampao PBC 5 mM, NaCl 145 mM, pH
7,4. Nao foram realizados experimentos em pH &cido porque a b5,6-

carboxifluoresceina ndo fluoresce em pHs acidos.
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Figura 79. Permeabilizacdo de LUV de POPG em funcdo da concentracdo de peptideo.
Tampao PBC 5 mM, NaCl 145 mM, pH 7,4.

Pode-se observar que, enquanto a Hst-5 praticamente ndo tem efeito
permeabilizante, TOAC®-Hst-5 age sobre a membrana, provocando vazamento do
fluoréforo, que aumenta com a concentracdo do peptideo. A diferenca de
comportamento entre ambos os peptideos poderia residir na diferenca de cargas no
N-terminal, pois o TOAC tem pK = 4,5 nessa regido, portanto, ndo apresentaria
carga em pH 7,4, favorecendo a ligacdo do peptideo por um efeito hidrofébico,
enquanto que no peptideo ndo marcado o N-terminal estaria protonado. Deve-se
considerar, contudo, que o pK de grupos carregados positivamente (como € o caso
do amino grupo) tende a aumentar na presenca de interfaces carregadas
negativamente (Lee e Schreier, 1993). No caso dos peptideos, a presenca dos
outros residuos carregados também pode influir no valor do pK (Salinas et al., 2002).

Esses efeitos ndo foram examinados.



4.2.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para estudar a atividade fungicida dos peptideos, foram realizados ensaios
liquidos de inibicdo de crescimento de C. albicans (tabela XIll), a fim de determinar a
concentracao inibitéria minima (MIC). Os estudos foram realizados na auséncia e na
presenca de CaCl,, CuSOg4, MnCl, e ZnCl; na proporgéo 1:1.

Tabela Xl = MIC (uM) dos peptideos na auséncia e na presenca de ions metalicos. As MIC
sdo expressas na forma [a]-[b], onde [a] € a menor concentracdo de peptideo que causou
100% de inibicdo, e [b], a maior concentracdo de peptideo onde o fungo continuou a
crescer.

Auséncia de

Peptideo ions CacCl; CuSO,4 MnCl; ZnCl,
metalicos
Hst-5 12,5-6,3 12,5-6,3 12,5-6,3 6,3-3,1 6,3-3,1

TOAC’- Hst-5 6,3-3,1 6,3-3,1 6,3-3,1 6,3-3,1 6,3-3,1

Observa-se que o peptideo marcado néo € sensivel a adicdo de metais no
meio de cultura, enquanto que Hst-5 é sensivel & presenca dos fons Mn®* e Zn*",
mas ndo Ca®" e Cu®. Isso pode ser sugestivo de mecanismos de acéo diferentes
para Hst-5 e seu analogo marcado. Essa possibilidade estd de acordo com os

estudos funcionais com membranas modelo, que apontam para atividades diferentes

dos peptideos

4.2.4. ATIVIDADE HEMOLITICA

Na figura 80, observa-se a atividade hemolitica dos peptideos. Nota-se que
Hst-5 50 uM lisa menos de 7% dos eritrécitos humanos, enquanto que TOAC®-Hst-5
50 uM lisa pouco mais de 10% das mesmas células. Esse fato deve-se,
provavelmente, a natureza zwitteridnica da superficie externa da bicamada lipidica, o
que diminui a ligacdo dos peptideos a membrana, como observado nos estudos com

micelas de diferentes composicdes lipidicas.
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Figura 80. Atividade hemolitica em funcdo da concentracdo de peptideo, em tampédo PBS
10 mM, NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, pH 7,4.
5. DiscussAo

Nosso laboratério vem, de longa data, contribuindo com estudos estruturais
de peptideos biologicamente ativos, com destaque para a introdu¢cdo do aminoacido
paramagnético TOAC através de ligacdo peptidica, representando uma nova
abordagem nessa area (Marchetto et al.,1993; Moraes et al., 1997; Nakaie et al.,
1981, 1983; Oliveira et al., 2002; Pertinhez et al., 1995, 1997; Schreier et al., 2004).
O laboratério tem contribuido ainda para a compreensdo sobre a interacdo entre
peptideos biologicamente ativos e sistemas biomiméticos, tais como micelas e
bicamadas lipidicas (Pertinhez et al., 1995, 1997; Salinas et al., 2002; Vieira et al.,
2002). Ambas as areas estudadas envolveram a utilizacdo de técnicas
espectroscopicas como fluorescéncia, CD e RPE.

Este trabalho enfoca o peptideo antimicrobiano Histatina-5 e seu analogo

marcado com TOAC na posicdo N-terminal, TOAC’-Histatina-5. PAM s&o capazes



de inserir-se na membrana citoplasmatica da célula-alvo, onde podem formar poros
e causar a morte celular, ou ainda, translocar-se para 0 meio intracelular e atingir
organelas e/ou processos intracelulares, levando igualmente a morte da célula-alvo.
Assim, sendo a membrana uma barreira para a acdo dos PAM, é de primordial
importancia entender os mecanismos pelos quais ocorre a interacdo entre o
peptideo e a membrana, bem como estudar as possiveis variagdes conformacionais
envolvidas nas varias etapas da acao fisiol6gica dessas moléculas.

Hst-5, encontrada na saliva humana, possui notavel acdo fungicida e inibe a
adesédo de bactérias ao esmalte dos dentes ou as mucosas orais. Seu mecanismo
de acao, entretanto, é ainda desconhecido, e permanece motivo de debate na
literatura. Hst-5 apresenta ainda com motivos de ligacao a ions metalicos existentes
na saliva. No presente trabalho, foram empregadas as técnicas de fluorescéncia, CD
e RPE a fim de realizar estudos conformacionais de Hst-5 e de TOAC®-Hst-5 em
solucdo com o objetivo de examinar o efeito da variacdo de pH, a influéncia do
solvente indutor de estrutura secundaria TFE e a interacdo com os ions metalicos
Cu?*, Mn*" e Zn?*, presentes na saliva humana, sendo que o estudo da interacdo
com Mn?" é inédito na literatura. Foram também realizados estudos na presenca de
sistemas biomiméticos, com micelas zwitteridnicas e de carga liquida negativa, além
da interacdo com vesiculas que mimetizam a composicao lipidica de membranas de
E. coli, C. albicans e eritr6citos humanos. A relacdo estrutura-funcédo, fundamental
no entendimento do mecanismo de acdo de PAM, foi também investigada,
examinando-se a atividade dos peptideos frente a membranas lipidicas planas
(BLM) e na permeabilizacdo de vesiculas lipidicas. Por fim, foram ainda estudadas

as atividades fungicida e hemolitica de Hst-5 e TOAC’-Hst-5.



5.1. EFeEITO DO PH

Os estudos de fluorescéncia mostraram a capacidade de TOAC suprimir a
fluorescéncia, como ja descrito na literatura (Toniolo et al., 1998), uma vez que as
intensidades de fluorescéncia de TOAC-Hst-5 sdo menores que as de Hst-5 (figura
20).

A tabela XIV mostra os pKs calculados a partir dos resultados de RPE e
fluorescéncia para Hst-5 e TOAC®-Hst-5, e sdo comparados aos pKs teéricos e
obtidos através de RMN de préton (*H-RMN) para Hst-5. A variacdo nos valores de
pK obtidos por fluorescéncia e *H-RMN para Hst-5 pode ser explicada pela utilizagéo
de técnicas diferentes, fato também observado no peptideo TOAC®-Hst-5, quando
comparam-se os valores de pK de His e Tyr obtidos por fluorescéncia e RPE. Em
gualquer caso, no entanto, observa-se deslocamento nos valores de pK dos
residuos quando comparados aos pKs teoricos dos aminoacidos, mostrando a
influéncia do microambiente sobre a ionizacdo das cadeias laterais dos residuos
ionizaveis. Quando comparados, Hst-5 e TOAC’-Hst-5 mostram que os pKs de
residuos de Tyr sdo muito préximos, mostrando que a insercdo de TOAC no N-
terminal ndo afetou o grau de ionizacdo dos residuos de Tyr, fato que pode ser
atribuido a distancia entre os residuos.

Tabela XIV. pKs teérico e experimental dos residuos de TOAC, His e Tyr de Hst-5 e TOAC®-
Hst-5. Os valores obtidos utilizando *H-RMN foram retirados de Grogan et al., 2001 (n.d. =
nao detectado).

oK Hst-5 TOACO-Hst-5
Residuo - A . A RPE

tedrico Fluorescéncia 1H-RMN Fluorescéncia ho/h-1  aN

TOAC 45 - - n.d. 4.9 4,3
Asp 3,9 n.d. 2,8 n.d. n.d. n.d.
Glu 4,07 n.d. 3,2 n.d. n.d. n.d.
His 6,04 n.d. 59-6,3 6,1 6,8 6,8
Tyr 10,46 9,4 9,8-10,3 9,5 9,2 n.d.

*Valores obtidos por Grogan et al. (2001). Foram determinados pKs individuais para os
residuos His’, His™, Tyr'® e Tyr**. Na tabela estio apresentados os menores e maiores
valores obtidos para esses residuos.



Espectros de CD de Hst-5 estdo de acordo com os apresentados na literatura
utilizando a mesma técnica, que apontam para a falta de estruturacdo do peptideo
em solucdo aquosa, em pHs que variaram entre 7,2 e 7,4 (Raj et al., 1990; Brewer et
al., 1998; Melino et al., 1999; Helmerhorst et al., 2001). Estudos de RMN bi-
dimensional (2D-RMN) em pH 3,8 (Raj et al., 1998) e em pH 7,5 (Brewer et al., 1998)
também mostram que ndo ocorre estruturacdo do peptideo em solugédo aquosa.

A andlise dos espectros de CD obtidos neste trabalho em diversos pHs indica
gue, apesar de ndo ocorrer estruturacdo, ocorrem pequenas flutuagcbes na
conformacdo, resultantes da alteracdo de carga do peptideo. TOACC-Hst-5
apresenta comportamento semelhante, mostrando que a introdugédo do aminoacido
paramagnético na posicdo N-terminal ndo altera a conformacdo do peptideo.
Schreier et al. (2004) ja haviam demonstrado que a introducdo de TOAC na regiao
N-terminal pouco afeta a conformacdo dos horménios peptidicos bradicinina e
angiotensina Il em solucdo aquosa. Moraes et al. (2007) sintetizaram peptideos
analogos do PAM gomesina contendo TOAC no N-terminal e verificaram que a
introducdo do aminoacido paramagnético ndo alterou a conformacédo do peptideo

marcado em solucao aquosa.

5.2. EFEITO DE TFE

Como mencionado anteriormente, o solvente TFE é largamente utilizado
como indutor de estrutura secundaria (Marlborough e Ryan, 1977). Na literatura,
existem diversos trabalhos que utilizam a técnica de CD e relatam a aquisicdo de
estrutura a-helicoidal por Hst-5 na presenca de TFE (Raj et al., 1990; Brewer et al.,

1998; Melino et al., 1999; Situ et al., 2000; Helmerhorst et al., 2001) e metanol (Raj



et al., 1990). Estudos utilizando 2D-RMN na presenca de TFE confirmam estes
resultados (Brewer et al., 1998; Raj et al., 1998).

Nossos dados mostram que tanto o peptideo nativo quanto o marcado com
TOAC estruturam-se em uma conformacdo o-helicoidal, sendo que o peptideo
TOACP-Hst-5 adota essa estrutura em 30% de TFE, como indicam os espectros de
CD (figura 33), fluorescéncia (figura 29) e RPE (figura 30). Hst-5 adota estrutura [1-
helicoidal em 70% de TFE, como mostram os espectros de CD (figura xx), e estao
de acordo com os resultados obtidos por Melino et al. (1999), embora resultados de
Brewer et al. (1998) mostrem que Hst-5 estrutura-se em a-hélice em 30% de TFE, e
Helmerhorst et al. (2001) obtém resultados semelhantes em 50% do mesmo
solvente.

A porcentagem de conteudo o-helicoidal apresenta grande variacdo na
literatura. A tabela XV mostra uma comparacéo entre os porcentuais obtidos neste
trabalho e os dados obtidos na literatura utilizando o método de Chen et al. (1974).

Tabela XV. Porcentagens de o-hélice dos peptideos Hst-5 e TOAC-Hst-5, calculadas a
partir de espectros de CD em 100% de TFE (Melino et al., 1999; Helmerhorst et al., 2001).
Em parénteses € dado o numero de residuos presentes no segmento o-helicoidal (foi
assumida a formacg&o de um segmento em a-hélice).

Peptideo Dados obtidos Melino et al. (1999) Helmerhorst et al. (2001)

Hst-5 56% (13,4) 27% (6,5) 36% (8,6)
TOAC?-Hst-5 53% (13,3) - -

Apesar da variacdo na porcentagem do peptideo em o-hélice, nossos
resultados e os dados da literatura mostram que o peptideo ndo se encontra
totalmente enovelado (Raj et al., 1990; Brewer et al., 1998; Melino et al., 1999; Situ
et al., 2000; Helmerhorst et al., 2001). Neste sentido, apenas o trabalho de Raj et al.
(1998) concluiu, a partir de estudos de 2D-RMN gue em dimetil sulféxido (DMSO),

Hst-5 encontra-se 100% estruturada em o -hélice (figura 81), resultado que néo esta



de acordo com os dados de Brewer et al. (1998), que, utilizando a mesma técnica e
solvente apontam que a perda de efeitos nucleares de Overhauser (nuclear
Overhauser effect, NOE) de médio e longo alcance mostra a instabilidade da [J-

hélice formada por Hst-5.

Figura 81. Estrutura média da a-hélice de Hst-5 em DMSO, obtida
através de 2D-RMN (Raj et al., 1998)

A figura 81 mostra que, assumindo uma conformacdo 100% helicoidal, Hst-5
nao forma uma hélice anfipatica, apresentando uma distribuicdo uniforme de cargas
positivas ao longo da hélice. Através de modelagem molecular e analise de
espectros de CD, Ramalingam et al. (1996) propuseram que interacfes entre as
cadeia laterais de Phe' e His'® e Arg*? e Glu'® contribuem para a estabilizacdo da o-
hélice. A formacéo da ponte salina entre Arg'? e Glu'® e a consequente estabilizacéo
da estrutura a-helicoidal reforcam a hipotese de Melino et al. (1999), que, estudando

a conformacao de Hst-5 na presenca de vesiculas compostas de PC:PA de ovo (8:2)



na auséncia e na presenca de Zn*', verificaram maior propensao & formacéo de [I-
hélice quando o ion metalico é adicionado a amostra. Considerando que a interacdo
entre Zn?" e Hst-5 ocorre no sitio H**EKHH® (Grogan et al., 2001), conclui-se que a
estabilizacdo de cargas nesse sitio € importante para a aquisicdo de estrutura
secundaria.

Utilizando técnicas de dinamica molecular, lovino et al. (2001) estudaram,
através de simulacdes de dinAmica molecular, a formacdo de pontes de hidrogénio
entre a cadeia polipeptidica de Hst-5 e moléculas de agua e TFE, chegando a
conclusdo que as moléculas de agua interagem com Hst-5 através de pontes de
hidrogénio por mais tempo do que as moléculas de TFE, restrigindo a formacao de
pontes de hidrogénio intra-moleculares e consequentemente, a aquisicdo de
estrutura em agua. O trabalho mostra também que as moléculas de TFE que estao
em contato direto com Hst-5 apresentam troca lenta com as moléculas de TFE da
solugcdo como um todo, o que acarreta em menor perturbacdo na formacdo das
pontes de hidrogénio intra-moleculares e subseqiente aquisicdo de estrutura
secundaria.

O aumento na intensidade de emissdo de fluorescéncia para ambos o0s
peptideos reflete a menor polaridade do meio (Lakowicz, 1999). No entanto, a queda
na intensidade de fluorescéncia de TOACP-Hst-5 ocorrida apés 50% de TFE mostra
gue TOAC aproxima-se dos residuos de Tyr devido a aquisicdo de estrutura,
aumentando a eficiéncia da supressao de fluorescéncia (Toniolo et al., 1998;
Schreier et al., 2004; Marin, 2007). Os espectros de RPE foram sensiveis as
mudancas acarretadas pela aquisicdo de estrutura secundaria, como ja demonstrado
por Schreier et al., 2004. Essa sensibilidade foi revelada tanto através do célculo do

tempo de correlagdo rotacional, que aumentou na presenca do solvente, como nas



medidas de desdobramento hiperfino, que mostraram o comportamento diferente do
peptideo quando comparado ao TOAC livre. Da mesma forma, através de
comparacao com resultados obtidos para TOAC livre foi possivel verificar que o
aumento do tempo de correlagéo rotacional ndo foi devido apenas ao aumento da
viscosidade do meio, mas também, as alteracdes conformacionais sofridas pelo

peptideo.

5.3. INTERACAO COM iONS METALICOS

A saliva humana é um fluido complexo que, dentre outras funcdes, tem o
papel de proteger a cavidade oral de bactérias e fungos. Para tanto, sao sintetizados
nas glandulas salivares diversos PAM, como as Hst, as proteinas ricas em Pro, as
defensinas e as estaterinas (Oppenheim et al., 1988; Abiko et al., 2003; Vitorino et
al., 2005). Além disso, sado encontrados na saliva diversos ions metalicos, como o
Ca?*, Mg**, Zn**, Cu**, Mn**, Ni** e Co**, sendo que o primeiro é encontrado na
ordem de milimolar, e os demais, na ordem de micromolar (Gusman et al., 2001c).
Hst-5 possui diversos sitios de coordenacdo para diferentes metais, como Mg?*,
Zn**, Cu®*, Mn** e Ni** (Brewer e Lajoie, 2000; Grogan et al., 2001; Gusman et al.,
2001c). Em especial, destacam-se os motivos ATCUN (amino-terminal copper and
nickel binding site, sitio de ligacdo de cobre e niquel no N-terminal) D*SH? e o sitio
de ligacdo Zn**, H®EKHH®®, como mostraram os estudos de *H-RMN (Grogan et al.,
2001). Brewer e Lajoie (2000) mostraram, através de espectroscopia de massa que
pHs mais altos favorecem a ligacdo dos ions metalicos, indicando que a perda de
cargas positivas do peptideo, devido a desprotonacado dos residuos de His, aumenta

a afinidade pelos ions metalicos.



A estequiometria da ligagdo entre os ions metalicos e Hst-5 ndo é bem
definida. Para analisar resultados de ITC, Gusman et al. (2001c) utilizaram dois
modelos para ajustar as curvas de titulacdo de zZn?* e Cu®', assumindo uma
estequiometria de 1:1 ou a ocorréncia de interacBes entre os ions metalicos e
multiplos sitios. Brewer e Lajoie (2000), utilizando espectrometria de massa,
mostraram que existem varios sitios de ligacdo a Cu?* e apenas um sitio de ligacdo
a Zn**. Nossos resultados de fluorescéncia e RPE sugerem que a estequiometria da
interacdo entre esses fons e Hst-5 e TOAC’-Hst-5 é de 1:1. Os valores das
constantes de ligacdo de zZn*" aos peptideos Hst-5 e TOAC’-Hst-5 mostradas na
tabela xx sdo da mesma ordem daqueles obtidos por Gusman et al. (2001c),
enquanto que as constantes obtidas para a ligacdo do Cu®* sdo menores quando
comparadas aos resultados apresentados nesse trabalho. Esse fato deve-se
possivelmente, ao fato de que nossos estudos foram realizados em pH mais acido
(5,0) do que aquele utilizado por Gusman et al. (2001c). E relatado na literatura que
a ligacdo do Cu®* & Hst-5 diminui com o abaixamento do pH (Brewer e Lajoie, 2000).

Os dados obtidos neste trabalho mostraram ainda que os espectros de RPE
foram sensiveis & interacdo fon metélico-TOAC®-Hst-5, permitindo o célculo de
constantes de ligacdo através da relacdo ho/h.; para os espectros do peptideo em
presenca de Zn** e Cu®". O pronunciado decaimento da amplitude do sinal de RPE
da TOACP-Hst-5 e sua andlise através da teoria de Leigh (1970) para a interacdo
dipolar fon paramagnético-nitroxido corroboraram a conclusdo da ligacdo do Cu®* ao
peptideo e permitiram o célculo da distancia entre ambos, cerca de 4,8 A. Esse valor
esta de acordo com a hipétese de que o Cu®* liga-se ao motivo D*SH3. A influéncia
da interacdo entre Zn** e TOAC®-Hst-5 foi observada de maneira menos intensa nos

espectros de RPE muito provavelmente devido a maior distancia do sitio de ligacéo



do metal ao peptideo em relacéo ao residuo de TOAC (H™EKHH'®, Grogan et al.,
2001). Interacdes entre nitroxidos e metais paramagnéticos tém sido estudadas em
proteinas (Eaton e Eaton, 1978) e em membranas (Keith e Snipes, 1974; Polnaszek
et al., 1978; Livshits et al., 2001), mas esse efeito ainda ndo havia sido estudado em
peptideos marcados com TOAC.

Quanto aos resultados com Mn**, como mencionado, ndo existem estudos
com esse ion na literatura. Resultados de fluorescéncia sugeriram uma
estequiometria de 1:1 para sua complexacdo com Hst-5 e TOAC®-Hst-5 e a anélise
dos dados forneceu valores de constantes de ligacdo semelhantes as dos outros
fons (tabela VII). Os estudos de RPE mostraram que a adicdo de Mn?* promoveu
uma diminuicdo na amplitude do espectro de TOAC na TOACP-Hst-5, porém essa
diminuicéo foi muito menor do que a observada para Cu®*. Também, diferentemente
do Cu*, o Mn?** ndo induziu uma reducdo na mobilidade da regido N-terminal do
peptideo. Esses dados indicam que o Mn?* ndo se ligou ao sitio ATCUN e sugerem
que o fon poderia ligar-se ao sitio de ligacdo de Zn?* na regido C-terminal do
peptideo (Deligiannakis et al., 2000). Porém, os resultados obtidos no estudo dos
espectros de Mn?* quando adicionado a Hst-5 e TOAC’-Hst-5, além de evidenciar a
ligacdo do fon aos peptideos através da perda significativa de sinal do Mn?,
pareceram mostrar um aumento crescente da ligacdo com o aumento da
concentracdo do ion, o que contrasta com os resultados de fluorescéncia para o
proprio Mn** e com os resultados de fluorescéncia e RPE para os outros ions,
guando foi observada saturacdo em estequiometria 1:1.

Melino et al. (1999) observaram que, na presenca de Zn*, Hst-5 tem a

capacidade de fundir vesiculas com carga liquida negativa, e que a conformacédo do



peptideo, na presenca de Zn®** e PC:PA de ovo (8:2) em pH 7,3, assume uma
estrutura o-helicoidal.

Em trabalho mais recente, Melino et al. (2006) sintetizaram um anélogo de
Hst-5 de vinte residuos contendo o motivo ATCUN e o fragmento C-terminal de Hst-
5 (DSHAGYKRKFHEKHHSHRGY, ATCUN-C16) e mostraram sua capacidade de
ligar-se a DNA e exercer atividade nucleasica na presenca de fons Cu®* e ascorbato.
Também neste caso foi estabelecida a ligagdo do ion apenas a regido N-terminal. A
atividade nucleasica foi atribuida ao fato de o complexo Cu?*-ATCUN ser um forte
agente oxidante através da producdo de espécies reativas de oxigénio. Foi ainda
observada a acéo sinergistica do Zn?* nessa atividade e ainda que o peptideo N-
terminal da Hst-5 (10 primeiros residuos, contendo apenas o sitio ATCUN)
apresentava menor atividade. A atividade nucleasica foi também observada para a
Hst-5. Espectros de RPE do Cu?* mostraram que o complexo possui geometria

guadrada planar, caracteristica da ligacao desse ion ao motivo ATCUN (figura 82).
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Figura 82. Modelo de coordenacdo de Cu?" ao sitio ATCUN,
evidenciando a geometria quadrada planar (Cabras et al., 2007).

Estudos conformacionais de ATCUN-C16 foram realizados por meio de RMN
e CD. Espectros de CD em meio aquoso mostraram que a adicdo de Ni?* (que se
liga a0 mesmo sitio que o Cu?") induz a aquisicdo de pequena proporcéo de

estrutura o-helicoidal e que a posterior adicdo de Zn* modifica pouco esse



resultado. Na presenca de 100% TFE o peptideo adquire estrutura em o-hélice.
Espectros de RMN indicaram que a hélice se estende de Y® a S'®. Em 50% TFE, o
peptideo adquire conformagdo em hélice 3ip; 0 equilibrio é deslocado para a
conformacdo em o-hélice pela adicdo de Ni**. Quanto ao fon Zn?*, estudos
anteriores dos mesmos autores (Melino et al., 1999) indicaram que ocorre
estabilizacdo da estrutura secundaria da regido C-terminal da Hst-5, que contém o
motivo H?EKHH®® ligante do fon, na presenca deste. Melino et al. (2006) comentam
gue os dados sugerem que a hélice formada pela regido C-terminal € menos estavel
do que as usualmente encontradas e que ATCUN-C16 conserva uma flexibilidade
residual que parece ser uma caracteristica estrutural peculiar de Hst-5 e sugerem
gue a estabilizacdo da conformacdo em a-hélice pode ndo ser relevante para as
propriedades anti-fungicas do peptideo. Propostas semelhantes também foram feitas
por Brewer et al. (2002) em estudos que mostraram que um peptideo ciclico
derivado de Hst-5 era mais potente que o peptideo nativo.

Nossos estudos em solucdo sugeriram que, apesar de pequenas flutuacdes
na conformacdo, Hst-5 e TOAC%Hst-5 ndo adquiriram estrutura secundaria na
presenca dos ions metalicos em solucdo aquosa. Estudos adicionais deverdo ser
realizados para examinar o efeito dos ions em presenca de TFE e de membranas
modelo.

Em estudos biologicos tem sido observado que a interacdo entre ions
metdlicos e Hst-5 leva a efeitos distintos sobre a atividade do peptideo. Quando foi
estudada a atividade bactericida contra E. faecalis, a adicdo de Zn* e Ca*" levou a
um aumento da atividade litica do peptideo, enquanto que Mg?* ndo teve efeito
(Rydengard et al., 2006). Em outro trabalho, Dong et al. (2003) mostraram que Mg?*

diminui a atividade fungicida contra C. albicans em até 40%, enquanto Ca*



praticamente abole a ag¢édo contra o fungo, diminuindo em até 90% a atividade de
Hst-5. Nossos resultados (tabela XlIl) mostraram que TOAC’-Hst-5 é duas vezes
mais ativa contra C. albicans do que o peptideo nativo, e ndo é sensivel a adi¢do de
ions metalicos, enquanto que a atividade de Hst-5 aumenta duas vezes na presenca
de Mn?* e Zn*, e ndo mostra sensibilidade & adicdo de Ca®', resultado que difere do
observado na literatura (Dong et al, 2003). A diferenca de comportamento entre o
peptideo nativo e o marcado com TOAC sugere que os peptideos podem agir

através de mecanismos de acao diferentes.

5.4. ESTUDOS COM MEMBRANAS MODELO — ASPECTOS CONFORMACIONAIS

A interacdo de Hst-5 e TOAC®-Hst-5 com membranas modelo foi examinada
empregando-se micelas e bicamadas com carga superficial liquida zero ou negativa.
O estudo com micelas foi realizado empregando-se as técnicas de fluorescéncia,
CD, e RPE, porém, devido ao fato de que os peptideos induziram agregacéo de
vesiculas lipidicas, o intenso espalhamento de luz promovido por esse fenbmeno
dificultou o emprego das técnicas Opticas, sendo mais confiaveis os estudos
realizados com TOAC’-Hst-5 através de RPE.

O aumento da intensidade de fluorescéncia e o aparecimento de um espectro
correspondente a uma populacdo mais imobilizada nos espectros de RPE de
TOACP-Hst-5 mostraram que os peptideos ligam-se tanto a micelas zwitteriénicas
(LPC) como a micelas carregadas negativamente (LPC:LPG 2:1 e LPG pura), porém
a ligacdo a essas Ultimas € bem mais pronunciada. Espectros de CD evidenciaram
gue, ao se ligar as micelas, os peptideos tendem a adquirir uma conformacdo em
dobra B tipo I. Fazendo uso do método de Kaur e Raghava (2003), estimou-se que a

sequéncia com propens&o a formac&o de dobra corresponde aos residuos H'HGY™.



Esses resultados estdo de acordo com os de Situ e colaboradores (2000) que
também encontraram que Hst-5 adquire conformacdo em dobra f na presenca de
micelas de LPG. O menor aumento de fluorescéncia observada para TOAC’-Hst-5
do que para o peptideo nativo em presenca de micelas sugere a occorréncia de
supressdo de fluorescéncia em consequéncia da conformacdo adotada pelo
peptideo, a qual levaria a uma maior proximidade entre o grupamento nitroxido e a
Tyr?.

A menor ligagdo a micelas zwittweridnicas estd de acordo com estudos
anteriores para outros peptideos (Vieira et al., 2002, Moraes et al., 2007, Marin,
2007). Estudos de supresséo de fluorescéncia mostraram que os residuos de Tyr
estdo menos acessiveis ao supressor aquossoluvel acrilamida. Foi também
observada a existéncia de duas populacdes de Tyr, uma mais acessivel ao
supressor, em LPC e LPC:LPG, mas ndo em LPG. Essas populacdes poderiam
corresponder ou as duas tirosinas presentes nos peptideos, ou a duas populacdes
de peptideos em diferentes ambientes. Constantes de ligacdo dos peptideos as
micelas calculadas a partir dos resultados de fluorescéncia (assumindo
estequiometria 1:1) e RPE foram bastante concordantes, exceto no caso de LPC,
provavelmente devido a pouca ligacdo dos peptideos.

Os espectros de RPE permitiram também examinar os agregados formados
por TOAC’-Hst-5 e baixas concentracbes de LPG, quando a soma de cargas
positivas contribuidas pelo peptideo € aproximadamente igual a soma das cargas
negativas contribuidas pelo lipidio. E interessante notar que o peptideo nesse
agregado apresenta-se mais imobilizado do que quando ligado a micelas, quando es
espectros de RPE se assemelham mais aos de sondas lipidicas intercaladas nesses

sistemas (Schreier et al, 1978, Moraes et al., 2007).



Vale notar também que a ligacdo é extremamente dependente do pH,
diminuindo consideravelmente com o aumento deste e chegando a valores minimos
ao redor de pH 6.5, regido do pK da histidina. Esses resultados evidenciam o papel
preponderante de interacdes eletrostaticas para a ligacdo dos peptideos. Em outros
estudos tem sido observado que mesmo com a diminuigcdo da carga ainda ocorre
uma ligacgéo residual a micelas (Marin, 2007). Esse fendbmeno tem sido discutido em
termos de contribui¢des hidrofébicas para a ligagdo. No entanto, no caso da Hst-5 e
seu analogo marcado, a alta hidrofilicidade da sequiéncia previne uma contribuicdo
significativa de interacdes hidrofobicas para a ligacéo.

A interacdo dos peptideos com bicamadas foi estudada empregando-se
vesiculas com composicles lipidicas mimetizadoras das membranas de E. coli
(PE:POPG:CL, 80:15:5) e C. albicans (POPC:ePE:bPS:PA: ERGO, 35:15:24:11:15),
ambas com carga superficial negativa e de eritrécitos (POPC:SM:PE:COL, 26:22:7:45,
carga liquida zero). Conforme mencionado acima, a agregacdo induzida pela
interacdo eletrostatica entre os peptideos e mais de uma vesicula no caso de
membranas carregadas negativamente promoveu intenso espalhamento de luz,
levando a menores valores de fluorescéncia observada. Mesmo em condi¢cfes de
excesso de carga negativa, em concentracdes mais altas de membranas (conforme
tabela XI) o espalhamento de luz continuou a dificultar a realizacdo de medidas de
fluorescéncia e também a obtencao de espectros de CD de boa qualidade.

Mesmo nas condi¢des dificeis encontradas, foram realizados estudos de
supresséao de fluorescéncia por acrilamida, que mostraram menor acessibilidade ao
fluoréforo na presenca de membranas de E. coli, evidenciando a ligacdo dos

peptideos.



Porém, estudos de RPE, técnica que ndo requer a transparéncia da amostra,
forneceram informacdes relevantes sobre a interacdo peptideo-membrana. Os
espectros de TOACP-Hst-5 mostraram, na presenca das membranas carregadas
negativamente, duas populac¢des, uma mais imobilizada, devida ao peptideo ligado e
outra com trés linhas estreitas, correspondente ao peptideo livre em solucéo.
Subtracdes espectrais forneceram os espectros do peptideo ligado e mostraram que
o0 eixo z do nitroxido encontra-se aproximadamente paralelo a normal a bicamada. O
calculo do parametro de ordem para esses espectros resultou em um valor maior
para membranas de Candida, mostrando que a amplitude de movimento da
molécula é menor nessas membranas, possivelmente devido a presenca de
ergosterol, que, como o colesterol (Lapper et al., 1972, Schreier-Muccillo et al., 1973,
Mailer et al., 1974) sabidamente diminui a amplitude e a velocidade de movimento
em membranas (Butler et al., 1978, Aracava et al., 1981).

As subtracdes espectrais também permitiram calcular o coeficiente de
particdo do peptideo nas membranas mimetizadoras de E. coli e de C. albicans.
Assim como em micelas, foi observada grande diminuicdo na particdo com o
aumento do pH. Também, como observado em micelas, a particdo em membranas
mimetizadoras de eritrécitos foi muito pequena.

Existem muitos poucos estudos conformacionais de interacdo de Hst-5 com
membranas lipicas na literatura. Em presenca de vesiculas de PC:PA de ovo foi
observado que Hst-5 ndo adquire estrutura secundaria, assumindo conformacao em
a-hélice apos a adicdo de ions Zn2+ (Melino et al.,, 1999). Em estudos com o
fragmento contendo os 16 residuos da regido C-terminal da Hst-5, observou-se que
esse peptideo adquire conformacdo a-helicoidal em presenca de vesiculas de

DMPC em pH 7,4.



5. 5. ESTUDOS COM MEMBRANAS MODELO — ASPECTOS FUNCIONAIS

Medidas de condutividade elétrica em BLM de azolecitina (carga liquida
negativa) e de difitanoil fosfatidilcolina (zwitteridnica) e ainda de permeabilizacdo de
vesiculas de POPG (carga liquida negativa) monitorada através do vazamento do
marcador fluorescente aquossoluvel carboxifluoresceina mostraram efeitos
diferentes para Hst-5 e TOAC%Hst-5. Assim, enquanto o comportamento
conformacional dos dois peptideos foi bastante semelhante, apenas o andélogo
marcado foi capaz de induzir condutividade i6nica a pH 4,5, com maior efeito no
caso de azolecitina, e de permeabilizar as vesiculas de POPG a pH 7,4. Esse
resultado foi bastante surpreendente, uma vez que os dois peptideos diferem
apenas pela presenca de TOAC no N-terminal do analogo marcado.

Os resultados para Hst-5 estdo de acordo com o estudo de den Hertog et al.,
(2004) que mostrou que o peptideo ndo causou vazamento do fluoroforo
aquossoluvel calceina em lipossomos unilamelares de PC de ovo:PS de cérebro

bovino 9:1 em pH 7,2.

5. 6. ATIVIDADE ANTIFUNGICA E HEMOLITICA

Os resultados obtidos para a atividade hemolitica da Hst-5 estdo de acordo
com outros obtidos na literatura. Também o analogo marcado ndo apresentou
atividade hemolitica.

Quanto a atividade anti-fungica, Hst-5 forneceu resultados semelhantes
aqueles obtidos em outros estudos e evidenciando o papel de ions metalicos na
acdo anti-fingica. Por outro lado, TOAC®Hst-5 também apresentou acdo anti-
fungica, em concentracdes semelhantes aquelas empregadas para o peptideo

nativo, porém ndo se observou o efeito de ions metalicos na atividade. Esse



resultado remete as diferencas observadas em membranas modelo e sugere a
possibilidade de diferentes mecanismos para os dois peptideos frente a membranas

de C. albicans.

5.7. IMPLICACOES DOS RESULTADOS PARA O MECANISMO DE AGAO DA HST-5

O mecanismo de agéo de Hst-5 ainda n&o foi totalmente esclarecido. Devido
a alta hidrofilicidade e carga de Hst-5, tem sido proposto que esse peptideo,
diferentemente da maioria dos PAM, ndo atua através de mecanismo de formacao
de poros (Helmerhorst et al., 2001b ; Ruissen et al., 2002; den Hertog et al., 2005).

Assim sendo, outros mecanismos tem sido propostos. Entre esses, a
mitocondria tem sido enfocada como candidato a alvo intra-celular (Helmerhorst et
al., 1999a). Foi proposto que, uma vez atuando na mitocondria, Hst-5 participaria da
geracdo de radicais livres, por interferir na cadeia respiratéria, desencadeando a
apoptose (Helmerhorst et al., 2001a). No entanto, resultados de Veerman et al.
(2004) e Wunder et al. (2004) estdo em desacordo com esse modelo. Outro modelo
proposto é de inducédo do efluxo de ions e moléculas pequenas como ATP atraves
de canais transportadores (Koshlukova et al., 1999; Baev et al., 2003; Baev et al.,
2004). No caso de fungos, estudos mostraram a ligacdo de Hst-5 a uma proteina de
choque térmico especifica desses organismos, presente na membrana plasmatica
de C. albicans, sendo entdo enviada ao meio intra-celular (Edgerton et al., 1998; Li
et al., 2003, 2006). No entanto, existem resultados que mostraram atividade
bactericida de Hst-5 (MacKay et al., 1984) e sua acdo como um peptideo que
penetra células em Leishmania donovani (Lugue-Ortega et al., 2008). A auséncia da
proteina de choque térmico de C. albicans na superficie celular de bactérias, e sua

atividade de penetrar células de L. donovani mostram que 0s aspectos que



envolvem a interagdo de Hst-5 com membranas bioldgicas ainda precisam ser
melhor entendidos.

A internalizacdo de Hst-5 € também motivo de debate na literatura e, embora
tenha sido proposto que esse fendmeno poderia ocorrer a favor de um potencial
transmembranar (Helmerhorst et al., 1999a), também esse aspecto necessita de
mais estudos.

Alguns estudos realizados com anélogos e fragmentos de Hst-5 tem
evidenciado a interacdo dessas moléculas com membranas. Foi verificado que o
fragmento contendo os ultimos 16 residuos do C-terminal de Hst-5 retém a atividade
fungicida do peptideo nativo (Raj et al., 1990). Diversos estudos tém sido feitos com
analogos desse peptideo, mutando residuos polares por Leu. Uma vez que esses
peptideos adotam conformacao o-helicoidal na presenca de TFE (Tsai et al., 1996;
Helmerhorst et al., 2001b), a estrutura formada apresenta carater anfipatico. Essa
anfipaticidade modifica 0 mecanismo de acdo desses peptideos, que passam a
formar poros e apresentar translocacdo em vesiculas lipidicas (den Hertog et al.,
2005). Estudos com C. albicans mostraram que a atividade dos peptideos mutados
aumenta em até cinco vezes (Helmerhorst et al., 2001b) e que eles passam a ser
hemoliticos, ao contrario de Hst-5 (Helmerhorst et al., 1997). No entanto, mesmo
com o aumento do momento hidrofébico desses peptideos, eles ndo apresentam
atividade hemolitica ou fungicida em meios com alta forca i6nica (Helmerhorst et al.,
1997) e nao foram localizados em associacdo com membranas, 0 que seria
indicativo da formacéo de poros (Ruissen et al., 2002).

Apesar de varios estudos sugerirem que o mecanismo de acdo da Hst-5 néo
envolve efeito sobre a membra plasmatica, claramente, para exercer efeitos a nivel

intra-celular, o peptideo deve atravessar a barreira representada pela membrana,



tornando desejavel a compreensdo, a nivel molecular das interacdes e aspectos
conformacionais envolvidos nessa etapa. Os resultados obtidos neste trabalho
oferecem subsidios para essa compreensdo. Vale notar ainda que varios estudos
tem enfocado também o papel de ions metalicos na atividade do peptideo e que tem
sido observado que a interacdo com essas espécies afeta as propriedades
conformacionais da Hst-5 em solventes organicos e na presenca de membranas.
Estudos futuros terdo como objetivo examinar, através das técnicas
espectroscopicas empregadas neste trabalho, o efeito dos ions aqui estudados
sobre as propriedades conformacionais de Hst-5 e TOAC’-Hst-5 naquelas

condicodes.

6. CONCLUSOES

As técnicas espectroscopicas de dicroismo circular (CD), fluorescéncia e
ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) foram empregadas para estudar as
propriedades conformacionais de Hst-5 e seu analogo contendo o aminoacido
paramagnético TOAC N-terminal (TOAC®-Hst-5) em solucdo aquosa, em funcdo do
pH, de TFE, e de ions metalicos, e em presenca de membranas modelo de
composicao.

Foi também examinada a atividade dos dois peptideos em membranas
lipidicas planas, na permeabilizacdo de membranas modelo e frente ao fungo
Candida albicans e eritrocitos humanos, com o objetivo de estabelecer correlacbes
entre a atividade e a estrutura dos peptideos.

Os resultados levaram as seguintes conclusoes:



1. Nos estudos do efeito do pH, espectros de fluorescéncia mostraram a
capacidade de TOAC de suprimir a fluorescéncia e que o pK dos residuos de Tyr foi
deslocados para valores menores. Espectros de CD mostraram pequenas flutuacdes
conformacionais, mas foram mantidas estruturas ao acaso. Espectros de RPE de
TOAC®-Hst-5 mostraram a coexisténcia de duas populacdes, protonada e
desprotonada, em troca lenta. A partir de medidas de desdobramento hiperfino (an),
foram calculados os pKs de TOAC e outros grupos ionizaveis; a relacdo de altura
dos picos de campo central e alto também foi sensivel a titulacdo do peptideo.

2. Em TFE espectros de CD indicaram que o0s peptideos adotaram
conformacao a-helicoidal. Espectros de fluorescéncia de Hst-5 mostraram aumento
da fluorescéncia, e os de TOAC%Hst-5 mostraram supressdo, indicando
aproximacdo de TOAC dos residuos de Tyr. Espectros de RPE de TOACC-Hst-5
também refletiram as mudancas conformacionais.

3. Estudos de fluorescéncia mostraram a interacdo de Hst-5 e TOAC®-Hst-5
com Cu?*, Mn** e Zn?*, permitindo o calculo de constantes de ligacéo. Espectros de
CD refletiram pequenas variagcbes conformacionais, sem aquisicdo de estrutura
secundaria. Espectros de RPE de TOAC’Hst-5 na presenca dos fons
paramagnéticos Cu®* e Mn?" indicaram interacdes spin-spin, permitindo o célculo das
distancias metal-nitréxido. Curvas de tempo de correlacdo rotacional em funcédo da
concentracdo dos ions permitiram calcular constantes de ligacdo da mesma ordem
de grandeza daquelas obtidas por fluorescéncia.

4. Hst-5 e TOAC®-Hst-5 ligaram-se em maior extensdo a micelas negativas do
gue a zwitteribnicas num processo pH-dependente. Estudos de supressdo de

fluorescéncia por acrilamida confirmaram esses resultados, indicando a modulacéo



da ligagdo por interacbes eletrostaticas. Espectros de CD mostraram que o0s
peptideos adotam conformacéo em dobra p tipo I.

5. Estudos de RPE da interacdo de TOAC’-Hst-5 com vesiculas de
composicéo lipidica mimetizando membranas de E. coli e C. albicans (carga liquida
negativa) e eritrocitos (carga liquida zero) confirmaram essa modulacdo. Na
presenca das membranas negativamente carregadas 0s espectros apresentaram
extremos externos e internos, indicando que o eixo z do nitréxido orienta-se
paralelamente a normal a bicamada.

6. Estudos funcionais utilizando bicamadas lipidicas planas mostraram que
TOACP-Hst-5, mas ndo Hst-5, forma poros nas membranas. Também, TOAC®-Hst-5,
mas néo Hst-5, permeabiliza vesiculas carregadas negativamente.

7. A atividade fungicida de TOAC’-Hst-5 foi maior do que a de Hst-5 na
auséncia de fons, porém foi a mesma na presenca de Mn?* e Zn?*. Finalmente,
TOACP-Hst-5 mostrou maior atividade hemolitica que Hst-5.

8. Os resultados obtidos para a atividade dos peptideos sugerem uma
possivel diferenca nos mecanismos de acdo de Hst-5 e seu analogo marcado,

apesar da semelhanca no comportamento conformacional dos peptideos.
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