Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Exatas
Departamento de Quimica

Jarbas Magalhaes Resende

Estudos estruturais e das interacoes com
membranas de peptideos antimicrobianos por
RMN em solucao e em fase solida. Analise
conformacional e calculos ab-initio de tensores
de blindagem

Belo Horizonte
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



DEPARTAMENTO DE QUIMICA - ICEx
31270-901 - BELO HORIZONTE - MG
TEL.: 031 - 3499-5732
FAX: 031 - 3499-5700
E-MAIL: pgquimic@zeus.qui.ufmg.br

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA G

"Estudos Estruturais e das Interacoes com Membranas de Peptideos
Antimicrobianos por RMN em Solucéo e em fase Solida. Analise

Conformacional e Calculos ab-initio de Tensores de Blindagem "

Jarbas Magalhies Resende

Tese aprovada pela banca examinadora jtuida pelos Protessores:

UFMG

Prof. Clau

UNIC A‘V[P

C,GAAM“S el

Prot. Carlos Bloch Junior
EMBRAPA

W%m&f%&

Profa. Rﬂsemelre Brondi Alves

Belo Horizonte, 18 de agosto de 2008.



UFMG 708
T. 300

Jarbas Magalhaes Resende

Estudos estruturais e das interacoes com
membranas de peptideos antimicrobianos
por RMN em soluc¢io e em fase solida.
Analise conformacional e calculos ab-initio
de tensores de blindagem.

Tese apresentada ao Departamento de
Quimica do Instituto de Ciéncias
Exatas da Universidade Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial
para obten¢do do grau de Doutor em
Ciéncias — Quimica.

Belo Horizonte
2008



R433e
2008

Resende, Jarbas Magalhdes

Estudos estruturais e das interacdes com membranas
de peptideos antimicrobianos por RMN em solucdo e em
fase sélida. Anadlise conformacional e calculos ab-
initio de tensores de blindagem. 2008.

viii, 179f. : il.

Orientador: Amary César Ferreira
Co-orientadora: Dorila Pild Veloso

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Minas
Gerais. Departamento de Quimica.
Inclui bibliografia.

1. Quimica Orgénica - Teses 2. RMN em solucdo e em
fase sélida —-Teses. 3.Interacdes peptideos - Membranas
- Teses I.Ferreira, Amary César, Orientador II.Pild-
Veloso, Dorila, Co-orientadora. III.Titulo.

CDU 043




Esta tese foi realizada sob a orientacdo do Professor
Doutor Amary César Ferreira e sob co-orientacdo da

Professora Doutora Dorila Pilo-Veloso.



Agradecimentos

o Agrade¢o ao Professor Amary César Ferreira pela orientagdo neste
trabalho de tese. Agradeco-o, principalmente, por seu auxilio mais que
imprescindivel nas etapas de simulagdes de parametros da RMN em fase solida e

nas etapas de calculos DFT realizados neste trabalho.

. Agradeco a Professora Dorila Pilo-Veloso pela sua co-orientagcdo nas
atividades da tese. Sou grato por suas sugestdes e pela organizagdo de vérias

etapas do trabalho.

. I am much indebt to Professor Burkhard Bechinger for the amicable
acceptance in his research team in Strasbourg. I am grateful for many stimulating

discussions and for his critical reading of our manuscripts.

o Sou imensamente grato ao Professor Fabio Ceneviva Lacerda Almeida,
pelas inimeras discussdes e ensinamentos sobre RMN de peptideos. Realizei a
aquisi¢do de grande parte dos experimentos de RMN em solucdo desta tese no

Centro Nacional de RMN, onde contei com o total apoio do Professor Fabio.

. Sou muito grato a Doutora Cléria Mendonga de Moraes, por sua ajuda em
diferentes etapas do trabalho. Agradego pelos ensinamentos sobre sintese de
peptideos, em especial sobre os aspectos praticos do processo. Sou também grato
pelos ensinamentos sobre dicroismo circular e pelas inimeras discussdes sobre

aspectos praticos de experimentos de RMN em fase solida.

. Agradeco as colaboradoras Nathalia Carolina Cortes Rocha Mundim e
Doutora Maura Viana Prates (EMBRAPA, Brasilia) pela purificacao e realizagdo

de testes biologicos com alguns peptideos estudados nessa tese.

. Agradeco ao Professor Marcelo Porto Bemquerer (EMBRAPA, Brasilia),
pelas discussdoes e sugestdes durante a tese. Agradeco em especial as dicas

durante as sinteses dos peptideos.



. Agradeco a Professora Ana Paula Valente pela ajuda e discussdes durante
a aquisicdo de experimentos de RMN em solu¢dao no Centro Nacional de RMN,

Rio de Janeiro.

. I am grateful to Dr. Philippe Bertani and Dr. Jesus Raya for their help with
some tricky aspects of solid-state NMR spectroscopy.

. Agradeco ao meu eterno Professor e amigo José Dias de Souza Filho. Sou
muito grato pelas inimeras dicas, ensinamentos e pela amizade ao longo de

diversos anos na UFMG.
. Agradeco ao CNPq pela concessao da minha bolsa de doutorado.

o Sou imensamente grato ao Ricardo Machado por seu enorme auxilio
durante esses anos de trabalho com espectrometros de RMN, tendo com ele
aprendido inimeros detalhes sobre aquisicdo e processamentos de experimentos,

além de varios outros aspectos praticos associados a RMN.

. Agradeco ao meu amigo Gessy James Vieira, pelas inimeras discussoes
cientificas e ensinamentos durante meus cursos de pos-graduagdo. Sou grato,

principalmente, a sua grande amizade e companheirismo ao longo destes anos.

. Mil obrigados a amiga Ivana Silva Lula por seus ensinamentos e dicas

com relacdo ao trabalho com espectrodmetros de RMN.

. Agradeco ao meu grande amigo Marcelo Tavares de Oliveira pelas
inimeras discussoes cientificas e dicas durante esses anos de pos-graduagdo. Sou
imensamente grato por sua amizade e pelas conversas jogadas fora durante
algumas cervejas, que foram bem propicias apos longas horas de trabalho no

laboratorio.

° O meu obrigado aos colegas de laboratorio Katia, Viviane, Marcia,
Ivanildo, Daniel, Freddy, Maicon, Priscila, Bianca, Luan, Rodrigo e Victor pelas
discussoes cientificas, pela amizade e pelos bons momentos dentro e fora do

laboratorio.



. To Frangois for his enjoyable company, peculiar sense of humour and
jokes. Ah, thanks also for introducing me to the more than special “magret de

canard au miel”. Thanks also for the scientific discussions.

. Special thanks to Sebastiaan for the times that we spent on Strasbourg
pubs watching football matches, having some nice European beers and

(sometimes) complaining about science. Cheers!

. Many thanks to Ali, Linas, Marc and Verica for their more than special

friendship and for a lot of fun we had together during my stay in Strasbourg.

° Thanks to my lab mates Evgeni, Svetlana, Celine, Baudouin, Marie-

Catherine and Phil for their help, support and friendship.

° Agradeco aos amigos Chico, Catharina, Carol Cruzeiro, Carol Sarzedas,
Cris, Gisele, Elicardo, Guilherme, Rodolpho, Fabiana, Renata, Vivi, e Anderson

pela hospitalidade mais que especial no CNRMN, Rio de Janeiro.

. Agradeco ao meu grande amigo Abdon Haley pelo apoio e forte amizade
durante meus varios anos na UFMG. Obrigado pelas inumeras ajudas durante a

graduacao e, principalmente, pela ajuda imprescindivel com quimica inorganica.

. Agradeco aos meus avos, tios, tias, primos € primas pelo grande apoio e
amizade.

. Agradeco ao meu Pai por seu incentivo e apoio.

. Agradeco a minha Mae pelo apoio, carinho, paciéncia e forga sempre
presentes.

. Agradeco a Clara pelo carinho, inspiragdo e for¢a a mim dadas para a

conclusao desta tese.

o Obrigado Deus!



Resumo

As filoseptinas (phylloseptins) sdao peptideos antimicrobianos de dezenove
a vinte residuos de aminoacidos encontrados na secre¢ao da pele de anfibios do
género Phyllomedusa, que habitam as florestas tropicais das Américas do Sul e
Central. O foco principal desta tese diz respeito a estudos estruturais e da
interagdo das filoseptinas 1, 2 e 3 (PS-1, PS-2 e PS-3) com membranas. Esses
peptideos possuem a porcao C-terminal naturalmente amidada e exibem 74% de
homologia entre suas seqiiéncias primarias, sendo que as principais variagdes
envolvem apenas quatro residuos proximos a fragdo C-terminal.

Neste trabalho sdo investigadas e comparadas em detalhes as estruturas
dessas trés filoseptinas, sendo usadas para tal objetivo as espectroscopias de
ressonancia magnética nuclear (RMN) e de dicroismo circular (CD) na presenca
de vesiculas fosfolipidicas e/ou meios que mimetizam o ambiente de membranas.
Ambas as espectroscopias indicaram um alto grau de ordenamento helicoidal
para essas moléculas, o qual segue a ordem PS-2 > PS-1 > PS-3. As variagoes
conformacionais ocorrem principalmente nas porgdes C-terminais e elas sdo
explicadas pela consideragdo de interacdes eletrostaticas do momento de dipolo
negativo em C-terminal com os residuos potencialmente catiénicos nas posicoes
17 e 18: enquanto o PS-1 e o PS-2 possuem dois residuos capazes de suportar um
carga positiva nessas posicdes, apenas um ¢ observado para o PS-3. Além do
mais, interagdes hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio, efeitos de capping de
hélice, bem como a amidagao C-terminal natural, desempenham importante papel
na estabilizacdo das estruturas peptidicas.

Uma vez determinadas, por CD e RMN em solugdo, a existéncia de
segmentos helicoidais anfipaticos bem definidos para os trés peptideos, esses
compostos (seletivamente marcados com "N e “H) foram incorporados a
bicamadas fosfolipidicas orientadas e entdo medidas de RMN em fase solida
foram efetuadas. Embora ndo tenha sido possivel se determinarem com precisao
as orientacdes dos peptideos pelo uso exclusivo do deslocamento quimico de °N
ou do desdobramento quadrupolar de “H, os dois pardmetros forneceram

restrigdes topologicas altamente complementares, as quais foram usadas para se
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obterem com precisdo as orientagdes dos peptideos nas bicamadas lipidicas.
Eventualmente, o desdobramento dipolar de 'H-""N (obtido no espectro de
PISEMA) forneceu restrigdes topologicas extras na determinagdo da orientagdo
peptidica na bicamada. A PS-2 e a PS-3 adotam alinhamentos perfeitamente
planares, o que estd em pleno acordo com suas hélices anfipaticas dispostas na
interface da membrana. A despeito do alto carater anfipatico da PS-1, o residuo
polar C-terminal de Asn-19, localizado na face hidrofébica da hélice, forga um
pequeno desvio do eixo principal da hélice com relagdo a superficie da
membrana. As diferengas estruturais e topologicas, observadas para as trés
filoseptinas em meios que mimetizam membranas, podem ser correlacionadas a
um sistema imunoldgico inato de defesa avancado do animal, uma vez que o
armazenamento de coquetéis de compostos antimicrobianos na pele torna
disponivel uma larga gama de escolha e, portanto, fornece um mecanismo que €
ativo contra varios tipos de microorganismos. Nao obstante, a liberacdo de
misturas de agentes antimicrobianos permite a acao sinérgica de combinagdes de
peptideos.

Uma outra parte deste trabalho, diz respeito a estudos estruturais e
calculos de constantes de blindagem por métodos DFT (teoria do funcional
densidade) da quimica quantica. Nesses estudos foi proposta uma estratégia de
“fragmentacdo peptidica”, a qual tem por objetivo a defini¢ao de um método, que
visa a modelagem de peptideos a-helicoidais. Tal estratégia mostrou ser bem
eficiente, uma vez que as estruturas obtidas por métodos tedricos apresentaram
uma alta similaridade com relagdo as estruturas obtidas por RMN em solugdo.
Um bom acordo foi também obtido ao se compararem os valores de
deslocamentos quimicos tedricos e experimentais, o que indica que a estratégia
de modelagem molecular proposta ¢ bastante promissora e pode, portanto, ser
empregada como uma importante ferramenta de andlise em situagdes nas quais
problemas como alargamento de linhas espectrais, ou mesmo outros fatores
termodinamicos, inviabilizam a aquisicdo de espectros bidimensionais de RMN

com boa qualidade.
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Abstract

Phylloseptins are antimicrobial peptides of 19 to 20 residues which are
found in the skin secretions of the Phyllomedusa frogs that inhabit the tropical
forests of South and Central Americas. The focus of this PhD thesis concerns
structural and membrane-interactions studies of the peptides phylloseptin 1, 2
and 3 (PS-1, PS-2 and PS-3). These peptides carry an amidated C-terminus and
they exhibit 74% sequence homology with major variations of only four residues
close to the C-terminus.

Here are investigated and compared the structures of the three
phylloseptins in detail by circular dichroism (CD) and two-dimensional nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopies in the presence of phospholipid
vesicles or in membrane mimetic environments. Both CD and NMR
spectroscopies reveal a high degree of helicity in the order PS-2 > PS-1 > PS-3,
where the main differences accumulate at the C-terminus. The conformational
variations can be explained by taking into consideration electrostatic interactions
of the negative ends of the helix dipoles with potentially cationic residues at
positions 17 and 18. Whereas two are present in the sequence of PS-1 and -2,
only one is present in PS-3. Furthermore, the additional role of hydrophobic
interactions, hydrogen bonding, capping interactions and C-terminal amidation
for the stabilization of the helix and for antimicrobial action are discussed.

Once amphipathic helical arrangements have been determined for the
three peptides by CD and solution NMR, these compounds (selectively labelled
with "N and *H) were reconstituted into oriented phospholipid bilayers and
solid-state NMR measurements were carried out. Although it is not possible to
precisely determine the peptide orientation from "N chemical shift or the “H
quadrupolar splitting alone, the two parameters furnished highly complementary
topological restraints that have been used to obtain an accurate definition of the
orientation of the peptides in the bilayers. Eventually, the "H-"’N dipolar splitting
(obtained from PISEMA experiments) gave further topological restrains. PS-2
and PS-3 adopt perfect in-plane alignments, which is in plain agreement with

their amphipathic structures lying at the membrane interface. Despite the high
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amphipathic character of PS-1, the polar C-terminal Asn-19 residue at the
hydrophobic side of the helix forces a small deviation of the helix main axis with
regards to an in-plane orientation. The structural and topological differences
observed for the three phylloseptins in membrane-mimicking environments can
be correlated to an advanced innate immunological system of the animal, as the
storage of cocktails of antimicrobials in the skin makes available a larger choice
and, therefore, a defense mechanism that works against many different
microorganisms. At the same time releasing mixtures of antimicrobial
compounds allows for a synergistic action of combinations of peptides.

Another part of this work comprises structural studies and shielding
constant calculations by DFT (density functional theory) quantum methods. A
strategy of peptide fragmentation aiming at a feasible molecular modelling of o-
helical peptides has been proposed, and the obtained final structures have shown
to be pretty similar to the ones obtained by solution NMR. A good agreement has
been reached between experimental and theoretical chemical shifts and,
therefore, the proposed strategy of molecular modelling proves to be a very
promising tool in cases where problems like natural line-broadening or even
other thermodynamic issues prevents the acquisition of good quality 2D NMR

spectra.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Peptideos antimicrobianos

Tem-se notado nas ultimas décadas, o reaparecimento de doencas
infecciosas, devido ao desenvolvimento de resisténcia por parte de
microrganismos a antibioticos ordinariamente usados no tratamento de doencas.
Tal fator tem provocado grande interesse na descoberta de novos medicamentos e
compostos como peptideos tém mostrado bastante interesse nesse tipo de
aplicagdo. Dessa forma, o estudo das atividades, sinteses € mecanismos de agao
de peptideos antimicrobianos vém despertando grande interesse em diversas
areas de pesquisa (Bechinger, 1999).

A pele de anfibios ¢ uma fonte valiosa de peptideos e muitos estudos
demonstram que diferentes espécies desses anfibios armazenam classes distintas
de peptideos biologicamente ativos. Entre eles, peptideos antimicrobianos que
sdo considerados os mais avancados participantes do sistema imunologico inato
(Rinaldi et al., 2002; Ali et al., 2001; Simmaco ef al., 1998; Barra & Simmao,
1998; Csordas & Michl, 1970). Esses peptideos antibidticos tornaram-se agentes
alternativos contra bactérias patogénicas e fungos (Boman, 1995). Além de uma
composicdo de aminoacidos, comprimento e estruturas variadas da cadeia
peptidica, muitos desses compostos sdao catiOonicos e exibem propriedades
anfipaticas. O mecanismo de agdo dos peptideos antimicrobianos tem sido alvo
de investigacdo através de metodologias variadas (Huang et al., 2004). Algumas
dessas substancias exercem suas atividades pela permeabilizagdo da membrana
bacteriana. O processo basico inicia-se com um peptideo desestruturado em
solucdo que, quando em contato com uma membrana bacteriana, geralmente
anidnica, adota uma estrutura a-helicoidal, com seus residuos cationicos atraidos
eletrostaticamente a membrana. Finalmente, ocorre a ligagdo entre o peptideo ¢ a
membrana e a permeabilizacio da mesma (Bechinger & Lohner, 2006;
Bechinger, 1999; Vogt & Bechinger, 1999).

Peptideos sdo compostos formados pela unido entre dois ou mais
residuos de aminoacidos (Nelson & Cox, 2004). Peptideos de ocorréncia

biologica de diversos tamanhos, de dois a milhares de residuos de aminodacidos,



sdo conhecidos. Em peptideos, os residuos de aminoacidos sdo covalentemente
unidos via uma ligagdo amidica formada entre um grupo carboxilico 4cido e o
grupo amino de duas moléculas de aminoacidos distintas. Essa jun¢do ¢ chamada
de “ligacdo peptidica”, a qual ¢ formada pela desidratacdo associada a perda de
um grupo OH de uma carboxila de aminoacido e a um hidrogénio de um grupo

amino de outro aminoacido, conforme representado na Figura 1.1 a seguir.

R! H R
HN—CH-C— . HN-CH-C—O
: ;
R' H R’
HN—CH-—C— N—CH—C—0"
5

Figura 1.1 — Formag¢dao de uma ligacdo peptidica pela condensagao de dois
aminodcidos.

Diferentes niveis de estruturacdo sdao definidos para peptideos (Nelson &
Cox, 2004). A descricdo de todas as ligagdes covalentes unindo residuos de
aminodcidos em uma cadeia polipeptidica ¢ definida como “estrutura primaria”.
A “estrutura secundaria” se refere a arranjos particularmente estaveis de residuos
de aminoacidos, que levam a padrdes recorrentes de estruturas. A “estrutura
terciaria” relata os aspectos do enovelamento tridimensional de um polipeptideo.
A “estrutura quaternaria” descreve o arranjo no espago de uma proteina que
contém mais de uma subunidade peptidica.

A seguir ¢ apresentada a Figura 1.2, contendo os vinte aminoacidos

essenciais, a partir dos quais sdo formados a maioria dos peptideos e proteinas.
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Figura 1.2 — Foérmulas estruturais, nomes, siglas e simbolos dos vinte

aminoacidos essenciais. O estado de ionizacdo predominante a pH 7,0 ¢
representado. Apesar da histidina nao estar predominantemente protonada na
cadeia lateral, uma significativa fracdo de cadeias laterais carregadas ¢
encontrada nesse pH.



Neste trabalho serdao estudados os peptideos antimicrobianos PS-1, PS-2 e
PS-3, isolados da espécie Phyllomedusa hypochondrialis (Leite et al., 2005). As
seqliéncias primdrias dessas filoseptinas sdo apresentadas na Tabela 1.1. Essas
moléculas sdo formadas por dezenove residuos de aminodcidos com 74% de
homologia nas seqiiéncias primadrias. Esses trés peptideos sdo encontrados
naturalmente na forma amidada na posicdo C-terminal, sendo que esse tipo de
modificacdo natural tem mostrado efeito na promog¢ao de atividade biologica em
outras seqiiéncias peptidicas (Katayama et al., 2002; Ali et al., 2001). Cerca de
60 a 80% dos residuos de aminoacidos desses peptideos sdo hidrofobicos, os
quais estdo separados por residuos hidrofilicos. Nas trés seqiiéncias sao
encontrados residuos de aminoacidos que podem suportar carga positiva via
protonagdo em valores de pH préximos a neutralidade. Nesse ponto, o peptideo
PS-1 contém duas histidinas nas posicdes 7 e 18 e uma lisina na posi¢ao 17, o
peptideo PS-2 apresenta trés unidades de histidina nas mesmas posicoes,
enquanto que o peptideo PS-3 apresenta apenas duas unidades de histidina nas

posicoes 7 e 18.

Tabela 1.1: Seqiiéncias primarias dos peptideos em estudo

Peptideo Seqiiéncias
PS-1 FLSLI PHAIN AVSAI AKHN-NH,
PS2 FLSLI PHAIN AVSTL VHHE-NH,
PS-3 FLSLI PHAIN AVSAL ANHG-NH,

Consideraveis diferengas de atividades biologicas t€ém sido observadas
devido a pequenas variagdes nas seqiliéncias primdrias de compostos-modelo,
mesmo em casos onde a composi¢do de aminoacidos dos peptideos se mantém
constante (Mason et al., 2005; Wieprecht et al., 1997). No que tange esse ponto,
as filoseptinas fornecem um exemplo interessante, uma vez que seqiliéncias
priméarias idénticas sdo encontradas para os trés peptideos entre os residuos 1 e
13, bem como no residuo 18. Por outro lado, as variagdes nas seqiiéncias

primadrias entre os residuos 14-17 e 19 fornecem a possibilidade de investigagao



de diferentes interagdes que possam atuar tanto na atividade, quanto na
estruturagcdo desses compostos. A diferenca mais pronunciada ¢ a variacdo da
carga efetiva do residuo 17 em pH fisiologico. Enquanto uma lisina (carga +1 a
pH 7,0) € encontrada para a PS-1 nessa posi¢ao, uma histidina (carga entre 0 e +1
a pH 7,0) é observada para a PS-2 e uma asparagina (carga 0) ¢ observada para a
PS-3. Nao obstante as demais diferencas na composicao de aminodcidos sugerem
diferentes caracteres hidrofobicos para os trés compostos, sendo que ¢ bem
conhecido que um balango entre carga e carater hidrofobico tem um papel muito
importante na afinidade e na interagdo de um peptideo com a membrana
bacteriana, que ¢ um alvo bem comum de ataque desse tipo de composto
antimicrobiano (Vogt & Bechinger, 1999; White et al., 1999).

Tem-se, portanto, grande interesse € motivagdo na realizacdo de estudos
desses peptideos no sentido de se tentar compreender como as diferengas
estruturais, bem como as diferencas nas afinidades com os respectivos alvos
biologicos (no caso as superficies de membranas bacterianas) podem atuar na
atividade biologica de peptideos. Espera-se que a compreensdo detalhada da
relagdo estrutura-funcdo de peptideos antimicrobianos venha a possibilitar a
arquitetura racional de compostos analogos mais eficientes e baratos (Mason, et
al., 2006; Hwang & Vogel, 1998). Em particular, as filoseptinas se apresentam
como um bom sistema de teste para o estudo de como interagdes eletrostaticas e
hidrofobicas podem modular as caracteristicas estruturais e topoldgicas de
peptideos em meios que mimetizam o ambiente de membranas.

Dessa forma, tem-se como objetivo principal deste trabalho, estudos
estruturais, topoldgicos em sistemas que mimetizam o ambiente de membranas.
Nesses estudos serdo empregadas técnicas espectroscopicas como o dicroismo
circular, a RMN em solucao e em fase solida, bem como procedimentos tedricos

associados a célculos de estruturas e determinagdo de parametros da RMN.

1.2 — Estratégia Fmoc de sintese de peptideos em fase solida

Peptideos podem ser obtidos por trés diferentes formas. Uma primeira

pelo isolamento direto dos tecidos, um processo trabalhoso, principalmente



devido as baixas concentragdes dos peptideos de interesse. Uma segunda maneira
envolve a engenharia genética e uma terceira maneira ¢ via sintese quimica direta
(Nelson & Cox, 2004). Entretanto, devido aos inumeros residuos de aminoacidos
presentes em uma cadeia polipeptidica, a obtencdo de peptideos por
metodologias classicas de sintese organica, se tornaria inviavel, podendo-se obter
por reagdes convencionais em solu¢do, apenas peptideos com até cinco residuos
(Nelson & Cox, 2004; Chan & White, 2000).

Na tentativa de solucionar tal problema, R. B. Merrifield, realizou
inimeros estudos de sintese em fase solida, nos quais aminoacidos poderiam ser
ligados em um suporte solido, tendo-se entdo a adi¢do de novos residuos de
aminoacidos por reacdes de acoplamento até se chegar ao peptideo desejado, o
qual seria posteriormente clivado do suporte solido (Chang & White, 2000). Em
um trabalho publicado no ano de 1963, Merrifield conseguiu sintetizar um
tetrapeptideo, usando um suporte solido poroso para tal (Merrifield, 1963). Esse
trabalho provocou certa desconfianca entre os quimicos organicos da época, pois
até entdo reacdes em sistemas heterogéneos normalmente produziam muitas
impurezas (Chan & White, 2000). No ano seguinte, Merrifield publicou um outro
trabalho, baseado também em sintese de fase sélida, no qual era relatada a sintese
e purificagdo de um nonapeptideo em apenas cinco dias, tendo tal resultado
revolucionado as estratégias de sintese de peptideos da época (Merrifield, 1964).
Em comparagdo com o primeiro trabalho, algumas modificacdes foram
introduzidas, como por exemplo o uso de aminoacidos protegidos com o grupo
Boc (terc-butdxi-carbonil) (estratégia Boc de sintese de peptideos em fase solida
— Rosenthal et al., 1999; Kent, 1988; Tam ef al., 1986), o que possibilitava o uso
de técnicas mais suaves de reacdo e eliminava problemas como a perda de
produtos intermediarios de reagao.

Nesse tipo de estratégia de sintese proposta por Merrifield (posteriormente
aprimorada em outros trabalhos), eram utilizados nas reagdes de acoplamentos,
aminoacidos protegidos por grupos labeis em meio acido. A estratégia entdo era
realizar uma etapa de acoplamento e depois, com um dacido (e.g. acido

trifluoroacético), realizar a clivagem do grupo protetor, realizando-se a seguir um
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novo acoplamento em um ciclo reacional. Apds terminados todos os
acoplamentos, era utilizado um 4cido mais forte (e.g. 4cido
trifluorometanosulfonico em acido trifluoroacético (Tam et al., 1986)) que o
empregado na etapa de desprote¢do, a fim de se clivar o peptideo da resina. Nota-
se ai um inconveniente dessa estratégia de sintese. Trabalha-se com um grupo
protetor 1abil em meio acido, bem como com uma resina labil em meio &cido. O
detalhe ¢ que o acido empregado na etapa de desprote¢ao ¢ um acido mais fraco,
0 que nao causa a clivagem muito significativa de fragmentos peptidicos da
resina, entretanto ¢ evidente que tal clivagem indesejada era inevitavel, mesmo
que em pequena escala. Tal fator levou entdo a uma busca por grupos protetores
que fossem labeis em meio basico, tendo sido alcangados bons resultados para o
grupo Fmoc (9-fluorenil-metéxi-carbonil — ver esquema 1.1, p. 12) (Caprino &
Han, 1972). A grande vantagem dessa estratégia de sintese esta no fato que, apos
cada acoplamento, ¢ utilizada uma solug@o bésica para se efetuar a remocao do
grupo protetor (desprotecao), a qual ndo causa a clivagem de peptideo da resina,
pois essa ultima ligagdo ¢ 1abil em meio acido (Chang & White, 2000; Caprino &
Han, 1972).

A seguir ¢ apresentado o Esquema 1.1, que descreve de forma sucinta a
estratégia Fmoc de sintese de peptideos em fase solida. Inicia-se o processo de
sintese pela clivagem do grupo Fmoc da resina (etapa 1a), a qual ¢ efetuada pelo
emprego de uma solugdo bdasica (piperidina, por exemplo). Como os peptideos
estudados neste projeto de doutorado sdo amidados na fragdo C-terminal (ver
secdo 1.1), decidiu-se utilizar no Esquema 1.1 a representacao de uma resina do
tipo amida. Para se realizar a colagem do primeiro aminoacido a resina, esse deve
ser inicialmente ativado, a fim de se ter um grupo mais reativo que a carboxila
acida convencional (etapa 1b). Varias técnicas de ativagdo sdo encontradas na
literatura (Chan & White, 2000). Uma vez ativado o aminoacido, procede-se
entdo a reagdo de acoplamento entre esse e a resina com, auxilio de agitacdo

mecanica (etapa 2), obtendo-se entdo o aminoacido protegido ligado a resina.
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Para realizar uma reacdo de acoplamento de um outro residuo de
aminodacido, deve-se proceder a etapa de desprotecdo do aminoacido ligado a
resina (etapa 3a) e a etapa de ativagao do Fmoc-aminodcido a ser acoplado (etapa
3b). Procede-se entdo uma reacdo de acoplamento (etapa 4) e tem-se como
resultado um dipeptideo (protegido na por¢do amino terminal) ligado a resina.
Sao entdo efetuadas novas etapas de desprotecdo e acoplamento (etapa 5), até que
se tenha obtido o peptideo desejado ligado a resina. Apds todas essas etapas,
procede-se uma ultima reagdo de desprotecdo (etapa 6a), e o peptideo desejado ¢

finalmente clivado da resina pelo emprego de uma solugdo acida (etapa 6b).

1.2.1 — Remoc¢ao do grupo Fmoc

A etapa de desprotecdo, ou seja, remog¢ao do grupo Fmoc, consiste na
remo¢do de um proton do dito grupo pela por uma base (por exemplo a
piperidina), sucedendo-se entdo a clivagem do grupo Fmoc com a liberagao de
gas carbonico e da peptidil-resina com seu grupo amino terminal desprotegido. O

mecanismo proposto para a reacao de desprote¢do ¢ apresentado na Figura 1.3

(Chan & White, 2000).
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Figura 1.3 — Mecanismo genérico proposto para a reacdo de desprotegdo
(remocgao do grupo Fmoc) com piperidina em Fmoc-peptidil-resinas.
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1.2.2 — Ativacdo do Fmoc-Aminoacido para reacoes de

acoplamento

Dentre as possiveis técnicas existentes de ativagdo de Fmoc-aminoacidos
para reagdes de acoplamento (Chan & White, 2000), decidiu-se utilizar neste
trabalho a técnica conhecida como sintese de ésteres OXt, devido justamente ao
intermediario ativo formado na reagdo (Figura 1.4) (Montalbetti & Falque, 2005;
Chan & White, 2000). Nesse caso, tem-se inicialmente uma reagdo entre o Fmoc-
aminoacido e a 1,3-di-isopropil-carbo-di-imida (DIC), seguindo-se o
acoplamento com o 1-hodréxi-benzotriazol (HOBt), que leva a liberagdo de uma
di-amida similar a uréia e a formagao do éster ativo OXt. Ocorre, entdo, o ataque
da peptidil resina a carbonila do éster ativo, obtendo-se finalmente o acoplamento
e a Fmoc-peptidil-resina resultante, bem como a simultanea liberagao de HOBt.
Para que ocorra a formacdao do éster OXt, deve-se deixar o sistema Fmoc-
aminoacido/DIC/HOBt dissolvido em dimetilformamida (DMF) em processo de

ativagdo por pelo menos dez minutos, antes da reacdo com a peptidil resina.

Bt

Y :éH
%(ﬂ f\ B HoB I o K
FmocHN \—/)\ FmOCHN)E.‘./B\f\E;—\

HOBt
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/\ _ HOBt
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9.
Figura 1.4 — Mecanismo genérico proposto para a reacdo de acoplamento de
Fmoc-aminoacidos a peptidil-resinas pelo método de ésteres OXt.
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Um fator importante a ser comentado aqui, € sobre o uso de um detergente
(neste trabalho usou-se o TRITON) nas etapas de desprotecio e acoplamento. A
medida que a cadeia peptidica vai aumentando na peptidil-resina, ¢ comum que o
peptideo comece a adquirir estrutura secundaria, além do que, dependendo do
tipo de resina, esses peptideos podem se tornar de dificil acesso devido ao
impedimento estérico. Esse problema ¢ conhecido como agregagao e acaba por
gerar impedimento a aproximagdo do Fmoc-aminodcido a peptidil resina. O
emprego de um detergente como o TRITON, possibilita a desaglomeragao das
cadeias peptidicas e, por conseguinte, uma solvatacdo mais eficiente dessas e

uma maior liberdade para o ataque do Fmoc-aminoacido a peptidil-resina.

1.2.3 — Clivagem do peptideo da peptidil-resina

Na estratégia Fmoc de sintese em fase solida, utiliza-se grupo protetor
Fmoc (Esquema 1, p. 12) que ¢ labil em meio basico, todavia utiliza-se uma
resina, bem como grupos protetores de cadeias laterais, que sdo labeis em meio
acido. Dessa forma, tem-se que um acido como o acido trifluoroacético (TFA)
promove a clivagem do peptideo da resina, bem como a clivagem dos grupos
protetores das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos (Chan & White,
2000; Kent, 1988). Durante o processo de clivagem sdao geradas espécies
catidnicas altamente reativas, as quais sdo provenientes desses grupos protetores
e da resina. Essas espécies, caso ndo sejam modificadas, podem atacar grupos
funcionais ricos em elétrons. Por esse motivo, reagentes nucleofilicos conhecidos
como scavengers sao utilizados juntamente ao TFA. O scavenger mais utlizado ¢
a dgua, que ¢ moderadamente efetiva na neutralizagdo da acao de cations #-butila
(1,2-etanoditiol ¢ o melhor scavenger usado para cétion ¢-butila, mas seu uso €
evitado devido a sua toxicidade e ao seu odor demasiadamente desagradavel). O
tri-isopropilsilano (TIS) ¢ um reagente muito efetivo na neutralizagdo da agao de
grupos Trt e Boc, bem como de alguns grupos liberados da resina. Nas sinteses
realizadas neste trabalho, empregou-se uma solucao de clivagem TFA:TIS:4gua
na proporcao de 95,0:2,5:2,5 (v/v), entretanto, quando outros aminoacidos como

cisteina, metionina e triptofano estdo presentes outros scavengers (toxicos e de
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odor desagradavel) devem ser empregados (Chan & White, 2000; Fmoc resin

cleavage and deprotection — Protocolo de clivagem da Novabiochem).

1.2.4 — Teste de Kaiser

O teste de Kaiser, também conhecido como teste da ninidrina, é usado
para identificagdo de aminas primarias. Nesse teste, a peptidil-resina ¢ lavada e
secada, sendo entdo uma pequena aliquota transferida para um tubo de ensaio.
Adiciona-se a esse tubo de ensaio uma gota de solucdo de ninidrina a 5 % em
etanol, duas gotas de solucao de 80 % de fenol em etanol e uma gota de solucao
de KCN/4gua em piridina (2 mL de solugao 0,001 mol / L de KCN em 98 mL de
piridina) e o tubo ¢é aquecido a 120°C entre 4 a 6 minutos (Chan & White, 2000).

Caso a solugdo e a resina mantenham coloracao amarela, o teste ¢
negativo, indicando acoplamento eficiente (no caso de reagdes de acoplamento),
ou desprote¢do ineficiente (no caso de etapa de desprotecdo, significa que
lavagens extras com solu¢ao de piperidina em DMF devem ser efetuadas para se
ter desprotecao eficiente).

Caso a solugdo apresente coloragdo violeta e/ou a resina apresente
coloragdao escura, tem-se o resultado positivo, indicando desprotecao eficiente
(no caso de reagdes de remogao do grupo Fmoc), ou que a reagdo de acoplamento
ndo chegou ao seu final (tendo-se a necessidade de se fazer a reagdo de
acoplamento adicional).

O mecanismo por trds da reagdo de Kaiser ¢ apresentado a seguir na
Figura 1.5 (p. 17). A primeira etapa da reagdo de Kaiser estd relacionada ao
ataque nucleofilico do par de elétrons ndo ligantes do nitrogénio do aminoécido a
uma carbonila da ninidrina que, ap6s perda de adgua, leva a formacao de imina, a
qual sofre rearranjo e, apds hidrolise, tem-se a formagdo de uma amina primaria,
que, por reacdo com outra molécula de ninidrina e perda de agua, leva a
formacdo de uma nova imina que apresenta forte coloragdo violeta, indicando,

entdo, resultado positivo para o teste.

16



HN— (le ¢—om
—HQO R
_H,0
0= =0 +H0 0= | =0 : |

HO OH f0) & N
C‘>_L OH
H

HO =0 07N\ 0
-
O= _0 -H,O Hldrohse da Imina
=0
HO HO
H, - R— C H -COy N o
>\—|L0H
R

Figura 1.5 — Mecanismo genérico proposto para o teste de Kaiser.

1.3 — Dicroismo circular

Tem-se, associado a uma componente de luz plano-polarizada, um campo
elétrico oscilante £ que pode ser decomposto em duas componentes, uma
correspondente a uma onda circularmente polarizada a direita (ER) € a outra
correspondente a uma onda circularmente polarizada a esquerda (Ep). Apds
passar através de uma meio oticamente ativo, essas componentes E; e Er nao
apenas apresentam diferentes velocidades devido aos diferentes indices de
refracdo n; e ny (birrefringéncia circular), mas também sdo diferencialmente
absorvidas (Cabre¢, 1965). Nesses casos, como £} ¢ diferente de Ey, a resultante
E nao ird oscilar ao longo de uma circunferéncia, ao contrario, £ ira seguir uma
elipse. Dessa forma, quando um meio oticamente polarizado ¢ transpassado por
uma componente de luz plano polarizada na regido de comprimento de onda de
absor¢ao de um cromoéforo oticamente ativo, ndo apenas o plano de polarizagao
gira de um angulo a, mas a luz resultante ¢ elipticamente polarizada, ou seja, o

meio exibe dicroismo circular (CD). As probabilidades de transi¢des quanticas
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sdo diferentes para a luz polarizada a esquerda e a direita (Schellman, 1975 &
Cabree, 1965).

A técnica de dicroismo circular permite a determinag¢do da estrutura
secundaria de peptideos e proteinas (Johnson, 1988) através da absorcao da luz
circularmente polarizada. A grandeza fisica mais freqiientemente obtida ¢ a
elipticidade, €, que ¢ proporcional a AA, diferenca de absorcdo dos dois
componentes da luz polarizada circularmente (6 = 32,98 AA) (Woody, 1996).
Peptideos nao estruturados, bem como estruturas secundarias cldssicas de
peptideos, como em a-hélice e fitas S apresentam espectros bem caracteristicos
(Greenfield & Fasman, 1969), de forma que essa técnica permite uma analise
semi-quantitativa das propor¢des dos diferentes dominios de estruturas
secundarias existentes em proteinas.

Em particular, a espectroscopia de dicroismo circular ¢ bastante utilizada
em estudos que tentam simular o efeito das membranas biologicas sobre as
conformagdes peptidicas. Co-solventes organicos, tais como acetonitrila,
1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol, 2,2,2-trifluoroetanol (TFE), e detergentes
como o dodecil sulfato de sodio (SDS) sdo usados freqiientemente para
mimetizar a membrana e determinar assim a conformacdo induzida relevante
para a atividade do peptideo (Jasanoff & Fersht, 1994). Sistemas que representam
modelos mais complexos de membranas bioldgicas, como vesiculas, sdo também
utilizados em estudos de CD que visam a analise de interacdes entre peptideos e

membranas (Ding et al., 2002).

1.4 — Ressonancia Magnética Nuclear — Uma abordagem
Historica

Stern e Gerlach notaram, no inicio da década de 1920, que um feixe de
atomos de prata ¢ desviado, ao passar por um campo magnético ndo homogéneo.
Isso fez com que Pauli propusesse, em 1924, que um certo tipo de nucleo deveria

possuir uma componente de momento angular de spin. Seguindo com os estudos

de Stern e Gerlach, Rabi e colaboradores conseguiram enfim observar um
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primeiro fendmeno associado a ressonancia magnética nuclear (RMN), na qual
um feixe de moléculas absorvia energia na regido de radiofreqiiéncia e sofria um
desvio na sua tragetorias (Andrew & Szczesniak, 1995; Emsley & Feeney, 1995;
Gil & Geraldes, 2002; Eisberg & Resnick, 1974).

Deve-se comentar que, entre esse periodo, tentativas efetuadas por Gorter
e colaboradores falharam no objetivo de detectar efeitos de RMN em matérias
condensadas. Provavelmente tais tentativas falharam, devido aos altos tempos de
relaxacdo spin-rede existentes nas amostras escolhidas, que, provavelmente,
levaram a uma situacdo de saturagdo, impedindo a observacao da ressonancia
(Andrew & Szczesniak, 1995; Gil & Geraldes, 2002).

Entretanto, no final de 1945, dois grupos independentes, um coordenado
por Purcell na Universidade de Havard e outro coordenado por Bloch na
Universidade de Stanford, obtiveram pela primeira vez sucesso na detec¢ao da
ressonancia magnética de hidrogénio em matéria condensada. O primeiro grupo
trabalhou com parafina e o segundo grupo com agua. Deve-se ressaltar que esses
grupos possuiam conhecimentos sobre a importancia da relaxagcdo e tomaram
cuidados para evitar problemas de saturagdo. Prova disso ¢ que o grupo
coordenado por Bloch adicionou compostos paramagnéticos em algumas
amostras de agua, para se ter um processo de relaxacdo mais eficaz. Tais
trabalhos renderam a Purcell e Bloch o Prémio Nobel em Fisica em 1952
(Andrew & Szczesniak, 1995; Emsley & Feeney, 1995; Shoollery, 1995; Gil &
Geraldes, 2002).

Um resultado ja bem perceptivel nesses trabalhos era que o sinal da
amostra liquida (dgua) se apresentava bem mais estreito que o da amostra solida,
0 que viria a indicar a existéncia de interagdes que sdo normalmente eliminadas
na fase liquida, todavia apresentando papel significativo na ressonancia em fase
solida (Andrew & Szczesniak, 1995).

O fenomeno da RMN, no inicio do processo de sua constatagdo, foi um
grande atrativo para os fisicos. Entretanto, suas aplicacdes em quimica
comegaram a aparecer apds a realizagdo de um experimento “frustrado”,

conduzido por Arnald e Packcard (alunos de Bloch) em 1951. Nesse
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experimento, tentou-se medir a ressonancia em uma amostra de etanol, sendo o
resultado esperado um sinal mais intenso que o obtido pelo experimento com a
agua. Todavia, o que se constatou, foram trés sinais distintos, que apresentavam a
proporcdes de intensidade de 3:2:1. Percebeu-se, entdo, estar a ocorréncia dos
trés sinais em freqiiéncias diferentes associada ao deslocamento quimico de
hidrogénio, que poderia fornecer informagdes estruturais sobre as moléculas,
tendo-se assim um resultado de aparente interesse aos quimicos. Deve-se
ressaltar que ressonancias em diferentes freqii€ncias ja haviam sido previamente
constatadas no estudo do nitrato de amonio, tendo sido tal trabalho também
efetuado no grupo de Bloch, por Proctor ¢ Yu (Emsley & Feeney, 1995;
Shoollery, 1995; Gil & Geraldes, 2002).

Uma outra constatacdo que apareceu de forma surpreendente, essa feita
por Proctor ¢ Yu, foi o desdobramento da estrutura do sinal de ressonancia de
'2ISb na amostra de NaSbF, que, juntamente com consideracdes efetuadas por
Gutowsky e McCall e por Purcell e Ramsey, caracterizou-se como um tipo de
acoplamento diferente dos conhecidos até entdo. Era sabido da existéncia de
acoplamentos dipolares em solidos, todavia esses eram anulados na fase liquida,
devido a efeitos de dinamica molecular. Concluiu-se serem tais interagdes no
estado liquido provenientes de uma interagdo entre os nucleos, a qual era
transmitida através das ligagdes quimicas, tendo sido entdo constatado o
acoplamento escalar spin-spin (Emsley & Feeney, 1995).

Uma vez que tais resultados haviam sido difundidos pela a comunidade
cientifica mundo afora, Russell Varian, ao retornar para Stanford apos a Segunda
Guerra Mundial, entrou em acordo com Bloch e Hansen a respeito da patente de
seus experimentos, fundando em 1948 a Varian Associates. Essa empresa
contratou os servicos de alguns estudantes de Bloch e o resultado foi o
desenvolvimento do primeiro espectrometro de RMN com uma certa resolucao e
sensibilidade que propiciaram seu langamento para o mercado (Shoollery, 1995).

Tendo sido iniciado tal comércio de espectrOmetros, comecou a haver
retorno financeiro, que era em parte convertido para pesquisa e desenvolvimento

na area. Foram entdo sendo construidos espectrometros mais estdveis e com
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campos magnéticos mais homogéneos, sendo o melhoramento de ambos os
fatores crucial ao aumento da resolugdo dos experimentos. Desenvolveu-se para
tal um complexo sistema de bobinas, que possibilitava o auto ajuste do campo de
forma a garantir uma certa estabilidade ao fluxo magnético (Shoollery, 1995).

Os trabalhos acima comentados envolveram pesquisa de ponta na €poca
em que foram efetuados, entretanto um simples detalhe observado por Bloch
possibilitou uma melhora sensivel na homogeneizacao do campo. Esse processo
¢ que a aquisicao dos espectros com a amostra girando, de forma a se eliminarem
efeitos de gradientes de campo transversais, sendo a maior parte do problema
restrita ao eixo longitudinal (Emsley & Feeney, 1995; Shoollery, 1995).*

Com relagdo a questdo da aquisi¢@o da ressonancia com o emprego de giro
de amostras, deve-se ressaltar uma outra grande descoberta no final da década de
1950, entretanto direcionada a RMN em fase solida. Andrew e colaboradores,
bem como Lowe e colaboradores, demonstraram, a partir de calculos tedricos e
resultados experimentais, que a aplicagdo de um giro a uma alta freqiiéncia na
amostra, em torno de um angulo de 54° 44’ era capaz de eliminar os efeitos de
alargamento de sinais de RMN na fase solida devido ao cancelamento de
interagdes dipolares e da anisotropia do deslocamento quimico, resultando na
aquisicdo de sinais bem mais resolvidos para a fase soélida. Esse angulo ficou
conhecido como angulo magico e tal técnica como MAS (Magic-Angle
Spinning) (Andrew & Szczesniak, 1995; Emsley & Feeney, 1995).

Posteriormente, ainda se descobriram técnicas capazes de remover outros
efeitos de alargamento de sinais em sdlidos, como efeitos de quadrupolo. Isso era
feito pelo emprego de um giro em um segundo angulo, os quais poderiam ser
30° 34° ou 70° 7°. Tais técnicas sdo conhecidas como DOR (Double-Orientation
Rotation) e DAS (Dynamic Angle Spinning) (Mueller ef al., 1990; Samson et al.,
1988). Com o desenvolvimento de técnicas de ressonancia multipla, pode-se
chegar ainda a outros experimentos como o0 CRAMPS (Combined Rotational and

Multiple Pulse Spectroscopy) e CPMAS (Cross Polarization Magic-Angle

* Devido as altas homogeneidades de campos atuais, ndo ¢ comum o emprego de giro em
experimentos de RMN em solugéo, pois o giro pode levar a artefatos no espectros.
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Spinning), que podem aumentar também a resolucdo e intensidade dos sinais de
RMN na fase solida (Macomber, 1998; Andrew & Szczesniak, 1995).

Até o inicio da década de 1960, os espectrometros de RMN funcionavam
com o emprego de eletromagnetos. Parecia existir, portanto, uma barreira igual a
2 T, que ndo seria ultrapassada, devido a problemas como o gasto de energia,
necessidade de resfriamento, tamanho do magneto, dentre outras complicacdes.
Todavia, progressos na ciéncia dos materiais mostravam a existéncia de
compostos acessiveis, que poderiam apresentar, a baixas temperaturas, a
caracteristica de supercondutividade. Dessa forma, o fluxo de elétrons sem a
existéncia de resisténcia, possibilitou a Varian, em 1962, a construcdo do
primeiro espectrometro com o eletroima substituido por um supercondutor, com
um campo equivalente a 4,7 T, ou seja, um espectrometro de 200 MHz.* Em
1968, a marca de 300 MHz ja havia sido alcancada, entretanto problemas como o
elevado preco do aparelho e a necessidade de hélio liquido para a sua
manutengao, obliteraram, a principio, a difusdo efetiva desse tipo de equipamento
no mercado (Emsley & Feeney, 1995; Shoollery, 1995).

Nos estudos preliminares efetuados por Bloch e seu grupo, j& era notada a
possibilidade de se promover a ressonancia de nucleos com emprego de pulsos
de radiofreqiiéncia (RF), tendo sido tal fendmeno também constatado por Hahn
em suas descobertas, como o eco de spin. Tendo em conta tais fatos, Ernst e
colaboradores conseguiram excitar nicleos em uma regido espectral inteira e
observaram como resultado o decaimento da magnetizagdo transversal resultante,
ou decaimento livre da inducao (FID), que apresentava sinais no dominio do
tempo. Constatou-se entdo que a aplicacdo da transformada de Fourier, poderia
transformar o FID para um espectro de RMN convencional, no dominio da
freqiiéncia (Emsley & Feeney, 1995; Shoollery, 1995; Ernst, et al., 1966).

Avancos tecnoldgicos nas areas da eletronica e computagdo, bem como a
descoberta de técnicas de ressondncia multipla, como o desacoplamento em

banda larga, outra importante inovacao apareceu de forma a revolucionar o uso

% Frequiéncia de ressonancia de 'H de 100 MHz indicada em um espectrdmetro de RMN,
equivale a um campo magnético de 2,35 T.
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da ressonancia magnética nuclear em suas varias areas de atuacdo. Aliando-se
tais técnicas a RMN pulsada (ou de transformada de Fourier), foi possivel
tornarem mais simples as aquisi¢des de espectros de RMN de nucleos pouco
sensiveis, como C (Emsley & Feeney, 1995; Shoollery, 1995).

Tais idéias inovadoras, bem como avangos posteriores na darea de
computagdo, possibilitaram a uma empresa alema, a Bruker GmbH, o langamento
no mercado do primeiro espectrometro pulsado ou de TF (transformada de
Fourier) que veio a possibilitar aos quimicos, a aquisi¢ao rotineira de espectros
de nucleos pouco sensiveis. Ressalta-se também que enormes avancgos na area de
materiais, bem como a modernizacio de aparatos em espectrometros,
principalmente por parte da Bruker, possibilitaram a construgdo de
espectrometros com campos magnéticos cada vez mais elevados, tendo sido
alcancada, em 1979, a marca de 500 MHz (Shoollery, 1995).

Em uma escola de verdo promovida na Iugoslavia, em 1971, foi proposto
por Jeener, de forma teodrica, um experimento que consistia de dois pulsos, sendo
aplicado entre eles um tempo que variasse com um pequeno incremento. Aplicar-
se-la a cada seqiiéncia, a transformada de Fourier no FID detectado apos o
segundo pulso, e obter-se-ia, entdo, uma série de espectros que seriam modulados
pelo intervalo variado de tempo entre os pulsos. A aplica¢ao da transformada de
Fourier em wuma segunda dimensdo, conduziria assim a um espectro
bidimensional, apresentando uma correlacao entre as duas dimensodes (Emsley &
Feeney, 1995; Shoollery, 1995; Bax, 1985).

Posteriores avangos na computagdo permitiram a elaboragdo sucinta de
tais técnicas e trabalhos desenvolvidos por Ernst e colaboradores concretizaram a
técnica de RMN bidimensional. Em 1976, um trabalho publicado por Aue,
Bartholdi e Ernst, descrevia o funcionamento das técnicas de espectroscopia
bidimensionais e possiveis formas de sua aplicagdo na RMN. Trabalhos como
esse incentivaram a descoberta de intimeras técnicas, como o HETCOR e o
NOESY. Pelos seus trabalhos associados a aplica¢ao da transformada de Fourier

e aos experimentos bidimensionais na area da RMN, Ernst foi agraciado com o
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prémio Nobel em quimica em 1991, ou seja, a RMN conseguia o seu segundo
Prémio Nobel (Emsley & Feeney, 1995; Shoollery, 1995; Aue et al., 1976).

Um outro avango, que se iniciou em 1979 e se difundiu durante a década
de 1980, ¢ associado aos processos de detec¢do inversa, sendo possivel se
detectarem nticleos pouco sensiveis, no canal de nucleos mais sensiveis, como
'H, alcancando-se entdo um enorme avanco para a deteccdo de sinais. O trabalho
pioneiro nessa area foi introduzido por Miiller, que apresentava uma técnica que,
além de apresentar maior sensibilidade na deteccdo, era baseada na evolucao de
coeréncias de multiplo quantum (Emsley & Feeney, 1995; Shoollery, 1995;
Miiller, 1979).

O aumento continuo na resolugdo dos espectrometros, bem como o
aparecimento das técnicas de detec¢@o inversa, comecaram a despertar interesse
nos bioquimicos, tendo sido logo adaptadas técnicas para a detec¢ao inversa de
nucleos de nitrogénio, o que possibilitava estudos de moléculas de interesse
biologico, como peptideos e acidos nucléicos. Além do que, experimentos
baseados no efeito nuclear Overhauser, ou nOe, (Carver & Slichter, 1956; Carver
& Slichter, 1953; Overhauser, 1953) possibilitavam especulagdes sobre as
conformagdes dessas classes de moléculas em solucdo. Em 1985, Wiithrich e
colaboradores apresentaram o primeiro trabalho da elucidagdo estrutural de uma
proteina globular, baseando-se apenas em técnicas de RMN (Andrew &
Szczesniak, 1995; Cohen et al., 1995; Shoollery, 1995; Williamson et al., 1985).

Seguindo-se com os avangos da ressonancia magnética, destaca-se, na
década de 1990, a grande melhoria na qualidade dos espectros e mapas de
contornos de RMN, bem como a redugcdo de tempo de méquina devotada a
aquisi¢do de experimentos. Isso foi possivel, devido a implementagao de pulsos
de gradientes de campo, os quais se apresentaram eficientes na eliminacao de
ruidos e artefatos, de tal maneira a substituirem os processos de ciclagem de fase
e de filtros na RMN. Ressalta-se também o avango nos espectrometros, sendo
encontrados no comércio aparelhos de até 750 MHz até o final dessa década

(Emsley & Feeney, 1995; Shoollery, 1995; Claridge, 1999).
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Todavia a RMN continua em processo de evolugdo, sendo varias técnicas
novas ainda desenvolvidas. Pode-se ressaltar o emprego de criossondas,
pemitindo a aquisicdo de experimentos de RMN com infimas quantidades de
amostra (da ordem de nanogramas) e a evolu¢do da RMN em fase so6lida no
estudo de amostras bioldgicas, encontrando-se na literatura trabalhos sobre
determinagdes de estruturas tridimensionais de proteinas via emprego de técnicas
de RMN em fase so6lida, o que possibilita até a determinacdo de estruturas
peptidicas em ambientes de membrana (Jaroniec et al., 2004; Castellani et al.
2002; Fu & Cross, 1999; Cross, 1997). Ressalta-se ainda o Prémio Nobel em
Quimica cedido a Kurt Wiithrich em 2003, por seus trabalhos associados a RMN
de proteinas e acidos nucléicos. E ainda destacada a existéncia de espectrometros
de 950 MHz no comércio, sendo ja aguardada a instalagdo do primeiro
espectrometro de 1GHz na cidade de Lyon, Franca (http://www.ens-
lyon.fr/web/nav/article.php?id=703). Portanto a RMN se encontra em etapa de
voraz desenvolvimento e com certeza varias outras técnicas e aplicagdes serao

encontradas até o fim desta década.

1.5 — Experimentos de RMN

Esta secdo ¢ direcionada a descri¢ao dos experimentos de RMN realizados
neste trabalho de tese. Sdo apresentadas as técnicas de aquisigoes de
experimentos, os mecanismos fisicos envolvidos e os resultados esperados.
Discutem-se também implementa¢des nas seqiiéncias de pulsos, como a
aplicagdo de pulsos de gradientes de campo, que possam vir a fornecer melhores

resultados.

Foram adquiridos, para as amostras de todos os peptideos, experimentos
de RMN em solucdo empregando técnicas de TOCSY, NOESY, DQF-COSY,
HSQC '"H-"C e HSQC 'H-"N. Experimentos de RMN em fase sélida de *'P, °N
e “H foram adquiridos pelo emprego de técnicas de eco de Hahn, polarizacdo
cruzada (CP) e eco quadrupolar, respectivamente, para todos os peptideos
incorporados em bicamadas lipidicas. O experimento de Inversdao de Polarizagao

com Troca de Spin no Angulo Mégico (Polarization Inversion with Spin
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Exchange at the Magic Angle — PISEMA) foi também adquirido para uma
amostra contendo o PS-3 incorporado a bicamadas lipidicas. Maiores detalhes
sdo explicados no decorrer desta secdo, bem como na se¢do de metodologias

(item 2.3, p. 60).

1.5.1 — Introducao a RMN bidimensional

Em trabalhos de elucidagao estrutural por RMN de polipeptideos/proteinas
e de outras classes de macromoléculas (como acidos nucléicos) em solugao, ¢
imprescindivel o emprego de experimentos multidimensionais (Wiithrich, 1986).
Tal fato ocorre, principalmente, devido a problemas de sobreposi¢ao de sinais em
experimentos unidimensionais, além do que, tem-se de uma forma muito mais
direta em experimentos multidimensionais, a correlacdo de informagdes como
conectividades estruturais (HSQC, por exemplo) e vizinhancas espaciais
(NOESY, por exemplo) do que com experimentos seletivos unidimensionais.

O presente trabalho engloba o estudo de peptideos contendo dezenove
residuos de aminoacidos. Peptideos dessa magnitude podem ter, via de regra, sua
completa elucidacao estrutural a partir de experimentos bidimensionais (2D), de
forma que se optou pela aquisicio desse tipo de experimento. Sera aqui
apresentada uma breve descricdo desse tipo de metodologia, entretanto
explicacdes mais detalhadas sdo encontradas nas referéncias Cavanagh et al.,
2007; Levitt, 2006; Teng, 2005; Claridge, 1999; Derome, 1987; Gil & Geraldes,
2002; Bax, 1985; Breitmeier & Voelter, 1986. Esse tema ¢ apresentado com um
formalismo mais conciso na referéncia Aue et al., 1976.

Nos esquemas de seqiiéncias de pulsos de RMN unidimensional, ou RMN
1D, os programas de pulsos envolvem duas etapas bem distintas. A primeira
etapa engloba os pulsos de RF e os tempos de evolugdo das magnetizagdes. Tem-
se a seguir, a segunda etapa, que ¢ associada a detec¢do das magnetizagdes. Os
tempos que englobam essas etapas de evolugdo e detec¢do sdo denominados ¢, e
f,, respectivamente. Processando-se entdo a transformada de Fourier dos sinais

detectados em funcao do tempo, obtém-se um espectro em funcao da freqiiéncia.
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Considere-se a seqiiéncia de pulsos apresentada a seguir (Figura 1.6), na
qual se aplica, inicialmente, um pulso de 90°,, deixando-se entdo a magnetizagdo
evoluir por um periodo ¢, seguindo-se outro pulso de 90°, e, por fim, a detec¢do
de sinal ao longo do eixo x durante um intervalo de tempo #, (desconsidere-se o

efeito da relaxacao longitudinal).
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Figura 1.6 — Representagdo vetorial das magnetizagdes apds seqiiéncia 90°,-
evolucdo-90°,-deteccio.

Percebe-se que no final ¢ detectada apenas a componente em x da
magnetizacdo transversal, pois a componente em y ¢ enviada ao eixo z pelo
segundo pulso de 90. O que se observa ¢ que a magnitude e fase do sinal
detectadas ao longo do eixo x, ird justamente depender do tempo ¢;, no qual se
permite a evolugdo magnetizagdo transversal apds o primeiro pulso de 90

Considere-se entdo, a aquisicdo de diversos espectros, seguindo-se essa
seqiiéncia, todavia se implementando para cada um, pequenos incrementos no
valor de #. Isso levaria aos varios espectros apresentados na Figura 1.7 (p. 28)
onde se observa inicialmente uma intensidade préxima de 0, pois a componente
transversal da magnetizacdo estaria proxima a y, a qual iria atingir um maximo

positivo quando evoluisse até¢ x+ e um méaximo negativo quando estivesse em x-.
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Figura 1.7 — Espectros de RMN adquiridos em #, e modulados em ¢,. Seguindo-se
aplicacdo de Transformada de Fourier na dimensdo de #;, obtém-se o espectro
bidimensional em func¢do das freqliéncias v; e v, de evolu¢do da magnetizagao
durante ¢, e t,, respectivamente (Figura retirada da referéncia Derome, 1985).

Percebe-se entdio um comportamento senoidal na seqiiéncia do sinal dos
espectros da Figura 1.7. Considerando-se entdo a perda de coeréncia de fase da
magnetizacao transversal devido a relaxagdo spin-spin, percebe-se também que a
amplitude dessas oscilagdes ird diminuir com o aumento de ¢, de forma a se
obter para esse sinal um decaimento conforme o descrito por um FID. O que ¢
entdo representado na Figura 1.7, € o sinal de uma ressonancia com freqiiéncia v,
(detectado em ;) e modulado pelo tempo de evolucdo em ¢, que apresenta
decaimento tipico de um FID. Assim, aplicando-se também a transformada de
Fourier nos dominios de ¢, obtém-se como resultado uma correlagdo que associa
as freqliéncias v; (associada a evolugdo em ¢) e v,. Como foram levadas em
consideracdo as freqiiéncias de Larmor dos nucleos para evolugdo em ¢, e para
deteccdo do sinal em ¢,, obtém-se um sinal que pode ser representado como uma
curva de niveis que conecta os valores de freqiiéncias.

Dessa forma sdo obtidos os picos diagonais em um mapa de contornos de
RMN. Todavia o real interesse nesse tipo de um experimento (por exemplo,
COSY ou NOESY), esta associado as propriedades (por exemplo, acoplamentos
escalares ou dipolares) de pares de nucleos ndo equivalentes, de forma que os
pulsos fagam com que, uma magnetizacdo que precesse com freqiiéncia v,
durante a evolucdo, passe a precessar com freqii€ncia v, durante a deteccdo,

sendo entdo originados os picos cruzados (Kessler ef al., 1988).
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Nos varios experimentos de RMN 2D a serem aqui discutidos, serdo
encontrados dois pardmetros que terdo atuacdo significativa na duragdo dos
experimentos. Um desses parametros ¢ o numero de transientes (ns) a serem
acumulados em um FID para cada valor especifico de ¢,. Dai conclui-se que um
grande niimero de transientes leva a um maior tempo de experimento. Outro fator
a ser decidido € o nimero de incrementos Af; a serem acrescidos no valor inicial
de #;. A escolha de pequenos incrementos levaria a uma modulagdo mais precisa
dos sinais em F2 (dimensado de freqiiéncias do mapa de contornos associada a v,
— Figura 1.7, p. 28) originando um mapa de contornos com alto grau de resolucao
em FI (dimensdo de freqiiéncias do mapa de contornos associada a v;). Todavia,
quanto menores os valores de A¢;, maiores os tempos dos experimentos, pois para
cada valor de ¢, adquire-se um espectro que leva o tempo associado a aquisi¢ao
do niamero de transientes. O incremento Af; estd associado ao “numero de
pontos” em FI. Quanto mais pontos em F/, maior o nimero de incrementos
aplicados durante a evolucdo e, portanto, maior a resolucdo do mapa de
contornos (maior tempo de experimento).

Dessa forma, parece perfeitamente plausivel se estabelecerem
experimentos com apenas um transiente e entdo se aumentar o numero de pontos
em FI. Todavia, nem sempre um unico transiente ¢ suficiente para fornecer um
espectro com boa qualidade, como exemplo, em casos de baixa abundancia
isotopica e de pequena quantidade de amostra (o que ¢ muito comum em RMN
de macromoléculas em solugdo). Outro detalhe ¢ que, em muitos casos, ¢
necessario um numero minimo de transientes, a fim de eliminarem artefatos na
RMN, sendo tal processo conhecido como ciclagem de fase (Kingsley, 1995;
Shriver, 1992; Derome, 1987; Bodenhausen et al., 1984). Uma solucdo para essa
questdo pode ser encontrada na aplicacdo de pulsos de gradiente de campo, que,

muita das vezes, podem substituir tais ciclagens (ver se¢ao 1.5.5, p. 38).

1.5.2 — Supressao do sinal do solvente — Pré-saturacao

Em experimentos de RMN de compostos organicos, os solventes

normalmente utilizados tém os atomos de 'H substituidos por *H. Utilizam-se
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solventes deuterados a fim de se obter o chaveamento do campo (lock), além do
que, a substitui¢do de “H por 'H no solvente, faz com que os espectros adquiridos
apresentem sinais com intensidades relativas maiores ou proximas as dos sinais
de 'H residuais do solvente (salvo casos de infimas quantidades de amostras, que
serdo de dificil detec¢do). Todavia, em amostras de interesse biologico, ¢ muito
comum o interesse em sinais de hidrogénios envolvidos em ligacdes labeis, como
os hidrogénios amidicos de peptideos e, caso se empreguem solventes como
D,0, ter-se-ia (instantaneamente ou com o passar do tempo) a substituicdo dos
hidrogénios envolvidos em ligacdes labeis por deutério. Em situagdes como essa,
¢ comum o emprego de solucdes contendo 90 a 95% de H,O e 10 a 5% de D,O
(Wiithrich, 1986), sendo essa introducao de deutério necessaria a fim de se obter
o chaveamento do campo (lock).

O uso da dgua ndo deuterada acarreta sérios problemas para os espectros e
mapas de contornos de RMN. Uma solugdo aquosa contém uma concentragdo de
110 mol / L de hidrogénios do solvente em solu¢do, contra uma concentragao
bem inferior (no caso 0,004 mol / L) de 4&tomos de hidrogénios ndo equivalentes
de soluto (Claridge, 1999). A principal razao para se suprimir o sinal intenso do
solvente em casos como esse, ¢ que os sinais do soluto em estudo (bem menos
intensos que o do solvente) devem estar dentro da faixa dindmica (dynamic
range)" do receptor de sinal e do conversor analdgico digital (ADC). Além disso,
sinais tdo intensos geram outros problemas como distor¢des de linha de base e
ruidos de ¢, (¢,-noise) em experimentos 2D (Derome, 1987; Kessler et al., 1988).
Um outro sério problema ¢ que sinais muito intensos induzidos na bobina do
receptor geram correntes ndo negligencidveis, provocando assim um campo
magnético de reacao que tende a levar a magnetizagao da dgua para seu estado de
equilibrio, causando um decaimento mais rapido do sinal e um conseqiiente

alargamento desse (radiation damping) (Barjat et al., 1999, Claridge, 1999). Tal

4 A razdo entre o sinal mais intenso e um possivel sinal menos intenso detectavel define a faixa dinamica
do digitalizador. E.g., um digitalisador de 16 bits ¢ capaz de representar valores de +32767 (2">-1). A
razao entre os sinais mais intenso € menos intenso detectavel é, nesse caso, 32767/1. Assumindo-se um
ganho do receptor (receiver gain) de maneira que o sinal mais intenso preencha completamente o
digitalizador em cada transiente, o menor sinal que pode ser registrado tem intensidade relativa igual a 1.
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alargamento pode encobrir sinais com deslocamentos quimicos proximos ao do
hidrogénio do solvente. Todos esses fatores tornam a supressdo do sinal do
solvente imprescindivel nesses casos.

As amostras utilizadas neste trabalho foram preparadas com TFE-d, e
H,0, tendo sido o chaveamento do campo possivel devido aos deutérios na
posi¢ao 1 do TFE. Entretanto, a supressao de sinal ¢ imprescindivel, devido a
presenga dos hidrogénios dos grupos hidroxila da 4gua e do TFE.

A técnica de supressao de sinal utilizada neste trabalho foi a pré-saturacdo
(Claridge, 1999). Tal técnica esta relacionada a aplicacdo de uma irradiacao
continua na freqiiéncia de ressonancia do sinal a ser suprimido, sendo tal
irradiacdo efetuada antes do pulso de excitagdo (Figura 1.8). Isso faz com que os
spins de 'H do solvente estejam saturados (diferenca entre populacdes de

diferentes estados de spin nula) e ndo gerem sinais nos espectros.

Preé-saturacdo

Figura 1.8 — Experimento simples de pré-saturagdo e aquisi¢ao

1.5.3 — Espectroscopia Total de Correlaciao (TOCSY)

Um experimento de RMN ja bem conhecido e que tem a propriedade de
correlacionar nucleos de 'H que apresentam acoplamento escalar, é a
espectroscopia de correlacdo ou COSY. Esse tipo de experimento, quando
conduzido na sua forma classica, correlaciona apenas nucleos fortemente
acoplados (normalmente %J, *J e, eventualmente *J), tendo-se normalmente a
determinacdo de hidrogénios separados por duas ou trés ligacdes (Bax, 1985;
Bax & Freeman, 1981). Com a introducdo de intervalo de tempos (delays) na
seqiiéncia de pulsos, chegou-se aos experimentos de RELAYED-COSY
(Relayed-Correlation Spectroscopy) e DOUBLE-RELAYED-COSY (Double-
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Relayed-Correlation Spectroscopy), nos quais ¢ possivel se detectarem
acoplamentos a maiores ordens de ligacdo, todavia tendo-se a diminui¢do das
intensidades entre as nucleos mais fortemente acoplados, além do que, tendo-se a
necessidade de maiores tempos de aquisicdo (Kessler, 1988; Bax, 1985; Bax &
Freeman, 1981). Em trabalhos antigos realizados com proteinas e peptideos,
essas técnicas de espectroscopia de correlagdo eram bastante utilizadas, como
pode se notar na obra classica de Kurt Wiithrich, intitulada “NMR of Proteins
and Nucleic Acids”, publicada em meados da década de 80 (Wiithrich, 1986).
Entretanto, essas técnicas de RELAYED-COSY foram completamente
substituidas no estudo de peptideos/proteinas, pelo emprego da técnica conhecida
como TOCSY, ou, espectroscopia total de correlagdo (Total Correlation
Spectroscopy). Essa técnica se da por transferéncia de magnetizacdo de um
ntcleo de hidrogénio A para um vizinho B, que por sua vez transfere ao vizinho
C, entdo para D e assim por diante, desde que haja acoplamento escalar
homonuclear entre os hidrogénios vizinhos, de forma a se ter a propagagao da
transferéncia da magnetizacdo. Dessa forma, o TOCSY ¢ muito util no estudo de
moléculas como oligossacarideos e peptideos, que sdo constituidos de unidades
formadoras definidas (como actcares e residuos de aminoacidos), nas quais se
deseja determinar as conectividades. Em casos muito complexos, ¢ ainda comum
se utilizarem em conjunto as técnicas de COSY e TOCSY simultaneamente,
todavia o TOCSY se tornou uma ferramenta quase que imprescindivel na analise
de estrutura de peptideos por RMN 2D.

A chave para a transferéncia de magnetizagdo em rede ¢ a eliminagao das
contribuicoes do efeito Zeeman H.A ¢ H.X ou fazé-las idénticas. Para tal, as
seqliéncias de pulsos de TOCSY fazem uso de uma técnica conhecida como
chaveamento de spin, ou spinlock, que foi originalmente desenvolvida para a
técnica de polarizacdo cruzada para a RMN em fase soélida, mas foi
posteriormente aplicada 8 RMN em solugao (Giinther, 1998; Bax, 1985; Bertrand
et al., 1978; Pines et al., 1973). Essa técnica de chaveamento de spin pode ser
entendida pela aplicagdo inicial de um pulso de 90°, (representado por B)),

seguindo-se o deslocamento de B, para o eixo y (Figura 1.9).

32



z Zz JZ
AR AR b £
0 e " P "

M
90° Shinlock
— x \7@ “-—7 2
1
y ¥ y

x

Figura 1.9 — Chaveamento de campo — spinlock (adaptado de Gilinther, 1998).

Nesse instante tem-se que a magnetizagdo precessa em torno de B;, como
anteriormente precessava em torno de B,. Pode-se entender B, como uma série de
pulsos de 180°, igualmente espagados por periodos de tempo infinitesimais, de
forma que os efeitos de evolucao por deslocamento quimico sdo refocalizados
(Levitt, 2006). Isso indica que nao havera evolucdo em o (deslocamento quimico)
durante todo o tempo de mistura, de forma que se diz que os spins estdo
chaveados (spinlock) ao longo do eixo y durante o tempo de mistura. Dessa
forma, tem-se que os nucleos apresentam um mesmo deslocamento quimico
durante o spinlock no referencial rotatorio, todavia, tem-se que as magnetizagdes
continuam a evoluir em J quando existe acoplamento escalar entre os nucleos
(Farrar, 1990a; Farrar, 1990b; Harris, 1987).

Quando nucleos de 'H apresentam deslocamentos quimicos muito
proximos (ou idénticos) e estdo acoplados entre si, tem-se sistemas do tipo AB
(ou A,) (Homans, 1995; Gil & Geraldes, 2002; Harris, 1987). Nesses casos, diz-
se que os nucleos estdo fortemente acoplados e esses perdem suas
independéncias (sistemas fora da primeira ordem) ou se tornam indistinguiveis.
Quando isso ocorre, ndo se podem considerar as interagdes de um nucleo B
acoplado a um terceiro nucleo C, completamente independentes do nucleo A.
Essa condi¢do imposta durante o spinlock esta associada ao mecanismo pelo qual
as coeréncias podem ser compartilhadas pelos nicleos presentes no sistema de
spins. Dessa forma, enquanto houverem carbonos hidrogenados consecutivos em

uma molécula (e J # 0), ter-se-do correlacdes no TOCSY, que indicam esse
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compartilhamento de coeréncia (desde que se tenha um tempo de chaveamento
de spin compativel).

Uma das seqiiéncias de pulsos mais utilizada para promover o spinlock no
TOCSY ¢ o MLEV-17 (Bax & Davis, 1985). A técnica MLEV-17 ¢ derivada da
MLEV-16, consistindo essa ultima de uma série de dezesseis pulsos compostos,
ditados segundo a séric ABBA BBAA BAAB AABB, sendo A ¢ B pulsos
compostos de 180° (A= 90°,-180°,-90°, ¢ B =90°,~180°,-90°)). A seqiiéncia de
MLEV-17 repete a seqiiéncia de MLEV-16 seguida pela aplicagdo de um pulso
de 180°, que é muito eficiente na remogdo de imperfeicdes de pulsos que
ocorrem durante o ciclo de MLEV-16. Esse pulso extra de 180°, inverte a fase
dos erros acumulados, de tal maneira que, a cada par de ciclos MLEV-17, esses
erros sejam compensados.

Conforme comentado na secdo 1.5.2 (p. 29), tem-se a necessidade de
suprimir o sinal do solvente e a técnica escolhida para tal foi a pré-saturacao, que
¢ efetuada durante o intervalo de tempo para relaxagao (d1).

A seqiiéncia de pulsos TOCSY wusada neste trabalho (mlevphpr —
programa de pulsos da Bruker) ¢ muito similar a seqiiéncia utilizada no trabalho

original em que se propds o MLEV-17 (Figura 1.10) (Bax & Davis, 1985).

90°, MLEV-17

4
1
<« SL SL
Pré-saturagao

Figura 1.10 — Seqiiéncia de pulsos de TOCSY com pré-saturacdo (adaptado de
Bax & Davis, 1985).

Outra particularidade dessas seqiiéncias, ¢ o emprego de dois pulsos de

poda (trim pulses — SL) durante o tempo de mistura: um imediatamente antes do
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ciclo MLEV-17 e o outro logo apds. Esses pulsos de poda tém como papel
principal defasar qualquer componente de magnetizacdo de agua que tenha
relaxado durante a evolucdao, uma vez que a pré-saturacao foi aplicada somente

durante d/(Bax & Davis, 1985).

1.5.4 — Espectroscopia de Efeito Nuclear Overhauser

(NOESY)

NOESY, ou seja, Espectroscopia de Efeito Nuclear Overhauser (Nuclear
Overhauser Effect SpectroscopY) ¢ um experimento associado, conforme sugere
o proprio nome, ao efeito nOe (Carver & Slichter, 1956; Carver & Slichter, 1953;
Overhauser, 1953), relacionando-se portanto, ao processo de relaxagdo cruzada,
fornecendo assim informacdes sobre a vizinhanga espacial entre nucleos,
independentemente do niimero de ligacdes que os separe. Esse efeito ndo esta
associado ao acoplamento escalar, conforme o COSY, mas sim ao mecanismo
dipolar de relaxagdo. Dessa forma, um mapa de contornos NOESY pode ser
muito util na elucidagdo estrutural de substancias, bem como pode fornecer idéias
sobre as conformagdes adotadas por grupos nas moléculas (Silverstein, et al.,
2006; Resende, 2004; Resende, 2003). Em certas classes de moléculas, como
peptideos e 4cidos nucléicos, ¢ muito comum se tomarem relacoes de
proporcionalidade entre a intensidade de uma correlagdo de nOe e a distancia
entre nucleos de hidrogénio, extraindo-se dai relagdes semi-quantitativas de
distancias internucleares em moléculas. Esse tipo de correlacdo ja levou a
elucidagdo de inumeras estruturas de proteinas e tal fato faz do NOESY,
juntamente com o TOCSY, um dos principais experimentos para a RMN em
solu¢do de peptideos (Lula et al., 2007; Soares et al., 2004; Wiithrich et al.,
1986).

De forma andloga a seqiiéncia de pulsos de TOCSY discutido na se¢ao
1.5.3 (p. 31), escolheu-se para este trabalho uma seqii€ncia de pulsos de NOESY
em que se aplica pré-saturacdo na freqliéncia de ressonancia do solvente. O
programa de pulsos utilizado € o noesyprst, sendo sua seqiiéncia apresentada a

seguir na Figura 1.11.

35



@) = X X X X-X-X-X-X
P, =XXXXXX XX
§5 =X y-x-y X y-x-y
Bree™X Y-XY-XY Xy

pré-saturacdo

Figura 1.11 — Seqiiéncia de pulsos NOESY com pré-saturagao.

A fim de se removerem artefatos de COSY e picos axiais, ¢ necessario se

introduzirem oito etapas de ciclagem de fase para os pulsos (@, ¢, € &) e

receptor ().
A seqiiéncia de pulsos de NOESY pode ser compreendida pelo

formalismo vetorial cldssico — Figura 1.12 (Claridge, 1999; Homans, 1995).

NOESY

Figura 1.12 — Comportamento das magnetizagdes de dois nlcleos nas seqiiéncia
de pulsos NOESY.

Considere-se para tal dois nucleos 4 € B, que ndo possuem acoplamento
escalar. Tem-se, inicialmente, as componentes das magnetizagdes desses nucleos
em azul ao longo do eixo z. Inicia-se entdo a seqiiéncia com um pulso de 90°, que
cria uma componente transversal de magnetizagdo ao longo do eixo y. Segue-se

um periodo de evolucao #;, no qual as magnetizagdes dos nicleos evoluem com

36



suas freqiiéncias de precessdo e tém, portanto, suas respectivas freqiiéncias
marcadas na dimensdo F/ (as componentes das magnetizagdes evoluem com
freqliéncias diferentes — ver componentes em preto e em vermelho). Apos a
evolugdo, aplica-se um segundo pulso de 90°, que faz com que parte das
magnetizagdes sejam enviadas ao eixo z, enquanto que parte delas permanece no
plano transversal. Quanto a essa fragao de magnetizacao que permanece no plano
transversal e que viria a gerar artefatos de COSY no mapa de contornos, ela ¢é
dissipada pelas diversas etapas de ciclagem de fase (Figura 1.11, p. 36).
Voltando-se as atengdes para as componentes longitudinais das magnetizagdes
durante o tempo de mistura 7, tem-se entdo o mecanismo que confere ao
NOESY o seu nome. Durante esse tempo de mistura, ocorre o processo de
relaxacdo longitudinal dos nucleos, de forma que as componentes z das
magnetizacoes sdo trocadas devido a efeitos de relaxacdo cruzada, sendo a
proximidade espacial entre os nucleos pré-requisito a tal processo de relaxagdo
(Wink, 1989; Breitmeier et al., 1975). Terminado o tempo de mistura, ¢ aplicado
um terceiro pulso de 90°, que promove a criagdo de uma componente transversal
da magnetizacdo que ¢ detectada durante #,. Note-se que as magnetizagdes que
participaram do processo de relaxacdo cruzada sdo detectadas com a freqiiéncia
de ressonancia de um nucleo (por exemplo 4) durante ¢, € com a freqiiéncia de
ressonancia do outro nucleo (por exemplo B) durante f,, de tal forma a serem
gerados os picos cruzados no mapa de contornos. As magnetizagdes que nao sao
trocadas durante o tempo de mistura, dao origem aos picos diagonais (Kessler et
al., 1988).

Deve-se ressaltar que o processo envolvido por trds do NOESY, se trata de
um processo incoerente, ou seja, nao esta associado a transferéncia de coeréncia,
como no caso de experimentos como 0 HSQC e o COSY, mas estd sim associado
a transferéncia de magnetizagdo entre os nucleos durante o tempo de mistura
(Claridge, 1999; Kessler et al., 1988).

As correlagdes provenientes de nOe positivo, irdo gerar sinais com fase
oposta a da diagonal no mapa de contornos. E estabelecido, no processamento de

mapas de contornos NOESY, o ajusto de fase de modo que os picos diagonais
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apresentem fase negativa, enquanto que as correlacdes cruzadas provenientes de
nQOe positivo apresentam fase positiva. Em casos onde o nOe ¢ negativo (como
para macromoléculas), os picos cruzados provenientes de nOe irdo apresentar a
mesma fase que a diagonal, e ambas as fases serdo ajustadas em modo positivo
(Claridge, 1999; Homans, 1995). Existem situacdes dependentes do tamanho da
molécula e de sua dindmica, nas quais o nOe tende a zero. Nesses casos ¢
recomendado o uso da técnica ROESY (Rotating Frame Overhauser Effect
Spectroscopy), que fornece informagdes andlogas as do NOESY, entretanto, por
se tratar de um outro mecanismo (dependente do tempo de relaxacao spin-rede no
referencial rotatério), pode ser a solugdo para tal classe de moléculas (Claridge,

1999; Homans, 1995).

1.5.5 — Pulsos de gradiente de campo na RMN

Um dos grandes desafios na construcao de espectrometros de RMN ¢ a
necessidade de se obterem campos magnéticos os mais homogéneos possiveis, a
fim de se adquirirem espectros mais resolvidos, uma vez que a nao
homogeneidade do campo leva a um alargamento extra de sinais, uma vez que
nlcleos que estejam em posi¢des diferentes em um tubo de RMN, sentirdo
campos magnéticos de diferentes magnitudes (Norwood, 1994). Deve-se relatar
que em algumas técnicas de RMN, como medi¢des de 73, sdo empregados
artificios para minimizar esses efeitos de nao homogeneidade do campo
magnético externo, sendo tais artificios encontrados no eco de spin (Farrar,
1990a; Farrar, 1990b).

Dessa forma, sempre ¢ um pouco estranho para os quimicos imaginarem
como poderiam pulsos de gradiente de campo (PGC) auxiliar na aquisi¢ao de
experimentos de RMN. Esse paradoxo ¢ discutido abaixo, onde ¢ apresentado um
resumo da atuacao dos PGC na RMN.

Na arquitetura de seqiiéncias de pulso de RMN, a ciclagem de fase
(alternancias de fases de pulsos e do receptor de sinal), muitas das vezes, ¢
necessaria a eliminacdo de artefatos em experimentos, sejam esses provenientes

de efeitos de imprecisdes nos pulsos, ou subprodutos de coeréncias indesejadas.
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Entretanto, essas ciclagens apresentam alguns problemas. O primeiro
deles ¢ a necessidade da aplicagao de um numero minimo de transientes, para que
o processo se complete. Um segundo problema estd associado a necessidade da
aplicagdo de novos pulsos, e, uma vez que esses apresentam algumas
imperfeicdes, os resultados nem sempre sdo os esperados. Um outro detalhe, ¢
que a ciclagem de fase ¢ baseada na soma construtiva dos sinais desejados € no
cancelamento dos artefatos, sendo portanto, esse método, baseado na
espectroscopia de diferenca. Uma vez que esses processos de subtragdo e adigao
apresentam imperfei¢des, podem ainda ser detectados resquicios dos artefatos
nos mapas de contornos (Claridge, 1999; Zhu, 1995; Norwood, 1994).

Para resolver esses problemas associados as ciclagens de fase, surgem
justamente os PGC, que apresentam a caracteristica de selecionar apenas o sinal
(ou coeréncia) desejado em cada transiente. Para entender tal selecdo, ¢
necessario que se compreenda inicialmente como um PGC atua em uma
componente transversal da magnetizagao.

Imagine-se uma seqiiéncia que comece com um pulso de 90°, (Figura
1.13, p. 40) o qual ¢ capaz de criar um componente de magnetizagao transversal
com completa coeréncia de fase ao longo do eixo y (considere-se um nucleo de
'H que ndo esteja acoplado e que apresente freqiiéncia de precessdo igual a do
referencial rotatorio e desconsidere-se efeitos de relaxacao transversal). Segue-se
entdo, apds um tempo ¢ qualquer, um pulso de gradiente de campo (PGC) com
uma certa amplitude (G) e tempo de duragcdo ao longo do eixo z. Tal pulso faz
com que os nucleos que se apresentem em coordenadas verticais diferentes em
um tubo de RMN sintam campos magnéticos ligeiramente diferentes, de forma
que esses irdo precessar com freqiiéncias diferentes e serd provocada a perda
aparente da coeréncia de fase da magnetizacdo transversal. A aquisi¢do de um
espectro de RMN nesse momento levaria a auséncia absoluta do sinal de
ressonancia, pois a coeréncia de simples quantum criada anteriormente, fora

aparentemente defasada pelo PGC.
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Figura 1.13 — Acdo de PGC na desfocalizacdao e refocalizagdo seletiva de uma
componente de magnetizagao.

Considere-se entdo a aplicacdo de um segundo pulso de gradiente (Figura
1.13), com a mesma amplitude e tempo, porém com polaridade oposta (-G).
Ap6s realizado tal processo, a aquisi¢ao de um FID e sua transformacao levariam
a um espectro que apresentaria o sinal exato da ressonancia do nucleo em
questdo. Isso indica que o pulso reverso ¢ capaz de refocalizar a magnetizacao
novamente ao longo do eixo y, ou seja, tal pulso reverso ¢ capaz de recuperar a
coeréncia de simples quantum, originalmente gerada pelo pulso de 90°. Dessa
forma, percebe-se como os PGC s3o capazes de desfocalizar e refocalizar as
coeréncias em RMN. Resta-se agora discutir como esses pulsos podem
refocalizar seletivamente apenas a coeréncia desejada.

Considerando o referencial rotatorio, pode-se imaginar v; = 0, de tal
maneira que a magnetizacao se manteria estatica ao longo do eixo y. Entretanto,
ap6s a aplicagdo de um PGC ao longo do eixo z, tem-se uma alteracdo na
freqliéncia de Larmor, devida a atuacdo de uma componente B,, a qual seria
dependente da posicao do nucleo ao longo do eixo z. Tal componente faria com
que o vetor magnetizacao especifico girasse por um angulo dependente do tempo
de duragdo 7, do pulso de gradiente. Sabe-se, entretanto, que essa fase ¢ também

dependente da ordem da coeréncia p (p igual a zero significa coeréncia de zero
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quantum, p igual a um coeréncia de simples quantum e assim por diante) ¢ da

razao giromagnética ¥ do nticleo em questdo. Essa relagdo ¢ apresentada a seguir

na eq. 1.1 (Claridge, 1999; Zhu, 1995; Norwood, 1994).

®, =pyB.7, eq. 1.1

Baseando-se nessa equacdo, percebe-se que diferentes tipos de coeréncia
apresentam diferentes sensibilidades aos PGC. Por exemplo, percebe-se que
coeréncias de zero quantum sao insensiveis aos PGC, enquanto que as coeréncias
de simples e duplo quanta sdo sensiveis, sendo inclusive esta ultima duas vezes
mais sensivel que a primeira. Baseando-se justamente nessa diferenca de
sensibilidade, os PGC sao aplicados de forma a refocalizarem seletivamente as
ordens de coeréncia desejadas (Claridge, 1999; Zhu, 1995; Norwood, 1994).

Considere por exemplo, o caso da Figura 1.14 apresentada a seguir.

Figura 1.14 — Atuacdo dos PGC na refocalizagcdo seletiva de uma ordem de
coeréncia (adaptada de Claridge ef al., 1999).

Uma coeréncia de duplo quanta experimenta um PGC Gy, com amplitude
By € com tempo de duragdo 77, que confere a essa coeréncia uma dependéncia de
fase igual a @, = 2yB,;7;. Apds esse PGC, um pulso de RF transforma essa

coeréncia dependente da fase em uma coeréncia de simples quantum (p = -1) que
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experimenta entdo um segundo PGC G,, com amplitude By € com tempo de
duragdo 7, que confere a essa coeréncia uma dependéncia de fase igual a @, = -
¥By 7 (Claridge et al., 1999).

Para que essa coeréncia tenha eliminada a sua dependéncia espacial da
fase, ¢ necessario que @, + @, = 0. Para que se satisfaca tal condicao, basta se
empregar o mesmo tempo de duragdo para ambos os PGC (7; = 1) e fazer com
que a amplitude de G, seja o dobro da de G (B, = 2 By;). Deve-se ressaltar que
quaisquer outros tipos coeréncias de simples quantum, provenientes de outras
coeréncias apos o pulso de RF, que ndo fosse da ordem de p = -2, ndo teriam
eliminadas suas dependéncias espaciais da fase, de forma que o tal “artefato em
potencial”, ndo seria detectado no experimento de RMN (Claridge, 1999; Zhu,
1995; Norwood, 1994).

1.5.6 — Uma introducao sobre deteccao inversa

Conforme comentado na se¢ao 1.5.3 (p. 31), as técnicas de RMN 2D
COSY e TOCSY fornecem correlacdes baseadas em acoplamentos
homonucleares, de forma a apresentarem grande utilidade na determinagao de
conectividades em uma molécula. Muito interessante aos quimicos, seriam
também técnicas, que viessem a fornecer informacdes sobre acoplamentos
heteronucleares, de forma a poder se atribuirem as conectividades diretas entre
hidrogénios e carbonos, bem como a proximidade desses pela ordem de um certo
numero de ligacdes. Surgiram entdo duas técnicas 2D para tais finalidades, sendo
elas o HETCOR e o COLOC. Essas técnicas podem fornecer respectivamente,
baseando-se no acoplamento heteronuclear, as conexdes diretas entre carbonos e
hidrogénios e a informacdo sobre carbonos que se apresentam distanciados de
hidrogénios por algumas ligacdes (duas ou trés, por exemplo) (Kessler, 1988;
Breitmeier & Voelter, 1986; Fribolin, 1998).

Tais técnicas se apresentaram promissoras, entretanto alguns problemas
inerentes a elas podiam ser notados. O primeiro problema era associado a
detecgdo do FID no canal do nucleo menos sensivel. Considerando-se os casos de

C e 'H, significaria a deteccdo no canal de *C. Essa questdo da sensibilidade é
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um fator crucial, pois se sabe que a aquisicdo de dados em experimentos
bidimensionais se baseia na obtengdo de varios espectros unidimensionais (se¢ao
1.5.1. p. 26). Assim, aliando-se esses dois fatores, seriam consumidos enormes
tempos de maquina na aquisicdo desses experimentos. Maiores problemas
surgiriam para casos onde fossem disponiveis pequenas quantidades de amostra
ou para amostras pouco solaveis, o que ¢ bem comum na RMN de
macromoléculas.

Uma solugdo para tais problemas de deteccdo de nicleos pouco sensiveis
na RMN 1D foi encontrada em técnicas como o INEPT e DEPT, nas quais
ocorrem transferéncia de polarizacdo do nucleo sensivel para o insensivel. Isso
acarreta em um aumento significativo nas intensidades dos sinais dos nucleos
insensiveis, os quais sdo posteriormente detectados em seu respectivo canal
(Bendall & Pegg, 1983; Doddrell, et al., 1982; Morris & Freeman, 1979).

Posteriormente foi apresentada uma solugdo ainda mais eficiente, a qual ¢
empregada em diversas técnicas de RMN 2D. Essa solucao se trata da detecgao
inversa de ntcleos pouco sensiveis, sendo possivel um processo de detecgdo de
sinais bem mais eficaz. A regra geral para tais técnicas € se iniciar as seqiiéncias
com pulsos de excitagdo nos canais dos nucleos sensiveis, de tal maneira a se ter
a subseqliente transferéncia de polarizagdo para os nucleos insensiveis (situacao
analoga aos casos do INEPT e DEPT). Em seguida, tem-se a parte mais
engenhosa desse tipo de técnica, que € o emprego de uma combinagao de pulsos
que faz com que a magnetizacao retorne para os nucleos sensiveis e seja entdao
detectada no canal desses nucleos. Esse ultimo processo leva a uma
intensificagdo extra dos sinais (Tolman & Prestegard, 1995; Muller, 1979).

Dai surge uma pronta diferenca entre as técnicas 2D baseadas em
acoplamentos heteronucleares. Nas técnicas de deteccao direta, as freqiiéncias
dos nucleos sensiveis sao marcadas durante o periodo de evolugdo #,, enquanto
que as freqliéncias de ressonancia dos ntcleos insensiveis sdo marcadas durante o
periodo de detecgdo f,. Isso levaria, por exemplo, a um mapa de contornos
HETCOR (técnica de detecgdo direta do nticleo pouco sensivel) com valores de 6

de 'H na dimensdo FI/ e de "C na dimensdo F2 (se¢do 1.5.1). Como essa

43



marcacdo ¢ oposta para a deteccdo inversa de nucleos pouco sensiveis, as
dimensdes sao também invertidas. Entretanto essa diferenca nio altera em nada
as informacgoes fornecidas por ambos tipos de técnicas, de forma que as técnicas
de deteccao inversa tomaram o lugar das de detec¢do direta, sendo amplamente
utilizadas, devido a sua maior sensibilidade.

Duas técnicas de detec¢do inversa muito empregadas, que indicam o
acoplamento heteronuclear entre nucleos diretamente ligados (portanto analogas
ao HETCOR) sao o HMQC e o HSQC. Neste trabalho fez-se uso dessa tultima
técnica, a qual ¢ descrita na proxima se¢ao.

Deve-se ainda ressaltar uma importante diferenca entre sondas apropriadas
para deteccdao direta e inversa. As sondas de detec¢do direta sio normalmente
projetadas de maneira que a bobina associada a detec¢do dos nucleos insensiveis
fique mais proxima a amostra, de forma a compensar a questio da menor
sensibilidade. Em contrapartida, as sondas de deteccdo inversa sao projetadas de
modo que a bobina para a deteccdo do nucleo sensivel fique mais proxima a
amostra, uma vez que ela detecta sinais desse tipo de nucleo.

Assim, experimentos que envolvem deteccdo direta de nucleos
insensiveis, como espectros de “C e subespectros de DEPT, apresentam
melhores resultados quando conduzidos em sonda para detecgdo direta. Por outro
lado, experimentos como HMQC e HSQC apresentam melhores resultados
quando conduzidos em sondas proprias para deteccdo inversa. Como neste
trabalho, na parte associada a RMN em solug¢do, foram realizados apenas
experimentos homonucleares de 'H e experimentos de deteccdo inversa para
nucleos pouco sensiveis de °C e °N, utilizou-se uma sonda de tripla ressonancia

de 5 mm ('H, °C, ’N) de detecgdo inversa em todas as aquisi¢des.”

“ Vale ressaltar que um experimento de detecgéo inversa pode ser efetuado em sondas diretas.
Apesar da detecgao ocorrer na bobina mais distante, ele apresenta maior sensibilidade que os
experimentos analogos de deteccéo direta (exemplo HMQC mais sensivel que HETCOR).
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1.5.7 — Coeréncia Heteronuclear de Simples quantum
(HSQC)

Discute-se nesta secao, a técnica de deteccao inversa HSQC, ou Coeréncia
Heteronuclear de Simples quantum (Heteronuclear Single Quantum Coherence).
Os nucleos a serem detectados sdo correlacionados via acoplamento escalar da
uma ordem de uma ligacdo, ou seja, o hidrogénio diretamente ligado a um "*C ou
'>N. Essa técnica se torna muito util na atribuicdo de ressonancias de nucleos de
'H em peptideos, devido a pequena regido de d de 'H e as freqiientes, ou melhor,
quase inevitaveis, sobreposi¢des de sinais. Tais experimentos podem ser
considerados como técnicas chaves em atribuigdes de alguns tipos de
ressonancias particulares (deslocamentos quimicos e fases de sinais particulares
de alguns niticleos de °C ou "°N de alguns residuos de aminoécidos) e podem ser
utilizadas como pontos de partida em assinalamentos de sinais de hidrogénios
(tanto ligados a carbonos quanto nitrogé€nios), os quais terdo suas respectivas
cadeias intra-residuo assinaladas no mapa de contornos TOCSY e finalmente,
tracar-se-20 as subseqiientes conexdes inter-residuos pelo NOESY (ver secdo
3.3.1, p. 83).

A Figura 1.15 (p. 46), apresentada a seguir, retrata uma seqiiéncia de
HSQC que emprega PGC. Ao se analisar a seqiiéncia de pulsos do HSQC,
percebe-se o motivo do seu nome, uma vez que estdo envolvidas apenas
coeréncias de simples quantum de C/"°N durante a evolugdo. Com relagio a
1sso0, percebe-se ainda a principal vantagem do HSQC sobre o HMQC. Durante a
evolugdo no HSQC, a coeréncia de 'H ¢ de zero quantum, ndo ocorrendo assim
evolugdo em Jy.y durante esse periodo. No HMQC, a coeréncia de 'H ¢ de
simples quantum durante ¢;, ocorrendo entdo a evolugdo em Jyy, tendo-se um

alargamento das correlacdes em F'/ em tal experimento (Becker, 2000; Claridge,

1999; Tolman & Prestegard, 1995).
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H

13C / 15N

Figura 1.15 — Seqiiéncia de pulsos HSQC com PGC para sele¢do (adaptada de
Claridge, 1999).

Observando-se essa seqiiéncia, nota-se que ela se inicia com uma
seqiiéncia de INEPT, de forma que os trés primeiros pulsos no canal do 'H e os
dois primeiros no canal do "*C sdo responsaveis pela transferéncia de populagdo
do nucleo mais sensivel para o menos sensivel. Apds essa seqiiéncia INEPT,
tem-se a evolugdo da coeréncia de simples quantum de *C/'°N durante #;, sendo
ainda aplicado, na metade desse periodo, um pulso de 180° no canal de 'H, de
forma a eliminar o efeito do acoplamento 'H- *C/"*N durante a evolugdo. Tem-
se, por fim, uma seqiiéncia de INEPT reversa, de tal maneira que ocorre a
transferéncia da polarizacao para o 'H, o qual finalmente ¢ detectado durante #,,
com o simultineo desacoplamento no canal de *C/"°N (Becker, 2000; Claridge,
1999; Tolman & Prestegard, 1995; Kessler et al., 1988).

Os PGC apresentados na seqliéncia da Figura 1.15, sdo de extrema
importancia para o experimento. Isso porque a selegdo de coeréncia € crucial no

: o A . : 1
HSQC, pois devem ser eliminadas as coeréncias associadas a nucleos de H
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ligados a '>C/™N, lembrando-se que isso significa eliminar cerca de 98,89% /
99,63% da magnetizagdo de 'H. Na seqiiéncia mostrada, os PGC apresentam a
mesma duracdo, tendo, todavia, para ">C as proporcdes de 4:1 ¢ 4:-1 (10:1 e 10:-1
para °N) para as selecdes de eco e anti eco, respectivamente, devido a proporgdo
entre as razdes giromagnéticas desses ntcleos.

Deve-se ressaltar que as seqiiéncias de pulsos utilizadas na aquisi¢ao dos
mapas de contornos HSQC, tanto para >C quanto para '°N, sdo mais aprimoradas
que a apresentada na Figura 1.15. Utilizaram-se os programas de pulsos invietgp
para o experimento de N e o inviedetgp para o experimento de C. Nesses
programas, emprega-se um pulso de poda no canal do 'H (p3) que remove as
coeréncias indesejadas provenientes de imperfei¢cdes do pulso durante a primeira
seqiiéncia de INEPT (Berger & Braun, 2004). A seqiiéncia de pulsos usada para
BC tem ainda, ajustada na seqiiéncia de DEPT reverso, um intervalo de tempo
(delay) de forma a se obter a edicdo do mapa de contornos (Wilker et al., 1993).
Escolheram-se valores que fornecessem CH e CH; com fase positiva e CH, com
fase negativa, todavia uma diferente escolha poderia levar a outro tipo de edicao,

como, por exemplo, CH -, CH,/CHj; +.

1.5.8 — Polarizaciao Cruzada (CP)

A polariza¢ao cruzada, ou CP (Cross Polarization) ¢ uma técnica muito
utilizada na RMN em fase sélida para aumentar a sensitividade na detec¢ao de
sinais de nucleos com baixa abundancia isotopica natural, como o B¢, bem como
para o aumento da sensitividade na detec¢ao de nlcleos pouco sensiveis, como
N (7'H ~ 10.y °N) (Stejskal & Memory, 1994; Pines et al., 1973). Obtém-se o
aumento da sensibilidade por dois motivos. O primeiro deles estd associado ao
fato de que a diferenca de populagdes de ntcleos com diferentes estados de spin
para a espécie pouco sensivel ¢ aumentada. Segundo, o intervalo de tempo entre
os pulsos (intervalo de tempo para relaxacao) ¢ diminuido, por que esse intervalo
entre pulsos serd dependente do tempo de relaxacdo da espécie sensivel, 'H, que

. - . 13 15
¢ normalmente menor que o da espécie menos sensivel (°C ou °“N).
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A 1idéia por tras da polarizagdo cruzada pode ser vista pelo modelo
termodinamico que envolve o conceito de “temperatura de spin” (Redfield, 1969;
Redfield, 1955), de forma que o sistema de spins abundante ¢ colocado em uma
temperatura artificialmente baixa. Promove-se entdo o contato térmico entre os
spins pouco abundantes com o sistema frio de spins abundantes. O calor flui do
sistema de spins pouco abundante para o sistema de spins abundantes e o
resultado ¢ uma diminui¢do enorme da temperatura de spin do sistema pouco
abundante (segundo o modelo, a capacidade calorifica do sistema abundante ¢
bem superior a do sistema pouco abundante). O fendmeno associado ao
decaimento da temperatura de spin dos nucleos pouco abundantes equivale a um
aumento na diferenca de populagdo de nucleos com estados de spin de menor e
maior energia, o que leva, portanto, ao aumento da sensitividade no experimento
de RMN (Stejskal & Memory, 1994; Pines et al., 1973).

O processo de troca de polarizacao entre os sistemas de spin abundante e
pouco abundante ¢ iniciado pela aplicagdo de um pulso rapido de 90° no canal do
nucleo sensivel, seguindo-se o processo de chaveamento de campo (Figuras 1.16
e 1.17) desse sistema de spins promovido por um pulso longo (irradiagdo

continua) no canal desse nucleo.

L

5 MW
Figura 1.16 — Seqiiéncia de pulsos de polarizagdo cruzada com passagem
adiabatica pela condi¢ao de Hartmann-Hahn.
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Figura 1.17 — Comunicacdo entre sistema de spins abundantes (/) e pouco
abundantes (S). S € apresentado com e sem a irradiacdo de radiofreqiiéncia e / ¢
irradiado na presenca de um campo local pequeno (adaptado de Stejskal &
Memory, 1994).

A magnetizacdo do nucleo abundante (/) ird agora decair com uma
constante de tempo T,p (tempo de relaxagdo spin-rede no referencial rotatorio).
O que se tera ¢ a precessao da magnetizagdo chaveada em torno de um campo
magnético efetivo (B.g) € uma temperatura da magnetizagdo de spins 7 para o
grupo de spins abundante /, que sera bem pequena. Nesse caso do estado de
chaveamento de campo no referencial rotatdrio, a propor¢do entre a populagdo de

ntcleos com estado de spin de maior € menor energia ¢ dado pela relagdo abaixo:

N,/ N, =exp[-ny,B, /(kT)] eq. 1.4

ef

O valor de T € pequeno, uma vez que a magnetizagdo ¢ proporcional ao
excesso de nucleos no estado de menor energia segundo o efeito do campo

magnético externo B, (eq. 1.5):

N,/ N, =exp[-ny,B, (kT,)] eq. 1.5

onde 7} ¢ a temperatura da rede.
Ao se compararem as duas equagdes acima, conclui-se que 7 << 7}, uma

vez que esses parametros sao correlacionados pela eq. 1.6 € Bogy << B,

T,/T, =B, /B, eq. 1.6
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Tem-se entdo uma significativa magnetizacdo do sistema de spins
abundante chaveada no eixo y, que precessa com freqiiéncia @;; € que possui uma
temperatura de spin muito menor que a da rede.

A outra parte do processo da polarizagdo cruzada estd associada a
promog¢ao do contato térmico entre os sistemas de spins abundante / e pouco
abundante S. A interacdo principal, que promove essa comunicagao entre esses
sistemas de spins em fase solida, ¢ a interagdo magnética dipolar entre os
nucleos. Para que o processo ocorra, aplica-se ao sistema de spins pouco
abundante S uma radiacdao na sua propria freqiiéncia de ressonancia @, = ysB,. O
pulso aplicado ¢ continuo, de forma que a magnetizagdo de S precessa com
velocidade @;g em torno de Bg no referencial rotatério (w;s = ysB;s), tendo-se
entdo, simultaneamente ao o chaveamento de campo de S, o chaveamento da
magnetizacdo de / no canal desse nucleo (Figura 1.17, p. 49).

A probabilidade de transi¢ao para a promogao de troca de energia entre os
sistemas de spins ¢ bem maior quando as freqii€ncias naturais desses sistemas
sdo colocadas proximas umas das outras e entdo o contato térmico entre os dois
sistemas ¢ substancialmente aumentado. Esse ajuste de freqiiéncias (w5 = @y)) €
obtido pelo controle das amplitudes dos campos oscilatorios aplicados, que

devem satisfazer a relacao abaixo conhecida como condi¢ao de Hartmann-Hahn:

vsBis =7,/By; eq. 1.7

O mecanismo de contato térmico entre os dois sistemas de spin ira levar
ao aquecimento (muito leve, devido a sua alta capacidade calorifica) do sistema
de spins abundante e a um consideravel resfriamento do sistema de spins pouco

abundante, representado na eq. 1.8:

Ts" =T, = (B, /BT, =(rs/7,) By /BT, eq. 1.8

Uma vez que a temperatura de spin para nucleos S, que seria alcancada
pelo chaveamento de campo direto dos spins S, seria Ts = (Bis / B,)1;, tem-se
uma diminuicdo de 7y por um fator igual a y¢/% que, no caso da interacdo de

, 1 , 13 15 - -
ntcleos de 'H com ntcleos de "C ou “N equivale, respectivamente a 1/4 ou
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1/10. Segundo a equagdo 1.5, esse resultado significa um aumento significativo
na intensidade do FID detectado para o ntcleo S.

A seqiiéncia de pulsos de CP utilizada neste trabalho ¢ bem similar a
apresentada na Figura 1.16 (p. 48). Conforme comentado acima, o processo se
inicia pela aplica¢do de um pulso de 90° no canal do (/). Segue-se a aplicagdo de
dois pulsos formatados longos no processo de chaveamento de campo, nos canais
de ambos os nucleos (I e S). Os pulsos utilizados durante o processo de
chaveamento de campo possuem formas adiabaticas. A passagem adiabatica pela
condicdo de Hartmann-Hahn tem mostrado resultados experimentais que levam a
maior eficiéncia na transferéncia de polarizagdo do que a condigdo classica de

Hartmann-Hahn (Hediger et al., 1995; Hediger et al., 1994).

1.5.9 — Eco Quadrupolar

Na RMN em fase solida, a interagdo quadrupolar existente em nucleos
com momento angular de spin 1, como em nucleos de *H, leva a formagio de
dupletos com linhas em @,+(), sendo tais sinais conhecidos como dupletos de
Pake (Stejskal & Memory, 1994; Davis et al., 1976; Pake, 1948). A constante de
desdobramento quadrupolar é dependente da orientacdo do tensor do “H com
relacdo ao campo magnético externo, de forma que espectros de solidos
anisotropicos levam a formacgao de dupletos largos devido ao carater anisotropico
do sistema (Stejskal & Memory, 1994; Davis et al., 1976). Por outro lado, no
caso de amostras orientadas, bem como em situacoes onde se tem meios
parcialmente anisotropicos, dupletos bem definidos podem ser obtidos e
utilizados na determinacdo de orientagdes preferenciais dos sistemas em estudo
(Seelig, 1977; Davis et al., 1976).

A RMN de *H em padrio de p6, normalmente fornece espectros muito
largos (100-200 kHz). Nao obstante, em sistemas parcialmente isotropicos, como
em bicamadas lipidicas, sinais relativamente largos (80 kHz) podem ser obtidos o
que sugere que grande parte da informagdo estd contida na parte inicial do FID
(Seelig, 1977; Davis et al., 1976). Dessa forma, a aquisi¢cdo de espectros apds a

aplicacdo de um pulso de 90° levaria a uma perda significativa de informagéo
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dessas componentes largas, devido ao tempo morto existente no experimento
entre a aplicacao do pulso e a deteccao do FID (Davis ef al., 1976). Uma solucao
encontrada para esse problema ¢ a utilizagdo da seqiliéncia de eco quadrupolar

(Figura 1.18) (Stejskal & Memory, 1994; Davis et al., 1976).

v

Figura 1.18 — Seqiiéncia de eco quadrupolar de spin.

Essa seqiiéncia de pulsos consiste na aplicagdo de um segundo pulso de
90° apos um intervalo de tempo 7, sendo que, apds um segundo intervalo de
tempo 7, tem-se um eco de spin quadrupolar, devido a refocalizagdo da
magnetiza¢do nuclear (Stejskal & Memory, 1994; Davis et al., 1976).

Uma vez que a magnetizagdo ¢ refocalizada, pode-se escolher um valor
apropriado de 7 e de tempo morto, de maneira a se comecar a coleta do sinal
antes do ponto de maximo do eco. Com a escolha apropriada do intervalo entre
os pontos no FID (dwell time), ¢ possivel iniciar a transformada de Fourier a
partir do ponto de maximo do eco pelo deslocamento do FID antes da aplicacao
da transformada. Um ajuste cuidadoso da ciclagem de fase e o processamento do
espectro a partir do ponto de maximo do eco levam a um espectro, no qual nao ¢é
necessaria a correcdo da fase (Davis et al., 1976). No caso de uma aquisi¢ao
direta de um espectro de RMN de “H apés a aplicagdo de um pulso de 90°, é
comum se observar uma distor¢do aparente do espectro obtido, devido a

informagdo perdida durante o tempo morto e a necessidade de ajustes de fase
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extra, que acabam levando a resultados incorretos. Portanto, esse tipo de
seqiiéncia de eco quadrupolar tem sido muito usada em estudos de RMN de
bicamadas lipidicas (Mason et al., 2007; Fu & Cross, 1999; Davis et al., 1976) e

de peptideos inseridos em bicamadas lipidicas (Aisenbrey et al., 2007).
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2 -METODOLOGIA

2.1 — Sintese de peptideos

Planejaram-se as sinteses para um rendimento méaximo que fornecesse até

300 mg dos peptideos. As quantidades de reagentes foram entdo estipuladas para

0,149 mmol para o PS-1, 0,142 mmol para o PS-2 e 0,154 mmol para o PS-3.

O suporte escolhido para as sinteses foi a resina amidica RAM da

Tentagel, com um grau de substituicdo de 0,27 mmol/g. Essa resina ¢

originalmente protegida com grupo Fmoc (Esquema 1.1, p. 12).

Todos os Fmoc-aminoacidos utilizados (com cadeias laterais protegidas

ou nao) foram adquiridos da Novabiochem. Segue abaixo a Tabela 2.1 que lista

os aminoacidos utilizados nas sinteses e suas respectivas massas molares.

Tabela 2.1 — Aminoacidos utilizados nas sinteses das PS-1, PS-2 e PS-3

Aminoacido Aminoacido Modificado MM do Modificado /
(g/mol)

Alanina Fmoc-Ala-OH 311,3
Asparagina Fmoc-Asn(Trt) 596,7
Fenilalanina Fmoc-Phe-OH 387.4
Glicina Fmoc-Gly-OH 297,3
Histidina Fmoc-His(Trt)-OH 619,7
Isoleucina Fmoc-Ile-OH 353,4
Leucina Fmoc-Leu-OH 3534
Lisina Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,6
Prolina Fmoc-Pro-OH 337.4
Serina Fmoc-Ser(sBu)-OH 3834
Treonina Fmoc-Thr(¢Bu)-OH 397.5
Valina Fmoc-Val-OH 3394
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2.1.1 — Preparacio da resina para acoplamento do
primeiro aminoacido

Pesaram-se inicialmente as respectivas quantidades de resina (551 mg,
526 mg e 572 mg, para PS-1, PS-2 e PS-3), as quais foram transferidas para os
respectivos frascos de sintese. A seguir, adicionaram-se ao frasco (processo de
dilatagdo da resina) aproximadamente 7 mL de DCM (diclorometano), agitando-
se manualmente o sistema para remover bolhas e deixando-o entdo em repouso
por 20 min. Na seqiliéncia, 0 DCM era removido com auxilio de bomba de vacuo.
A seguir foi feita a lavagem da resina por uma série alternada de trés vezes 5 mL
de DMF (dimetilformamida) e 5mL de API (alcool isopropilico) e,
posteriormente, duas lavagens com 5 mL DCM (em todos os processos de
lavagem o solvente foi retirado por sistema de vacuo) (Chan & White, 2000).

Efetuou-se entdo a etapa de desprotecao da resina (retirada do grupo Fmoc
—secao 1.2.1, p. 13) por adi¢ao de solucao de piperidina a 20% (v/v) em DMF e
agitacdo mecanica do frasco (uma agitacdo de 2 min, e duas de 10 min).
Posteriormente, lavou-se por trés vezes a resina com uma série alternada de DMF
e AIP (aproximadamente 5 mL de cada), a qual foi finalmente lavada duas vezes
com DCM (aproximadamente 5 mL). Uma aliquota da resina era entdo retirada
para se realizar o teste de Kaiser (segcoes 1.2.4 e 2.1.5, p. 16 e 58,
respectivamente) para se confirmar a desprote¢ao da resina. Caso o resultado do
teste fosse negativo, repetiam-se as lavagens com solugao de piperidina, seguidas
de lavagens com DMF/AIP e DCM, até que o resultado do teste fosse positivo.
Apo6s confirmacao da desprotecdo, a resina estava pronta para o acoplamento do

primeiro aminoacido protegido (Chan & White, 2000).

2.1.2 — Acoplamento do primeiro aminoacido a resina

Pesou-se em frasco separado, um excesso estequiométrico de quatro vezes
(i.e. 5 equivalentes) de Fmoc-aminoacido e HOBT (1-hodroxi-benzotriazol).
Adicionou-se entdo aproximadamente 5 mL de DMF. Seguiu-se a adi¢dao de DIC
(1,3-di-isopropilcarbodiimida) em excesso estequiométrico de duas vezes (i.e. 3

equivalentes). Agitou-se a mistura por aproximadamente um minuto com auxilio
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de um vortex e deixou-se 0 sistema em repouso para ativagdo por
aproximadamente dez minutos. Adicionou-se DMAP em quantidade catalitica
(aproximadamente 2 mg) e uma gota de TRITON (detergente) e agitou-se o
sistema com auxilio de um vértex por aproximadamente um minuto. Transferiu-
se essa mistura reacional para o frasco de sintese contendo a resina preparada
segundo o item 2.1.1 (p., 55) e se deixou o sistema em agitacdo por
aproximadamente 12 h. Retirou-se entdo a solu¢do da mistura reacional com
auxilio de uma bomba de vacuo e lavou-se a peptidil-resina resultante no frasco
de sintese por trés vezes com uma série alternada de 5 mL de DMF e 5mL de
AIP e finalmente por duas vezes com aproximadamente 5 mL de DCM (Chan &

White, 2000).

2.1.3 — Acoplamento dos demais aminoacidos a peptidil-

resina

Procedeu-se inicialmente, a desprote¢ao da peptidil-resina pela remogao
do grupo Fmoc (secdo 1.2.1, p. 13). Esse processo de inicia por agitacio
mecanica da peptidil-resina com 5 mL de uma solucao de piperidina em DMF a
20% (v/v), contendo uma gota de TRITON. Procedeu-se inicialmente uma
agitacdo rapida de um minuto e duas subseqiientes agitacoes de dez minutos,
seguidas de lavagem da peptidil-resina com trés séries alternadas de 5 mL de
DMEF/AIP e duas lavagens posteriores com SmL de DCM. Efetuou-se a seguir o
teste de Kaiser (secoes 1.2.4 e 2.1.5, p. 16 e 58, respectivamente) e, em caso
positivo, tinha-se a peptidil-resina pronta para o acoplamento. Em casos onde se
obtiveram resultados do teste duvidosos, ou negativos, procedeu-se a desprotecao
com uma solucdo piperidina a uma maior concentragao, ou ainda aumentou-se o
tempo da desprote¢do (2 medida que o tamanho das cadeias foi aumentando ¢ a
desprotecao nao foi sendo completamente efetiva, aumentou-se gradativamente a
concentragdo da solugdo de piperidina até¢ 40% quando necessario, e, quando
ainda necessario, aumentou-se o nimero de lavagens (Chan & White, 2000).

Uma vez confirmada a desprotecdo, preparava-se a solugdo para um novo

acoplamento (ver secdo 1.2.2, p. 14). Em um frasco separado, o respectivo Fmoc-
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aminoacido e HOBt foram pesados em excesso estequiométrico de duas vezes
(i.e. 3 equivalentes) e foram solubilizados em aproximadamente 5 mL de DMF.
Adicionou-se, a seguir, DIC em excesso estequiométrico de duas vezes a mistura.
Essa mistura foi agitada por aproximadamente um minuto com auxilio de um
vortex e deixou-se o sistema em repouso para ativagdo por aproximadamente dez
minutos. Adicionou-se entdo uma gota de TRITON e procedeu-se a agitagdo
durante um minuto com auxilio de um vortex. Finalmente adicionou-se a mistura
a peptidil-resina contida no frasco de sintese e deixou-se o sistema em agitacao
mecanica durante 1h 30min a 2h, para que ocorresse a reagdo de acoplamento.
Apos a reacdo de acoplamento, submeteu-se pequena aliquota da peptidil-resina
resultante ao teste de Kaiser. Em caso positivo, procederam-se novos
acoplamentos com reagentes novos, até que fosse obtido resultado negativo.
Quando se obtinha resultado negativo, submetia-se a peptidil-resina resultante a
uma nova desprotecdo e ao subseqiiente acoplamento. Repetiu-se o processo
ciclico até o acoplamento do ultimo residuo de aminoacido a peptidil-resina.
Com o aumento na extensdo da cadeia polipeptidica no decorrer da
sintese, ¢ comum que se tenham maiores dificuldades nas reacdes de
acoplamento. Quando tais problemas comecgaram a ocorrer, efetuou-se o aumento
dos tempos dos acoplamentos inicias (até¢ 4 h), bem como dos reacoplamentos e
aumentaram-se também os excessos estequiométricos dos reagentes (até quatro

vezes, i.e. 5 equivalentes) em relacdo a peptidil-resina.

2.14 — Clivagem do peptideo da peptidil-resina e
isolamento do peptideo bruto

Inicialmente removeu-se o grupo Fmoc como descrito no item 2.1.3 (p.
56) e procederam-se as subseqiientes lavagens (trés séries alternadas de 5 mL de
DMEF e AIP e trés vezes subseqiientes com SmL de DCM). A seguir, secou-se a
peptidil-resina obtida com auxilio de uma linha de vacuo e pela passagem de gas
nitrogénio, a qual foi entdo transferida para um tubo falcon, onde se sucederia a
clivagem. A seguir, adicionou-se ao tubo falcon 10 mL de solugdo de clivagem,

constituida de TFA:TIS:agua na proporcao de 95,0:2,5:2,5 (v/v) e deixou-se o

o7



sistema sob agitacdo mecanica durante 3 h (etapa de clivagem). Filtrou-se para
um novo tubo falcon, a solugdo contendo o peptideo clivado da resina com o
auxilio de uma seringa equipada com filtro e fez-se a lavagem da resina com 3
mL de solugdo andloga a usada para a clivagem. Seguiu-se a evaporagdo da
solugdo de clivagem, pelo borbulhento de gas nitrogénio. A seguir, foi efetuada a
lavagem do peptideo pela adigdo lenta de 10 mL de éter gelado (resfriado com
nitrogénio liquido) e posterior centrifugacao (processo efetuado quatro vezes). A
fase etérea foi guardada e secou-se o peptideo obtido com auxilio de gés
nitrogénio. Dissolveu-se o peptideo em 10 mL de agua e algumas gotas de
acetonitrila e a solugdo foi liofilizada (Chan & White, 2000; Fmoc resin cleavage

and deprotection — Protocolo de clivagem da Novabiochem).

2.1.5 — Teste de Kaiser

A peptidil-resina foi lavada por trés vezes com uma série alternada de 5
mL de DMF e 5 mL de AIP e depois lavada duas vezes a resina com 5 mL de
DCM. Secou-se a resina com auxilio de uma bomba de véacuo e transferiu-se uma
pequena aliquota de resina para um tubo de ensaio. Adicionou-se a esse tubo de
ensaio uma gota de solucdo de ninidrina a 5 % em etanol, duas gotas de solucao
de 80 % de fenol em etanol e uma gota de solucdo de KCN/dgua em piridina (2
mL de solugdo 0,001 mol / L de KCN em 98 mL de piridina). Deixou-se entdo o
tubo sob aquecimento a 120 °C entre 4 a 6 minutos (Chan & White, 2000).

2.1.6 — Purificacio dos peptideos por CLAE e analise por
EM

Esta etapa do trabalho foi realizada pelos colaboradores Maura V. Prates e
Nathalia C. C. R. Mundim da EMBRAPA em Brasilia.

As purificacdes foram realizadas em um cromatdégrafo Shimadzu com
duas bombas LCI10-ADvp. Empregou-se uma coluna Vydac C18 10um,
22mmX250mm, 300A (218TP1022). As amostras foram pesadas em aliquotas de

Smg e ressuspendidas em 500ul de 4gua mili-Q, seguindo-se agitacdio em
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vortex. Como fase movel, foram utilizados os solventes dgua mili-Q (solvente A)
e acetonitrila nivel cromatografico da J. T. Baker (solvente B), ambos contendo
TFA cromatografico a 0,1 %. Utilizou-se um fluxo constante de 8 mL / min.
Iniciou-se a eluicdo nos primeiro 5 min com 100 % do solvente A. A seguir
introduziu-se o solvente B em gradiente linear, com sua concentragdo variando
de 0 a 100 % no periodo entre 5 min e 65 min, fazendo-se ainda a eluicao até 80
min com 100 % do solvente B. Coletaram-se em torno de vinte fragdes para as
diferentes amostras. Em cada um dos casos, a fragao de interesse foi concentrada
em evaporador rotatdrio, liofilizada e entdao analisada por EM.

Procederam-se as andlises de EM em espectrometro hibrido, Q-TOF
Ultima (Micromass). Acrescentou-se as amostras de 20ul de agua milli-Q,
procedendo-se entdo a homogeneizagdo por aproximadamente 1 minuto em
agitador Vortex-Genie2 (Scientific Industries Inc.), seguindo-se centrifigacdo a
6000RPM por 30s em centrifuga Nanofuge (Hoefer, Scientific Instruments).
Retirou-se 10ul e acrescentou-se 100ul de solucao de d4gua com 50% de metanol
e 0,1% de acido acético, os quais foram homogeneizados e injetados no
equipamento separadamente. Obtiveram-se os espectros com o equipamento ESI
Q-TOF operando em modo V. Utilizou-se fluxo de 2ul/min e estabeleceram-se

as voltagens do capilar e do cone como 2,8 kV e 30 V, respectivamente.

2.2 — Dicroismo circular

A fim de se obterem informagdes sobre a estrutura dos peptideos em
meios que mimetizam membrana biologicas, realizaram-se experimentos de CD
em misturas de TFE:4gua, bem como em vesiculas.

Os espectros de CD foram obtidos em um espectropolarimetro Jasco J-810
acoplado a um sistema de controle de temperatura Peltier Jasco PFD-425S. Os
espectros foram adquiridos e processados com o software Spectra Manager da
JASCO. Os espectros processados foram analisados pelo software CDPro

(Sreerama & Woody, 2004; Sreerama & Woody, 2000).
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Misturas de TFE:agua — preparam-se solugdes a 0,Img/mL dos peptideos
PS-1, PS-2 e PS-3, bem como dos respectivos brancos, com as proporcdes de
TFE:4gua de 0:100, 10:90, 30:70 e 60:40. Essas solugdes foram tamponadas a pH
7,0 com tampao fosfato a 10 mM. As amostras foram transferidas para uma
cubeta com caminho 6tico de 1 mm e os espectros foram obtidos a 20°C entre os
comprimentos de onda de 190 a 260 nm, utilizando-se os seguintes parametros de
aquisicao: velocidade de varredura de 50 nm.min”', coleta de dados 0,2 nm, 1s de
resposta, 1 nm de largura de banda e 8 acumulacdes. ApoOs registrados, os
espectros das amostras contendo peptideo foram subtraidos dos espectros dos
respectivos brancos para corre¢ao de linha de base.

Vesiculas — Utilizou-se na preparacdo das vesiculas, uma mistura de
lipideos POPC:POPS na proporcao de 3:1. A quantidade correta de lipidio era
dissolvida em diclorometano e o peptideo era dissolvido em TFE. As duas
solucdes foram misturadas e o solvente era evaporado em fluxo de nitrogénio
gas0s0. Apos, a mistura peptideo-lipidios foi deixada sob vacuo durante 15 horas
a fim de se removerem tragcos ainda remanescentes de solvente. LMV (Large
Multilamellar Vesicles) eram formadas apds a adicdo de solucdo aquosa de
tampao fosfato (5,0 mM NaH,PO,/Na,HPO,, pH= 7,0) ao filme seco de lipidio-
peptideo e agitacdo com vortex. As amostras eram entdo submetidas a sonicagado
(Bandelin, Sonorex super RK 514 BH) e a posteriores trés ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido e aquecimento em banho-maria. As SUV
(Small Unilamellar Vesicules) eram entdo preparadas por extrusdo através de
filtros de policarbonato com poros de 50 nm (Avestin Inc.). As solu¢des de SUV
foram preparadas para uma concentragao de 0,09mg/mL de peptideo com uma
proporcao peptideo:lipidio de 1:55 para os peptideos PS-1, PS-2 e PS-3. Essas
solugdes foram tamponadas a pH 7,0 com tampao fosfato a 5 mM. Foram
também preparadas solu¢des de brancos nas mesmas condi¢des das amostras. As
amostras foram transferidas para uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1
mm e os espectros foram gravados a 20°C, entre os comprimentos de onda de
190 a 260 nm, utilizando-se os seguintes parametros de aquisi¢do: velocidade de

varredura de 50 nm.min”', coleta de dados 0,2 nm, 1 s de resposta, 1 nm de
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largura de banda e 20 acumulagdes. Apds registrados, os espectros das amostras
contendo peptideo foram subtraidos dos espectros do branco para correcao de

linha de base.

2.3 — RMN em solucao

Experimentos bidimensionais de RMN em solu¢do foram adquiridos com
objetivo de se obter a estrutura tridimensional dos peptideos.

Foram preparadas amostras dos peptideos PS-1, PS-2 e PS-3 a
concentragoes de 4,0 mM em mistura de TFE-d>/H,O (60:40%, v/v). Ajustou-se
o pH para 7,0 pela adi¢dao de tampao fosfato para uma concentracao final de 20,0
mM. Foram utilizados TFE-d2 da Cambridge Isotope Laboratories e dgua com
padrao de pureza mili-Q no preparo das solugdes. O 2,2-dimetil-2-silapentano-5-
sulfonato de sédio (DSS) a uma concentragao de 1 mmol / L foi utilizado como
padrdo interno de referéncia para ressondncias de 'H e "°C.

Os experimentos de TOCSY, NOESY, 'H-C HSQC ¢ 'H-"N HSQC
foram adquiridos a 20°C em um espectrometro Bruker 4VANCE DRX 600
pertencente ao Centro Nacional de RMN Jiri Jonas no Rio de Janeiro. Uma sonda
de 5 mm de tripla ressonancia (‘H/"*C/"°N), equipada com bobina para o emprego
de pulsos de gradiente de campo, foi utilizada para as aquisi¢des. A supressao do
sinal da dgua foi efetuada por pré-saturagao (Berger et al., 2004; Clarigde, 1999 —
ver se¢ao 1.5.2, p. 29). Procedeu-se a otimizacdo da homogeneidade do campo
(shimming), bem como a sintonia da sonda nas freqiiéncias de °N, °C ¢ 'H, a fim
de se terem otimizadas a resolucao ¢ a deteccdo de sinais. Foram ainda
realizados, antes da aquisicao dos experimentos de interesse direto, experimentos
unidimensionais de 'H com pré-saturacio do sinal do solvente, a fim de se
calibrarem os pulsos de radiofreqiiéncia, bem como se determinar a poténcia do
pulso de pré-saturagio. O software X—WIN-NMR® da Bruker foi utilizado
durante a aquisi¢do dos experimentos € os espectros obtidos foram processados
com a suite de programas NMRPipe® (NMRPipe Spectral Processing and
Analysis System®) (Delaglio et al., 1995) , desenvolvida no National Institute of
Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (Estados Unidos da América). Os
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sinais dos espectros de RMN obtidos foram analisados e atribuidos com auxilio
do software NMRView®, versio 5.0.4 (Johnson & Blevins, 1994), desenvolvido
pela One Moon Scientific, Inc. Os experimentos de DQF-COSY foram
adquiridos a 20°C em um espectrometro Bruker AVANCE DRX 400 pertencente
ao Laboratério de Ressonancia Magnética de Alta Resolugdo da UFMG, Belo
Horizonte. Nos experimentos de DQF-COSY, procedeu-se a supressao do sinal
de 4gua pela filtragem de duplo-quantum (Piatini ef al., 1982), seqiiéncia
Watergate (Piotto et al., 1992) e pelo emprego de pré-saturacdo durante o
intervalo de relaxacao.

Experimentos de TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) foram
adquiridos usando-se a seqiiéncia de pulsos MLEV-17 (Bax & Davis, 1985 — ver
secdo 1.5.3, p. 31). Utilizou-se uma janela espectral de 6900 Hz, sendo que 512
incrementos em #; com 8 transientes de 4096 pontos foram coletados para cada
FID.

Experimentos de NOESY (Nuclear Overhauser Spectroscopy— Kumar et
al., 1980 — ver secdo 1.5.4, p. 35) foram adquiridos para tempos de mistura de
100, 150, 200, 300 ¢ 400 ms com o objetivo de se checar difusdo de spin.
Utilizou-se uma janela espectral de 6900 Hz, sendo que 512 incrementos em ¢
com 16 transientes de 4096 pontos foram coletados para cada FID.

Experimentos de 'H-?C HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) foram adquiridos com janelas espectrais F1 e F2 de 27160 Hz e 8993
Hz respectivamente. 400 incrementos em ¢, foram coletados com 56 transientes
de 1024 pontos para cada FID. O experimento foi adquirido em modo editado de
forma que as correlagdes de CH e CHj; apresentam fase positiva enquanto que as
de CH, fase negativa (Berger et al., 2004; Wilker et al., 1993 — ver secao 1.5.7,
p. 45).

Experimentos de 'H-"N HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) foram adquiridos com janelas espectrais F1 e F2 de 27160 Hz e 8993
Hz respectivamente. 80 incrementos em ¢; foram coletados com 400 transientes
de 1024 pontos para cada FID (Berger et al., 2004; Wilker et al., 1993 — ver
secdo 1.5.7, p. 45).
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Espectros de DQF-COSY (Double-Quantum Filtered Correlation
Spectroscopy) foram adquiridos com janelas espectrais de 4005 Hz, tendo sido
adquiridos 1024 incrementos em ¢; com 32 transientes de 4096 pontos para cada
FID (Piantini et al., 1982; Derome & Williamson, 1990).

Empregaram-se o método States-TPPI (Marion et al., 1989) para deteccao
de quadratura em £/ nos experimentos homonucleares ¢ o método de selecdo de

eco-antieco (Davis ef al., 1992) para os experimentos heteronucleares.

2.4 — Estruturas das filoseptinas a partir de dados de nOe

Uma vez obtidos os mapas de contornos de RMN, realizaram-se as
atribuicdes de varias ressonancias de 'H, °C e '°N para as filoseptinas (ver se¢io
3.3.1, p. 83). Durante esse processo, foram atribuidos os varios sinais no mapa de
contornos NOESY, os quais sdo indicadores de vizinhanga espacial entre os
nucleos correlacionados (Claridge, 1999; Derome, 1987). Consideradas as
devidas aproximagdes, € possivel se correlacionarem as intensidades dos picos do
NOESY com as distdncias relativas entre os nicleos de 'H, o que torna tal
experimento muito interessante para analise conformacional de macromoléculas
de interesse biologico, como peptideos e acidos nucléicos (Wiithrich, 1986;
Williamson et al., 1985).

Com os propositos de andlise conformacional acima discutidos, as
correlagdes de nOe obtidas no mapa de contornos NOESY tiveram suas
intensidades convertidas em restricdes de distancias, as quais foram calibradas
segundo algoritimos propostos por Hyberts e co-autores (Hyberts et al., 1992).
Os limites maximos de restri¢des de geometria obtidos foram de 2,8, 3,4 ¢ 5,0 A
(nOes fortes, médios e fracos, respectivamente). Os assinalamentos e calibragdes
das restricdes de nOe foram realizados com auxilio do software NMRView”
(Johnson & Blevins, 1994). Calculos da estruturas dos peptideos foram
realizados com o software Xplor-NIH, versao 2.17.0 (Schwieters et al., 2003).
Partindo-se da estrutura estendida, 200 estruturas eram geradas utilizando-se um
protocolo de annealing simulado. Procederam-se 18000 passos de simulacao de

annealing a 1000K, com o subseqiiente decréscimo na temperatura em 9000
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passos no primeiro estagio de processo de resfriamento. O controle
estereoquimico das estruturas mais estaveis geradas foi realizado com o
programa PROCHECK-NMR (Laskowski et al., 1996). A manipulagdo, a
visualiza¢do ¢ a analise das estruturas tridimensionais obtidas foram realizadas

com auxilio do programa MOLMOL (Koradi et al., 1996).

2.5 — RMN em fase solida

2.5.1 — Preparacao das amostras

Com o objetivo de se analisar o grau de ordenamento da bicamada lipidica
em amostras de bicamadas contendo os peptideos da série PS, decidiu-se preparar
amostras com variadas relagdes de peptideo:lipidio para estudos de RMN de *'P.
Foram preparadas misturas de peptideo:lipidio com concentragdes de 0,0 mol%,
0,5 mol%, 1,0 mol%, e 2,0 mol % para uma massa final de lipidio (POPC) de 10
mg. Dissolveram-se o peptideo, bem como o lipidio, em TFE e o naftaleno
(Nnafialeno™Miipidio T Npeptide) €M cloroféormio. O naftaleno ¢ utilizado com a
finalidade de se obter um maior grau de orientagdo da amostra (Hallock et al.,
2002). Apds, as trés solucdes foram misturadas e a mistura resultante sonicada
por cinco minutos e, em seguida, a mistura era concentrada com fluxo nitrogénio
gasoso e entdo o volume resultante era espalhado em sete placas de vidro ultra-
finas (9 x 22 mm? Marienfeld, Lauda-K6nigshofen, Alemanha). Deixaram-se
entdo as amostras secarem a temperatura ambiente por aproximadamente 24 h e
em seguida elas eram submetidas a vacuo por quatro dias a fim de se eliminar o
naftaleno utilizado nas preparagdes. Em seguida, as amostras foram transferidas
para uma camara de hidratacdo com umidade relativa de 93% e foram deixadas a
hidratar por seis dias. Finalmente, as placas de vidro foram empilhadas e seladas
com fita de teflon e plastico.

Para os estudos de RMN de "N e *H dos peptideos da série PS,
prepararam-se amostras dos peptideos a uma concentragdo de 1% em 200 mg de
lipidio. Utilizou-se POPC como lipideo e, novamente, o naftaleno foi empregado
na preparacdo das amostras (Npafiateno=Niipidio T Npeptideo — Hallock et al., 2002). Para

o PS-2, foi também testada uma mistura de POPC:POPS na propor¢ao de 3:1. O
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pH medido das amostras foi de 5,5. Nao obstante, foram também preparadas
amostras com os peptideos PS-1 e PS-2 a pH 8,0 a fim de se testar a possivel
existéncia de algum efeito de pH (Bechinger, 1996), uma vez que esses peptideos
possuem trés residuos de aminodcido que podem suportar carga em meio neutro
ou ligeiramente acido (Tabela 2.2, p. 65). A preparacao dessas amostras foi feita
de maneira similar a descrita na pagina anterior, entretanto 27 placas de vidro
ultra-finas foram utilizadas e diclorometano foi usado para a dissolugdo do
POPS. Nas amostras com pH 8, foi adicionada solu¢do de NaOH 1,0 mol.L™' para
se alcancar o pH desejado. Foram utilizados, na preparacdo dessas amostras,
peptideos isotopicamente marcados conforme indicado na Tabela 2.2. Esses
peptideos foram obtidos pela incorporagao de residuos de aminoacidos marcados
na seqiiéncia primaria via estratégia Fmoc de sintese em fase solida, conforme

descrito nas se¢des 1.2 € 2.1 (p. 9 e 54, respectivamente).

Tabela 2.2 — Seqiiéncia primaria dos peptideos isotopicamente marcados
utilizados nos estudos de RMN em fase solida

PS-1 FLSLI PHAIN AVSAI AKHN-NH,
PS-2 FLSLI PHAIN AVSTL VHHF-NH,
PS-3 FLSLI PHAIN AVSAL ANHG-NH,

a) Sitios marcados com "°N estdo sublinhados
b) Sitios marcados com residuos de 3,3,3-2H3 Ala estdo duplamemte sublinhados

2.5.2 — Experimentos

Experimentos de RMN de *'P desacoplados de hidrogénio das amostras de
bicamadas lipidicas orientadas foram realizados a 162.0 MHz em um
espectrometro Bruker AMX400 wide-bore, utilizando-se uma sonda comercial
estatica de dupla ressondncia para RMN no estado solido. Medidas foram
efetuadas para a orientagdo da normal da membrana paralela ao campo
magnético externo. Uma seqiiéncia de pulsos de eco de Hahn foi empregada
(Rance et al., 1983). Os seguintes parametros foram utilizados: janela espectral
de 75 kHz, tempo de aquisi¢do de 13,6 ms, 2048 pontos, pulsos de 90° com

largura de 2.5 s, intervalo de tempo de eco 40 ps, intervalo de tempo de espera
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5 s e 64 transientes para amostras com 200 mg de lipidio ou 128 transientes para
as amostras com 10 mg de lipidio (se¢ao 2.5.1, p. 64). Uma solucdo de acido
fosforico a 85% foi utilizada como referéncia externa (0 ppm). Uma
multiplicagdo exponencial correspondente a um alargamento de linha de 20 Hz
foi aplicada antes da transformada de Fourier.

Experimentos de RMN de N desacoplados de hidrogénio foram
adquiridos a 40 MHz em um espectrometro Bruker AMX400 wide-bore,
utilizando-se uma sonda comercial de dupla ressonancia para RMN no estado
solido modificada (Bechinger & Opella., 1991). Medidas foram conduzidas para
duas diferentes orientagdes: normal da membrana paralela e perpendicular
(bobina invertida) ao campo magnético externo. Uma seqiiéncia de polarizacao
cruzada com pulsos adiabaticos formatados nos canais de 'H e "°N foi utilizada
(Hediger et al., 1995; Hediger et al., 1994 — ver se¢ao 1.5.8, p. 48). Os seguintes
pardmetros foram empregados: pulsos de 90° com largura de 8 us, tempo de
chaveamento de campo de 700 us, intervalo de tempo de espera de 3,5 s, 512
pontos de dominio de tempo, 18000 aquisi¢cdes (30000 para a bobina invertida) e
janela espectral de 33 kHz. O NH,4CI foi utilizado como referéncia externa (41.5
ppm).

Espectros de RMN de “H em fase sélida foram obtidos em um
espectrometro Bruker AVANCE DSX-500 wide-bore, utilizando-se uma sonda
estatica comercial de tripla ressonancia. Medidas foram realizadas para duas
diferentes orientacdes: normal da membrana paralela e perpendicular (bobina
invertida) ao campo magnético externo. Utilizou-se uma seqiiéncia de eco
quadrupolar (Davis et al., 1976 — ver se¢dao 1.5.9, p. 51) com os seguintes
parametros: “H B, de 50 kHz, tempo de eco de 40 ps, janela espectral de 100
kHz, 4096 pontos, 80000 transientes e intervalo de tempo de repeticao de 1 s. Os
espectros foram calibrados com relacio a “H,O (0 ppm). Uma funcio
exponencial de apodizacdo correspondente a um alargamento de linha de 100 Hz
foi aplicada antes da transformada de Fourier.

O experimento de RMN bidimensional PISEMA (Wu et al., 1994) foi

adquirido para a amostra do PS-3 incorporado em bicamadas lipidicas de POPC.
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O espectro foi gravado para a orientagdo da amostra com a normal da membrana
paralela ao campo magnético externo. Esse experimento foi adquirido em um
espectrometro Bruker AMX400 wide-bore, utilizando-se uma sonda comercial de
dupla ressonancia para RMN no estado s6lido modificada (Bechinger & Opella.,
1991). Os seguintes pardmetros foram empregados: pulsos de 90° com largura de
7,9 us, tempo de chaveamento de campo de 800 ps, poténcia da radiofreqiiéncia
de chaveamento de 45 kHz em ambos os canais, intervalo tempo de espera de 3,5
s, janelas espectrais F1 e F2 de 22502 Hz e 33335 Hz, respectivamente, tendo
sido gravados 26 incrementos em #; com 512 pontos para 12288 aquisi¢des cada.

O NH,CI foi utilizado como referéncia externa (41.5 ppm) de "“N.

2.5.3 — Simulac¢ido de parametros da RMN em fase solida
e determinacao da topologia dos peptideos em bicamadas
lipidicas

A temperatura ambiente, o grupo metila de residuos de alanina exibe
rapido movimento rotacional ao redor da ligacdo C,-Cp. Isso faz com que os trés
nucleos de “H de residuos de 3,3,3-°H; Ala sejam magneticamente equivalentes ¢
que o tensor resultante da interacdo quadrupolar do deutério seja paralelo ao
vetor da ligagdo C,-Cg.

No caso de peptideos orientados em bicamadas lipidicas, em situa¢des nas
quais se t€ém uma rapida difusdo rotacional em torno da normal da membrana, o
desdobramento quadrupolar de deutério Av, observado pode ser descrito pela

equacgdo 2.1,

2 2 2
Aszéx e qQ “ 3cos”" ®—-1 o 3cos” Q-1 eq. 2.1
2 h 2 2

onde ¢’qO/h é a constante de acoplamento quadrupolar (Seelig, 1977), © o

angulo entre o vetor da ligagdo C,-Cs e a normal da membrana e Q o angulo
entre a normal da membrana e o campo magnético externo (Aisenbrey &

Bechinger 2004a&b). Por uma rapida inspe¢do da equagdo 2.1, conclui-se que
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espectros registrados para orientagdes de amostras com a normal da membrana
perpendicular a B, (Q = 90°) fornecem desdobramentos quadrupolares duas vezes
menores que 0s espectros obtidos para orientagdes que apresentem a normal da
membrana perpendicular a B, (QQ = 0°).

O valor observado para o deslocamento quimico de "N ¢é dado pela
equagao 2.2, sendo os termos oj;, 0> € 033 0s deslocamentos quimicos dos
respectivos tensores principais de blindagem e os termos ¢ e 6 sdo os angulos de

Euler que representam, respectivamente, rotacdes em torno dos eixos z e y’

(Bechinger & Sizun 2003).
c,, =0 lsenzﬁcos2 o+ azzsenzﬁsenz(/) + 033 cos? @ 2.2

Para se determinarem as topologias das filoseptinas em bicamadas
lipidicas, usaram-se, como dados de entradas para simulagdes dos parametros o,,
e Avp, as estruturas 3D desses compostos obtidas por RMN em solugdo (segdo
3.3.2, p.95). Cada geometria molecular foi previamente alinhada (Goldstein,
1959) de maneira a se ter o atomo marcado com N (N-Ala-14 para a PS-1, N-
Leu-15 para a PS-2 e N-Val-12 para a PS-3) localizado na origem do sistema de
coordenadas atdmicas, sendo entdo o eixo z definido por um segundo atomo (o N
do esqueleto da His-7 para a PS-1, o N da Ala-8 para a PS-2 e o C carbonilico da
Leu-4 para a PS-3) de maneira a se ter z disposto paralelamente em relagdo ao
eixo principal de rotagdo da hélice. Finalmente, o sistema de coordenadas
internas foi definido ao se posicionar o carbono carbonilico da ligagao peptidica
que envolve o sitio marcado com "N (C-Ser-13 para a PS-1, C-Thr-14 para a PS-
2 e C-Ala-11 para a PS-3) no plano xz, de forma a se ter o eixo y ortogonalmente
disposto com relagio ao plano da ligagdo peptidica marcada com "N.

Apos definido o sistema de coordenadas interno, as estruturas dos
peptideos foram sucessivamente giradas (180 x 180 passos) em torno do eixo
principal da hélice e do eixo y, sendo os valores de Avy e o, calculados para
cada orientagdo obtida, ou seja, ambos pardmetros foram obtidos em fun¢do do

angulo de inclinagdo (rotagdo em torno do eixo y) e do angulo polar de rotagao
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interna (rotagdo em torno do eixo principal da hélice). o,, foi obtido a partir da
equagdo 2.2, corrigida por dois termos que representam pequenas rotagdes
angulares em torno dos eixos x € y, de forma a se ter um perfeito alinhamento do
sistema de coordenadas local com o sistema de eixos principal, uma vez que se
sabe que o33 esta disposto em um plano que cobre um angulo de 18° com relagdo
ao vetor da ligagdo N-H (Bechinger & Sizun, 2003). As coordenadas dos C, e Cy
dos sitios marcados com 3,3,3-2H3 Ala foram utilizadas para se obter o valor de
cos’® e entdo os valores de Avy sdo obtidos segundo a equagdo 2.1 (p. 67).

No caso da PS-3, o valor do desdobramento dipolar H-N, obtido a partir
do experimento de PISEMA, foi também calculado para as varias possiveis
orientagdes do peptideo na bicamada lipidica. A equagdo 2.3 define o
desdobramento dipolar H-N (Dyy), onde uy.h/4n representa a constante de
acoplamento dipolar H-N, ryy 0 comprimento da ligagdo H-N e ¥ o angulo entre

o vetor da ligagdo H-N e o campo magnético externo (Straus, et al., 2003).

Dyn = (ﬂ—ojx 71}3/—21] x(3cosz‘1’—1) eq. 2.3
4r TN

As coordenadas do H e do N da ligagdo H-N do sitio marcado com "N no
PS-3 foram utilizadas na obtencdo do valor de cos”¥ e entdo os valores de Dyy
foram obtidos em funcdo do angulo de inclinagdo e do angulo polar de rotacao
interna pela equagao 2.3.

As etapas de alinhamentos geométricos, bem como as simulagdes dos
parametros espectrais Avy, o,, € Dyn foram realizadas com um programa escrito

em linguagem FORTRAN.

2.6 — Estrutura e constantes de blindagem da PS-2 a partir de

calculos quanticos

Tal fase do trabalho tem como objetivo a producdo de estruturas de
peptideos, via métodos mais acurados que os de dindmica molecular

(desconsiderando-se o uso de restricdes de nOe, no caso).
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Diversas metodologias de calculos de estruturas eletronicas tém sido
utilizadas para a determinacdo tedrica de sistemas moleculares simples ou de
dimensdes maiores. Dentre os métodos ab-initio, 0 mais simples ¢ o método de
Hartree-Fock (HF), que faz uso de uma funcdo de onda para o sistema de N-
elétrons construida como um determinante de Slater de n orbitais de um elétron.
O método de HF contempla as repulsdes elétron-elétron apenas na média através
do chamado potencial de Hartree-Fock v (r). O potencial v'"(r) é construido
pela soma dos termos eletrostaticos de repulsdo coulombiana cléssica J(r) € o
potencial de troca, K(r), que ocorre devido ao principio de exclusdo de Pauli,
pela selecdo de uma fung¢dao de onda eletronica antissimétrica com relacdo a
permuta das coordenadas espaciais e de spin de dois elétrons quaisquer do
sistema (Wittel & McGlynn, 1977).

Métodos de célculos de estruturas eletronicas mais elaborados sdo
formulados considerando a possibilidade de diversas configuragdes eletronicas,
dando origem a um particular estado eletronico de um 4atomo ou molécula. Tais
métodos, como o da mistura de configuragdes (CI) ou perturbativos (MP2, MP3,
MP4, etc), corrigem gradativamente os erros inerentes a aproximagao de Hartree-
Fock, que considera as repulsdes elétron-elétron na média, e sdo chamados de
métodos correlacionados. A inclusdo dos efeitos de correlagdo eletronica é, via
de regra, crucial para a produgdo de valores teoricos acurados de energias,
estruturas moleculares e propriedades de atomos e moléculas. Mais
recentemente, o método da teoria do funcional densidade (DFT) tem atraido
interesse para a determinacdo de propriedades de sistemas moleculares. Isso
porque a estrutura das equagdes DFT que devem ser resolvidas, tem uma forma
equivalente a das equagdes do método HF e, portanto, pode ser explorada para o
tratamento de sistemas moleculares de grande porte (Jansik, 2004).

O método do funcional densidade (DFT) tem bases tedricas firmes no
teorema de Hohenberg e Kohn, que estabelece que um sistema eletronico
qualquer tem a energia do estado fundamental determinada, conhecendo-se
apenas a sua densidade eletronica (Hohenberg & Kohn, 1964). O grande

problema para a implementagdo pratica desse resultado ¢ que a densidade exata
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de um sistema de elétrons ndo ¢ conhecida. Entretanto, aproximagdes podem ser
consideradas e a implementac¢do da teoria do funcional densidade devido a Kohn
e Sham para aplicacdes em sistemas moleculares faz uso do potencial de
correlagdo e troca V,.(r) parametrizados adequadamente (Kohn & Sham, 1965).
A equagdo de Kohn-Sham (KS) difere formalmente da equacao de Hartree-Fock,
pela substituicdo do potencial de Hartree-Fock v'''(r) pelo potencial de
correlagdo de troca V. (r) (Kohn et al., 1996).

Neste trabalho, os calculos de otimiza¢do de estruturas moleculares foram
conduzidos com o método DFT. Tal método emprega a técnica da expansao dos
orbitais moleculares em um conjunto de orbitais atdomicos. Os coeficientes
lineares dessa expansdo sdao determinados iterativamente na forma de um
procedimento cujo campo de potencial ¢ determinado auto-consistentemente,
portanto a denominagdo de um algoritmo do tipo de campo auto-consistente ou
SCF (Self-Consistent Field) (Levine, 1983). Nesse método, as equagdes integro-
diferenciais fundamentais a serem resolvidas, a equacao de Fock ou e a equagao
de Kohn-Sham, com o operador de Fock construido inicialmente para um
conjunto de fungdes spin-orbitais (fungdes de um tunico elétron) adequadamente
selecionado; o novo conjunto de spin-orbitais resultantes dessa solucao ¢ entdo
utilizado para a constru¢do de um novo operador de Fock e as equacgdes de Fock
ou Kohn-Sham s3ao novamente resolvidas, gerando um terceiro conjunto de spin-
orbitais. Esse processo de reconstrucdo do operador de Fock e solugdo das
equagdes integro-diferenciais problema prossegue até que o conjunto de spin-
orbitais da (i-1)-ésima iteracdo coincide, dentro de um erro prescrito, com a
solucdo da i-ésima iteracao. Neste momento a auto-consisténcia ¢ alcancada para
o erro pré-determinado (Levine, 1983; Wittel & McGlynn, 1977).

Devido a magnitude do sistema molecular em andlise, foi utilizado o
conjunto de fungdes de bases atomicas 6-31G**, que foi otimizado por Pople e
co-autores e se trata de um conjunto de base compacto [10s4pld|3s2pld]. Tal
conjunto representa o orbital /s de atomos de carbono, nitrogénio e oxigénio pela
combinagdo linear de seis fungdes gaussianas e os orbitais de valéncia 2s e 2p sdo

representados por um conjunto de bases duplo-zeta, sendo os menores orbitais
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representados pela combinagdo linear de trés fun¢des gaussianas € o maior por
uma unica func¢do gaussiana, tendo-se ainda a inclusdo de um orbital de
polarizagdo d representado por uma unica fung¢do gaussiana. O atomo de
hidrogénio tem o orbital /s também representado por um conjunto de bases
duplo-zeta, além de se ter um orbital de polarizagdo p (Frisch et al., 1984).
Finalmente, foi utilizado o funcional hibrido B3LYP que consiste de uma
combinagao linear dos funcionais de Dirac (Slater, 1951), Becke (Becke, 1988),
LYP (Lee et al., 1988), ¢ VWN (Vosko et al., 1980) e inclui parcialmente o
termo de troca exato de Hartree-Fock. Os funcionais de Dirac e Becke sdo
utilizados para descrever a interagdo de troca eletrOnica, enquanto que os
funcionais VWN e LYP descrevem as contribui¢des da correlagado eletronica.
Dentre os métodos de calculos correlacionados, os calculos DFT sdo os
processados mais rapidamente, tendo sido esse um dos motivos de sua escolha
para este trabalho. Entretanto, o calculo de uma estrutura peptidica da magnitude
da PS-2 ¢ ainda muito dispendiosa. Baseando-se nisso, decidiu-se subdividir o
peptideo em quatro fragmentos, tomando-se o cuidado para serem consideradas
as interagdes mais importantes que estabilizam a estrutura secundaria. Levando-
se em conta uma possivel estrutura helicoidal, teve-se o cuidado em se
preservarem todas as interagdes de ligacdo de hidrogénio CO--HN para o
intervalo 1, i+4 (Wiithrich, 1986). Para que esse tipo de interacdo seja garantida,
procederam-se as amidagdes das pseudo-carboxilas terminais, bem como as
acilagdes das pseudo-aminas terminais (exceto a amina terminal original). Os
fragmentos peptidicos estudados sdao apresentados a seguir na Tabela 2.3 (p. 73),
sendo os residuos destacados em negrito, os referenciados por todas as possiveis
interacdes de ligagdo de hidrogénio no intervalo i, i+4 dentro de uma estrutura o-
helicoidal ideal. Apresentam-se também nessa Tabela o numero de atomos e
elétrons envolvidos nos célculos de cada um dos fragmentos. Ressalta-se que nas
execugdes dos calculos foram levados em conta os estados neutros e protonados
dos residuos de histidina, uma vez que esse tipo de residuo normalmente ¢

parcialmente protonado em pH 7,0 (Nelson & Cox, 2004; Markley, 1975).
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Tabela 2.3 — Fragmentos da PS-2 usados nos célculos DFT de estruturas e
constantes de blindagem

Fragmento Residuos Niimero de (Atomos: H:C:N:0:¢)
F1 FLSLIPHAI 153:81:50:12:10:544
F2 LIPHAINAV 145:76:45:13:11:524
F3 HAINAVSTLV 153:79:46:14:14:564
F4 AVSTLVHHF 148:74:48:14:12:554

Residuos em negrito contemplam ligagdes de H CO---HN no intervalo até i, i+4 na
molécula original.

A construcdo das estruturas iniciais dos fragmentos citados na Tabela 2.3
para o calculo DFT foram obtidas da seguinte maneira. Inicialmente foi
construida uma estrutura helicoidal ideal para o peptideo PS-2, sobre a qual se
procedeu um processo de otimizagdo via mecanica molecular, utilizando-se um
campo de forca AMBER. Para tal processo foi usado o programa Hyperchem®
(HyperChem TM Professional, Hypercube, Inc.). Posteriormente editou-se o
arquivo de geometria resultante, de forma a se obterem os fragmentos F1, F2, F3
e F4, sendo, quando necessario, apenas adicionados um atomo de hidrogénio nas
fracdes pseudo-amino terminal e pseudo-carboxila terminal, a fim de se
garantirem a acilagdo e a amidacao dessas respectivas fracoes.

Os calculos de otimizacdo das estruturas de F1, F2, F3 e F4 foram
conduzidos no nivel DFT/B3LYP/6-31G**, empregando-se técnicas analiticas de
gradiente molecular. Para tal, foi utilizado o programa PC GAMESS (US)
(Schmidt et al., 1993). Utilizou-se a versao 7.d (2005) desenvolvida e mantida
por A. A. Granovsky na Moscow State University. A aproximagao
DFT/B3LYP/6-31G** foi também utilizada nos célculos das constantes de
blindagem dos nucleos dos fragmentos F1, F2, F3 e F4, tendo sido a técnica
GIAO (Gauge Independent Atomic Orbitals) empregada para corrigir a
invariancia do gauge magnético (Schindler & Kutzelnigg, 1983; Ditchfield,
1974). O programa DALTON (Helgaker et al., 2005), versao 2.0, foi utilizado

nos calculos das constantes de blindagem.
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3 — Resultados
3.1 — Sintese de Peptideos

A Tabela 3.1 (p. 75) apresenta as informacdes das diversas etapas de
acoplamento nas sinteses dos peptideos PS-1, PS-2 e PS-3.

Como pode se observar, os primeiros acoplamentos sao todos bem sucedidos
para reagdes que duram de 1h 30 min a 2 h. Tem-se, entretanto, para o sexto
acoplamento na sintese da PS-1, a necessidade do primeiro reacoplamento.
Percebeu-se que, apesar da alta similaridade entre os peptideos, as trés sinteses
apresentaram graus de dificuldades bem diferentes. A sintese da PS-1 foi a mais
complicada, tendo sido necessarias varias etapas de reacoplamento. Por outro lado, a
sintese da PS-3 foi relativamente simples, tendo sido necessarias etapas de
reacoplamento apenas nas incorporagdes do 14° e do 17° residuos de aminoacidos.

Foram obtidas as seguintes massas dos peptideos brutos apos clivagem e
leofilizagdo: mps.; = 135 mg, mps, = 162 mg, mps3 = 191 mg. Esses valores
correspondem a um rendimento bruto de: 45 % para PS-1, 54 % para PS-2 ¢ 63 %
para PS-3. Tais valores correspondem a um rendimento médio por acoplamento de
aminoacido de 95,9 % para PS-1, 96,8 % para PS-2 e 97,6 % para PS-3. A
confirma¢ao da obtencdo dos produtos foi efetuada por analise de ESI+/EM, antes
da purificagdo. Nessas andlises detectaram-se picos como os de m/z = M+I,
(M+2)/2 e (M+3)/3, os quais se apresentavam bem mais intensos nos espectros que
os outros picos com m/z similares, dando indicios de que as sinteses foram bem
sucedidas.

Sao a seguir apresentados, nas Figuras 3.1, 3.2 ¢ 3.3 (p. 76, 78 ¢ 79,
respectivamente), os cromatogramas e espectros de massas dos peptideos PS-1, PS-2

e PS-3, respectivamente.
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Tabela 3.1 — Dados relativos as etapas de acoplamento nas sinteses dos peptideos PS-1, PS-2 e PS-3

PS-1 PS-2 PS-3
Ac® | AA’ | Tac(eq) Treac(eq)” AA’| Tac(eq)* Treac(eq)” AA’| Tac(eq)* TReac(eq)’
1 N | 12:00 (4) F | 12:00 (4) G | 12:00 (4)
2 | H | 1:3003) H | 2:00(3) H | 2:00(3)
3 K | 2:00(3) H 2:00 (3) N 3:00 (4)
4 | A | 2:000) vV | 2:00(3) A | 2:00(3)
5 I | 2:00(3) L | 2:00(3) L | 2:00(3)
6 | A | 2:3003) 1:40 (3) T | 2:30(3) A | 2:20(3)
7 S | 2:303) 2:00 (3) S | 2:3003) S | 2:30(3)
8 V | 3:30(5) Vv 2:20 (3) Vv 2:30 (3)
9 | A | 3:30(5 A | 22003) A | 2:1503)
10 N | 3:00(5) 1:30 (5) N 3:00 (4) 1:30 (4) N 3:30 (4)
11 I 2:45(5) [2:40(5);2:15(5); | I 2:30 (5) I 2:00 (3)
2:00 (5)
12 | A | 33005 |3:10(5);2:00(5) | A | 2:30(5) 2:00 (5) A | 2:20(3)
13 | H | 4:00(5) H | 3:00(5) H | 3:30 (3)
14 | P | 4:00(5) P | 3:0005) P | 3:00(3) 1:00 (5)
15 | 1 | 33005 1:00 (5) I | 3:00(5) 1:30 (5) [ | 3:00(5)
16 L 3:50 (5) 1:10 (5) L 3:00 (5) L 3:00 (5)
17 | S | 4:00(5) 1:00 (5) S | 33005 1:30 (5) S | 3:20(5) 1:30 (5)
18 L 3:50 (5) 3:30(5) L 3:30 (5) 1:30 (5) L 3:00 (5)
19 F 4:00 (5) 1:30 (5) F 3:30 (5) 1:30 (5) F 3:20 (5)

a) Ac = Numero do acoplamento; b) AA = aminoacido; Tac = Tempo de reacdo de acoplamento em horas:minutos / (eq) =
equivalentes de Fmoc-aminoacidos entre parénteses; d) Treac = Tempo de re-acoplamento em horas:minutos / (eq) =
equivalentes de Fmoc-aminoécidos entre parénteses.
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Figura 3.1 — PS-1 sintético: a) cromatograma obtido com uso de coluna Vydac
Cig 10pm, 22mmX250mm, 300A (218TP1022) com fase moével de agua mili-Q
(solvente A) e acetonitrila nivel cromatografico (solvente B), ambos contendo
TFA cromatografico a 0,1 % para um fluxo constante de 8 mL / min.; b) espectro
de massas TOF eletro-spray +.
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Quanto a purificagdo da PS-1, observa-se que sua fracdo apresentou um
tempo de retengdo igual a 38,8 min na andlise de CLAE (Figura 3.1a). O pico
obtido nesse tempo de eluicdo € o mais intenso. Essa fragcdo foi entdo coletada e
finalmente submetida a andlise por espectrometria de massas, podendo ser o
resultado acima visualizado na Figura 3.1h. Nesse espectro podem ser
observados importantes sinais que confirmam a sintese e o isolamento do produto
desejado. Tais sinais estdo associados aos ions nas razdoes m/z de 1008,6
(M+2)/2), 672,4 (M+3)/3) e 504,8 ((M+4)/4). Esses resultados indicam um
valor de M+1 igual a 2016,18. Esse valor ¢ bem préximo ao esperado (2015,17) e
0 pequeno erro observado (aproximadamente 1 dalton) ¢ atribuido a um
problema de calibracao do aparelho.

A seguir ¢ apresentada a Figura 3.2 (p. 78), com dados associados a
sintese da PS-2. Na Figura 3.2a, tem-se o cromatograma do PS-2, que foi
coletado na fracdo correspondente ao tempo de retengdo igual a 41,6 min (sinal
mais intenso), a qual apresentou, no espectro de massas da Figura 3.2b, ions
intensos com razdes m/z iguais a 1058,6 (M+2)/2), 706,1 ((M+3)/3) e 530,0
((M+4)/4), confirmando-se a sintese desse composto. Esses resultados indicam
um valor de M+1 igual a 2116,19. Esse valor ¢ bem proximo ao esperado
(2115,18) e o pequeno erro observado (aproximadamente 1 dalton) ¢ atribuido a
um problema de calibragdo do aparelho.

Finalmente, ¢ apresentada a Figura 3.3a (p. 79), que retrata o
cromatograma do peptideo PS-3, o qual foi eluido a 36,1 min (o sinal o mais
intenso no cromatograma). O espectro de massas da fracao coletada em torno de
36,1 min ¢ apresentado na Figura 3.3b (p. 79). Sao constatados nesse espectro, os
ions com razao m/z iguais a 1945,1 (M+1), 973,0 (M+2)/2) e 649,0 (M+3)/3),
que confirmam a obtencao do produto planejado. Esses resultados indicam um
valor de M+1 igual a 1945,28. Esse valor ¢ bem préximo ao esperado (1944,07) e
o pequeno erro observado (aproximadamente 1 dalton) ¢ atribuido a um

problema de calibragdo do aparelho.
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Figura 3.2 — PS-2 sintético: a) cromatograma obtido com uso de coluna Vydac
Cig 10um, 22mmX250mm, 300A (218TP1022) com fase modvel de dgua mili-Q
(solvente A) e acetonitrila nivel cromatografico (solvente B), ambos contendo
TFA cromatografico a 0,1 % para um fluxo constante de 8 mL / min.; b) espectro

de massas TOF eletro-spray +.
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Figura 3.3 — PS-3 sintético: a) cromatograma obtido com uso de coluna Vydac
Cig 10pm, 22mmX250mm, 300A (218TP1022) com fase moével de agua mili-Q
(solvente A) e acetonitrila nivel cromatografico (solvente B), ambos contendo
TFA cromatografico a 0,1 % para um fluxo constante de 8 mL / min.; b) espectro
de massas TOF eletro-spray +.

3.2 — Dicroismo circular

Virias classes de peptideos antimicrobianos catidnicos t€ém apresentado

interacoes com membranas biologicas, onde eles tém mostrado atividades

formadoras de poros e de penetragao na célula (Bechinger & Lohner, 2006;
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Bechinger, 1999). Portanto, as estruturas dos peptideos filoseptina 1, 2 e 3 foram
investigadas por CD em diferentes misturas de TFE:H,O e em vesiculas, que
representam meios que mimetizam o ambiente de membranas (Buck, 1998; Ding
et al.,2002).

A seguir sdo apresentados os espectros de dicroismo circular (CD)
gravados na regido do ultravioleta distante para diferentes amostras dos peptideos
PS-1 (Figura 3.4), PS-2 (Figura 3.5) e PS-3 (Figura 3.6). Nessas figuras sao
apresentados espectros de titulagdes com TFE e com vesiculas de POPC: POPS.

Os espectros obtidos para as solugdes dos trés peptideos em tampao
(espectros em preto), claramente mostram padrdo tipico de compostos nao
estruturados (Chen et al., 1974), indicando a auséncia de estruturagdo em meio
aquoso para essas substancias. Quando se tem 10% de TFE (espectros em verde),
observa-se um pequeno deslocamento do minimo nos espectros das PS-1 e PS-3,
mas o padrdo ¢ ainda bem similar ao de compostos ndo estruturados. A 10% de
TFE se observa uma modificagdo significativa no padrao do espectro da PS-2, a

qual pode ser indicativa de algum equilibrio entre diferentes arranjos
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Figura 3.4 — Espectros de CD da PS-1 em diferentes razdes de TFE:agua (10,0
mM NaH,P04/Na,HPO4, pH= 7,0) e em vesiculas de POPC:POPS 3:1 (5,0 mM
NaH,P04/Na,HPO4, pH= 7,0).
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Figura 3.5— Espectros de CD da PS-2 em diferentes razdes de TFE:agua (10,0
mM NaH,P04/Na,HPO4, pH= 7,0) e em vesiculas de POPC:POPS 3:1 (5,0 mM
NaH,P04/Na,HPO4, pH= 7,0).
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Figura 3.6— Espectros de CD da PS-3 em diferentes razdes de TFE:4dgua (10,0
mM NaH,P04/Na,HPO4, pH= 7,0) e em vesiculas de POPC:POPS 3:1 (5,0 mM
NaH,P04/Na,HPO4, pH= 7,0).
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conformacionais e compostos ndo estruturados. Por outro lado, quando a
concentragdo de TFE ¢ aumentada até 30% (espectros em vermelho), ¢ possivel
se observarem dois minimos locais bem definidos em 208 e 222 nm, que sdo bem
caracteristicos de estruturas peptidicas helicoidais (Chen, et al. 1974).
Finalmente, quando a chega a 60% de TFE (espectros em azul), observa-se ainda
a existéncia desses minimos locais caracteristicos de hélices peptidicas, todavia,
os aumentos associados as intensidades dessas bandas negativas sugerem um
aumento no ordenamento helicoidal desses peptideos em relacdo as solugdes
contendo 30% de TFE.

Com o objetivo de realizar uma andlise semi-quantitativa dos espectros
discutidos acima, foram conduzidas deconvolugdes dos espectros de CD com o
software CDPro (Sreerama & Woody, 2004; Sreerama & Woody, 2000). Foram
entdo obtidos contetidos helicoidais de 53%, 75% e 41% a 30% TFE e de 70%,
78% e 53% a 60% TFE para o PS-1, PS-2 e PS-3, respectivamente. Os valores
obtidos indicam que as filoseptinas, em 60% TFE, realmente possuem um indice
de estrutura helicoidal ligeiramente superior ao apresentado nas solu¢des em 30%
de TFE, entretanto essa diferenca ¢ muito sutil para a PS-2. A despeito do alto
grau de homologia entre as trés cadeias peptidicas, observa-se que a fracdo
helicoidal da PS-3 ¢ significativamente inferior as respectivas fragdes dos
peptideos PS-1 e PS-2. Quando comparados os resultados obtidos para a PS-1 ¢
PS-2 a 60% de TFE, observa-se que a PS-2 apresenta um arranjo helicoidal
ligeiramente superior ao da PS-1, entretanto se compararem as diferencgas entre
os teores de hélices para cada um dos peptideos obtidos a 30% e 60% de TFE,
conclui-se que a PS-2 ¢ mais propensa a se estruturar em meios que mimetizam o
ambiente de membranas.

Na presenga de vesiculas de POPC:POPS (3:1) (espectros em rosa), os
espectros das trés filoseptinas sdo também caracteristicos da ocorréncia de
conformagdes helicoidais, embora as contribui¢cdes para esse tipo de estrutura
secundaria sejam reduzidas em comparagdo com os respectivos espectros obtidos
em 60% de TFE (diminuicdo das intensidades dos minimos locais). Isso

provavelmente ocorre devido a um processo de troca rapida envolvendo espécies
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peptidicas associadas a membrana (estruturas helicoidais) e espécies peptidicas
soluiveis em agua (moléculas nao estruturadas). Tal fendmeno de troca e rearranjo
conformacional j& foi observado previamente para outros peptideos
antimicrobianos cationicos (Duclohier ef al., 1989 & Marion et al., 1988). Deve-
se ainda ressaltar que os graus relativos de estruturagdo observados nas misturas
de TFE, ou seja PS-2 > PS-1 > PS-3, sdo reproduzidos nos espectros desses
peptideos na presenga de vesiculas, o que permite inferir a existéncia de
diferentes graus de estruturacdo desses peptideos quando em contato com
membranas biologicas.

Os resultados obtidos por espectroscopia de dicroismo circular indicam
que as filoseptinas estudadas ndo apresentam estruturas definidas quando em
meio aquoso, por outro lado estruturas helicoidais sdo obtidas em meios com
menor constate dielétrica (misturas TFE:H,0), bem como quando esses
compostos se encontram associados a vesiculas. Esse tipo de comportamento ¢
comumente observado em peptideos antimicrobianos, os quais desestruturados
em meio aquoso, adotam estruturas bem definidas na interface das membranas
bioldgicas e exercem assim suas fungdes perturbadoras e de formacao de poros
nas membranas, o que leva a atividade biologica desses compostos (Bechinger &
Lohner , 2006; Strandberg & Ulrich, 2004; Bechinger, 1999). Portanto, os
resultados de CD obtidos podem ser indicativos que as trés filoseptinas exercem

suas atividades antifingicas e bioldgicas pelo ataque a membrana celular.

3.3 — Experimentos de RMN em solu¢ao

3.3.1 — Atribuicao dos sinais de RMN
Os experimentos de TOCSY, NOESY, HSQC 'H-"C e HSQC 'H-""N

foram realizados para as amostras dos trés peptideos (se¢ao 2.3, p. 60). Os dados
de RMN obtidos foram todos processados com o NMRPipe® (Delaglio et al.,
1995) e entdo todos os mapas de contornos convertidos para o formato do
NMRView” (Johnson & Blevins, 1994), com qual se procedeu a analise e

atribui¢ao dos sinais de ressonancia.
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Os assinalamentos foram realizados pela andlise simultanea de todos os
mapas de contornos, de forma a se extrair o maior nimero de informacgdes sobre
determinado sinal e entdo correlacioné-lo a um residuo de aminoécido especifico
situado dentro da cadeia polipeptidica. O espectro de TOCSY apresenta um papel
crucial no assinalamento dos sinais, por conectar o sistema de spins como um
todo, ou em partes separadas, para cada residuo de aminoacido. Dessa forma,
diferentes sistemas de spins, caracteristicos de certos grupos de residuos de
aminodacidos (Wiithrich, 1986), podem ser prontamente reconhecidos pela analise
de um mapa de contornos TOCSY. Um tipico residuo, a partir do qual pode ser
interessante se iniciar o assinalamento de uma cadeia polipeptidica, ¢ a alanina,
devido a seu sistema de spins A3;X-NH, o qual apresenta no TOCSY, na regido de
o amidico, apenas duas correlacdes: HN-HA e HN-HB (HN representa o H
amidico envolvido na ligagdo peptidica, HA representa Hoe ¢ HB Hf — Figura
3.7a, p. 85). Outro residuo de aminoacido que apresentaria apenas duas
correlagdes nessa regido seria a glicina, que possui dois HA, mas o deslocamento
quimico dos HB da alanina (9,,¢4, 1,38) proporcionaria a perfeita distin¢cao entre
esses dois sistemas de spins. Dessa forma, pode ser interessante se iniciar a
analise de uma cadeia polipeptidica a partir de residuos de alanina ou glicina.
Durante o assinalamento dos sinais, além das analises dos sistemas de spins em
questao, foi utilizada a tabela de deslocamentos quimicos do Biological Magnetic
Resonance Data Bank para fins de comparagao com os resultados experimentais

(http://www.bmrb.wisc.edu/ref_info/statsel.htm).

Uma vez atribuidos os sistemas de spins, baseando-se nas equivaléncias e
conectividades nucleares intra-residuais e deslocamentos quimicos dos nucleos,
segue-se a atribuicao da posicdo desses sistemas de spins na cadeia peptidica
através das conectividades inter-residuais obtidas pelas correlagdes no mapa de
contornos NOESY (Wiithrich, 1986). A seguir ¢ apresentada a Figura 3.7, que
exemplifica a representacdo adotada para analise dos 4tomos em residuos de
aminoacidos (Figura 3.7a — exemplo para o residuo de leucina), bem como

exemplifica a representacdo das correlagdes entre hidrogénios inter-residuos que
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podem ser encontradas em mapas de contornos NOESY de peptideos (Figura

3.7a).

5 & dBai, i+3)

Figura 3.7 — a) Representacao utilizada para 4&tomos em residuos de aminoacidos
— exemplificado para um residuo de leucina — e b) exemplo de nomenclatura
utilizada para definir correlagdes inter-residuais entre H em mapas de contornos
NOESY.

Como apresentado na Figura 3.7a, os atomos de nitrogénio e hidrogénio
amidicos sdo representados respectivamente por N e HN. A seguir se tem os Ha
e Ca (que podem ser tratados também como HA e CA), e os demais atomos da
cadeia lateral do residuo que sdao denotados, segundo suas posi¢des, por a, S, 7,
0, &, etc (ou , respectivamente, por A, B, G, D, E, etc.). A Figura 3.7b indica a
representacdo de correlagdes entre hidrogénios inter-residuais para discussdes de
dados provenientes de mapas de contornos NOESY. Por exemplo, a correlacao
do Ha do i-ésimo residuo de aminoacido, com o HN do segundo residuo
subseqiiente, ¢ denotada por daN(i, i+2). As correlagdes do tipo (i, i+1) t€m seus
indices eliminados, por uma questao de simplificagdo: por exemplo daN(i, i+1) é
representado somente por daN.

Um bom exemplo dessa estratégia de assinalamento ¢ observada para o
peptideo PS-2, que possui dois residuos de alanina. Pela andlise do seu mapa de
contornos TOCSY, foram identificados os dois sistemas de spins que

apresentavam o padrdo esperado (HN, HA, HB: 6 8,23, 4,15, 1,50 e 6 8,26, 4,11,
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1,53). Para o assinalamento especifico desses sinais, bem como para determinar
as conectividades inter-residuos, empregou-se a técnica de andlise simultdnea
TOCSY-NOESY (Wiithrich, 1986). Essa estratégia consiste no assinalamento de
conectividades daN (Figura 3.7b), que indica a existéncia de nOe entre HA de
um determinado residuo, e o HN do residuo seguinte. Esse tipo de conectividade

¢ exemplificado a seguir na Figura 3.8.
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Figura 3.8 — Mapas de contornos parciais NOESY (a esquerda) e TOCSY (a
direita) da PS-2 a 4,0 mM em TFE-d,:H,0 (60:40), pH 7,0 (tampao fosfato 20,0
mM).

Parte-se, por exemplo, da correlacdo atribuida no mapa de contornos
TOCSY entre 8. HN x 8.HA. Remete-se entdo tal correlagdo a analoga (linha
azul) no mapa de contornos NOESY. Percebe-se, no mapa de contornos NOESY,
que essa correlagao tem o 6 de HN conectado a outro HA que, no caso, remete ao
7.HA, caracterizando uma conexao do tipo daN. Observa-se também no NOESY
(a partir da correlagdo caracterizada no TOCSY), a conexdo de 8.HA com o sinal
de HN em o 8,34, tendo-se estabelecida mais uma conexao do tipo daN e,
consequentemente, o valor de 6 9.HN, bem como a subsequente atribui¢do dos
respectivos sinais do residuo de isoleucina 9 no mapa de contornos TOCSY e
seus nOe intra-residuos no mapa de contornos NOESY. Deve-se ressaltar que o
estabelecimento de uma determinada conectividade do tipo daN sé € confirmada
quando se tem a identificagdo do sistema de spins de ambos o residuos

envolvidos no TOCSY, pois, conforme sera posteriormente discutido, podem ser
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também observadas correlagdes do tipo daN(i,1+])=, 3, 4. Quando se tem algum
outro mapa de contornos, como o HSQC, ¢ interessante se realizarem consultas
simultdneas nesse mapa para a confirmacdo das conectividades. Deve-se ainda
tomar cuidado, pela possibilidade de existéncia de conectividades similares em
seqliéncias do tipo XXZ (ou outras), como exemplo VHH, segundo encontrado
no PS-2. Nesse tipo de circunstincia devem ser analisadas conectividades
adicionais, bem como devem ser observadas as intensidades dos picos de nOe
nas atribuicdes. Ressalta-se ainda que a regido de correlagdes HN x HA ¢
considerada a principal regido nos estudos de peptideos por RMN, tanto no
TOCSY e COSY, como no NOESY, pois essas correlacdes podem fornecer
valiosas informacdes sobre estruturas secundarias e terciarias de
peptideos/proteinas. Tal regido desses mapas de contornos ¢ denominada de
“impressao digital” (Wiithrich, 1986).

Uma outra forma de se confirmarem as conectividades entre os nucleos ¢
pelos assinalamentos de conexdes dNN (Figura 3.7b, p. 85). Percebe-se por
exemplo, na Figura 3.9 (mapa de contornos NOESY parcial — parte superior — p.
88), as correlagcdes 7.HN x 8.HN, 8 HN x 9.HN e 10.HN x 11.HN, 11.HN x
12.HN, as quais possibilitam confirmar de forma inequivoca o assinalamento dos
hidrogénios amidicos dos residuos de alanina 8 e 11. No caso de residuos de
prolina, os quais ndo possuem hidrogénio amidico, devem ser determinadas
conexoOes analogas, levando-se em conta o HD. No presente trabalho, foram
detectadas as correlacoes 5.HN x 6.HD e¢ 6.HD x 7.HN no NOESY, tendo-se
entdo a seqiiéncia peptidica estabelecida.

Por fim, vale ainda ressaltar que uma andlise simultanea de mapas de
contornos TOCSY-NOESY permite a caracterizagdo de picos de nOe como
correlagdes intra ou inter-residuais (Wiithrich, 1986).

Uma ferramenta importante que pode também ser utilizada como ponto de
partida em uma etapa estratégica do assinalamento, ¢ o0 mapa de contornos HSQC
'H-""N. Um fator interessante pode ser notado na caracterizagio de residuos de
asparagina. A Figura 3.9, mostrada a seguir, apresenta um mapa de contornos

HSQC 'H-"N (parte inferior), que correlaciona simultaneamente dois sinais de
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hidrogénios com um mesmo sinal de nitrogénio, o que indica a existéncia de um
grupo NH,, que no caso, s6 pode ser atribuido aos HD e ND do tnico residuo de
asparagina na posi¢cdo 10. Dessa forma, faz-se a ligacao desses sinais ao mapa de
contornos NOESY (linhas na Figura 3.9, p. 88), tendo-se entdo a deteccdo dos
hidrogénios HD da asparagina nesse ultimo mapa de contornos. Vale a pena
ressaltar que os ND de residuos de asparagina tendem a ressonar em
deslocamentos quimico inferiores (O,¢u, 112,92) aos hidrogénios amidicos
envolvidos em ligagdes peptidicas, sendo tal fator outro indicio importante para o
assinalamento indireto dos HD de asparagina no HSQC 'H-""N. Esse mapa de
contornos pode também ser utilizado para identificacdo de outros residuos de
aminoacidos que tendem a apresentar deslocamentos quimicos mais
caracteristicos de HN envolvidos em ligagdes peptidicas. Por exemplo, N de
residuos de serinas tendem a ressonar em freqii€ncias relativamente mais baixas
(Omegio 116,22) que outros nitrogénios envolvidos em ligagdes peptidicas e, por
outro lado, N de residuos de alaninas tendem a ressonar em freqiiéncias
relativamente maiores (9,4, 123,12). Exemplos podem ser notados no mapa de
contornos HSQC para os residuos de serina 3 e 13 e de alanina 8 e 11, sendo os
sinais 13 e 11 conectados por linhas a respectivos sinais de HN no mapa de
contornos NOESY (ver Figura 3.9).

Apresenta-se também, de forma extremamente 1til a atribuicdo dos sinais
de RMN, o mapa de contornos HSQC 'H-"C. Devido a4 ampla complexidade ¢ a
sobreposi¢des de sinais na RMN de peptideos, tal experimento auxilia em muito
nas atribuicdes de 'H. Para a ressondncia de peptideos, a aquisicio de um
experimento de HSQC 'H-"C editado (segdo 1.5.7, p. 45) é extremamente util,
por possibilitar a separagdo de ressonancias provenientes de carbonos metilénicos
(fase negativa) das de carbonos metilicos e metinicos (fase positiva). Isso ¢
especialmente util em atribui¢des de prolinas (onde CB, CG e CD -
respectivamente Cf, Cye Co — sao di-hidrogenados), bem como na atribui¢do de

sinais de CB e HB de residuos de aminoacidos, possibilitando a sub-divisao de
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classes de residuos. Esse ultimo fator se apresenta de forma extremamente util no
assinalamento dos sinais do PS-2, no qual se tem um nimero significativo de
leucinas (trés) e isoleucinas (duas). Esses dois tipos de residuos apresentam
cadeias laterais alifaticas relativamente grandes e, devido as semelhancas de
deslocamentos quimicos entre elas, ocorre a possibilidade de equivocos em
assinalamentos prévios. Todavia, nota-se que os CB de residuos de leucina sao
ligados a dois hidrogénios e irdo apresentar fase negativa no HSQC 'H-"C, por
outro lado, os CB de residuos de isoleucina sdo ligados a apenas um H e
apresentam fase positiva nesse espectro. Tem-se entdo uma ferramenta poderosa
para se diferenciar HB desses dois tipos de residuos. A Figura 3.10 (p.90) ilustra
essa observacao pela andlise simultdnea de expansdes dos mapas de contornos
TOCSY e HSQC 'H-"C. Observa-se que correlagdes entre HB e CB das leucinas
2, 4 e 15 apresentam coloragdo vermelha (fase negativa), enquanto tais
correlagdes para as isoleucinas 5 e 9 apresentam coloragdo preta (fase positiva).
Percebe-se ainda a ndo equivaléncia magnética entre os HB dos residuos de
leucinas. Nessa Figura sdo ainda observadas conexdes entre as correlacoes
determinadas no HSQC com sinas dos respectivos nicleos de 'H no mapa de
contornos TOCSY, tendo-se assim um ponto de partida para o assinalamento dos
demais sinais dos sistemas de spin desses residuos especificos. Conforme

comentado acima, ¢ comum a determinagdo de correlagdes inter-residuais nao
seqlienciais na regido de impressao digital do mapa de contornos NOESY. Sabe-
se também que tais correlagdes a “médias-distancias”, ou seja daN(1,1+))i=, 3, 4,
podem ser fortes indicativos de estruturas secundarias caracteristicas (Wiithrich,
1986). Neste trabalho foram detectadas inimeras dessas correlagdes, em especial
correlagdes do tipo daN(i,i+3), as quais sdo muito comuns em fragmentos -
helicoidais de peptideos. Ressalta-se também a caracterizacdo de nQOe inter-
residuos do tipo daN(i,i+4) e dAN(i,i+1). Apresenta-se a seguir (Figura 3.11, p.
92) uma expansao de parte da regido de impressao digital do mapa de contornos
NOESY da PS-2, onde podem ser observados alguns desses tipos de correlagdes

provenientes de nQOe.

91



HNM A HE]

39

|4

4.0F

4.1F

421

431

4HN 4HA

44+ ]

451 FLSLIPHAINAVSTLVHHF 19.HN L9 HA

461

87 8.6 8.5 84 8.3 82 8.1 8.0 7.9 7.8

Figura 3.11 —Mapa de contornos NOESY parcial da PS-2 a 4,0 mM em TFE-
d>:H,0 (60:40), pH 7,0 (tampao fosfato 20,0 mM).

8HA SHEL
5 5HABHEL
15k
FLSLIPHAINAVSTLVHHF
l6r
9.HA 9HG11
5HA 5HGI11 | :c_}

17+ I
18r
19}t

_15HA ISHBI HA 15HB1
2.0f

13HA 16HB SHA SHB / 1358 HB
2.1F . 12HA 12 HE
6HA 6. HE2
4.

2 4.1 4.0 3.9 3.8 379 3.6 3.5

Figura 3.12 — Mapa de contornos NOESY parcial da PS-2 a 4,0 mM em TFE-
d>:H,0 (60:40), pH 7,0 (tampao fosfato 20,0 mM).

92



nOes do tipo dafi(i,i+3) sdo também bem comuns a estruturas o-

helicoidais. Na Figura 3.12 (p. 92), algumas correlagdes desse tipo sado

observadas (e.g. 13.HA x 16HB, 8.HA x 11HB e 9.HA x 12HB).

Similares estratégias de assinalamento de ressonancias foram empregadas

nos espectros analogos obtidos para as amostras das PS-1 e PS-3. Nao obstante,

nQOes cléassicos de estruturas helicoidais foram observados nos mapas de

contornos NOESY dessas duas amostras. A seguir sdo apresentadas expansodes na

regido de ressonancia dos hidrogénios amidicos dos mapas de contornos NOESY

obtidos para os trés peptideos.
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O grande ntimero de correlagdes observadas entre os hidrogénios amidicos

nos espectros dos trés peptideos pode ser associado a alta estabilizacao estrutural

desses compostos, uma vez que tais nucleos ndao se correlacionariam em

espectros de peptideos ndo estruturados, pois esses hidrogénios estariam

envolvidos em processo de troca rapida com os hidrogénios de ligacdes labeis

das moléculas de solvente.

A seguir sdo apresentados os mapas de contornos HSQC 'H-""N obtidos

para as trés amostras peptidicas (Figura 3.14).
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Sao observadas nesses espectros, correlagdes entre os hidrogénios
amidicos e os respectivos hidrogénios entre os residuos de aminoacidos 2 a 5 e 7
a 19. Sao também observadas as correlagdes entre os nitrogénios das amidagdes
C-terminais e os respectivos hidrogénios, bem como correlagdes associadas a
cadeias laterais de residuos de asparaginas. Como o sexto residuo de aminoacido
nas trés seqiiéncias peptidicas ¢ um residuo de prolina, conclui-se a existéncia de
certo ordenamento a partir do terceiro residuo de aminoécido até a amidacao C-
terminal nesses peptideos (hidrogénios amidicos em fracdes completamente
desestruturadas estariam envolvidos em processo de troca rapida com os
hidrogénios labeis das moléculas de solvente). Nao obstante, a significativa
dispersio de deslocamentos quimicos de 'H e '°N observada nesses mapas de

contornos ¢ indicativa de um arranjo estrutural definido dessas moléculas

(Woestenenk, 2004).

3.3.2 — Estrutura tridimensional dos peptideos a partir

de dados de nOe

Conforme discutido na se¢do 3.3.1, sdo observados no mapa de contornos
NOESY dos trés peptideos varias correlagdes inter-residuais que indicam
estruturagcdo secundaria desses compostos. Essas correlagdes inter-residuais sao
sumariadas a seguir nas Tabelas 3.2, 3.3 e 3.4 (p. 96) para os peptideos PS-1, PS-
2 e PS-3, respectivamente.

Da analise dos dados dessas Tabelas, destaca-se inicialmente a nao
deteccdo de correlagdes envolvendo os sinais dos HN dos residuos 1 e 2 para os
trés compostos, tendo-se entdo um forte indicio de que esses residuos nao sao
muito bem estruturados, uma vez que a ndo detec¢do desses sinais pode ser
associada a troca rapida com o hidrogénios do solvente. Essa aparente auséncia
de estrutura ¢, até certo ponto, esperada, pois a por¢do amino-terminal de
peptideos, na maioria das vezes, ¢ desestruturada, por ndo apresentar algumas das
interacdes que poderiam vir a estabilizar uma estrutura secundaria (como

exemplo a interagdo do oxigénio carbonilico “i”, com o hidrogénio amidico
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Tabela 3.2 — nOes caracteristicos de estrutura secundaria e >J HN-Ha — PS-1

112|13|4|5/6(78[9(10{11/12/13/14(15/16/17|18|19|~n,
FILISIL|I|/PHA|I|NAVISA|I AK/H|N|ns
NN@, i+1) - P =1
oNG, i+1) =TT | | |
I | ——
BN, i+1) = =
aN(, i+2)
. . —————
aN(i, i+3) T
o}, i+3) _ —
alN(, i+4) —_——
*J N/ Hz 6,0|7,5(50 |5,5/4,8(4,9(4,9/4,64,858/4,8/5,83,8|5,8/6,7|74

Tabela 3.3 — nOes caracteristicos de estrutura secundaria e >J HN-Hq — PS-2
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Tabela 3.4 — nOes caracteristicos de estrutura secundaria e >J HN-Ha — PS-3
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“1+4” que estabiliza estruturas a-helicoidais). Por outro lado, foram detectados
alguns nQOes inter-residuais envolvendo o segundo residuo de aminoécido para as
PS-1 e PS-2, o que sugere a existéncia de um pequeno ordenamento a partir desse
residuo.

Para as PS-1 e PS-2 sdo observadas, em contrapartida, intimeras
correlagdes de nOe envolvendo os residuos préoximos a extremidade C-terminal
(residuos 18 e 19) e inclusive, no caso da PS-2, correlagdes envolvendo os
hidrogénios da amidag¢ao C-terminal sdo observadas, o que sugere um alto grau
de estruturagdo nessa porg¢ao terminal dessas moléculas. Por outro lado, a PS-3 se
mostra bem menos estruturada nas proximidades da fragdo C-terminal, pois
nenhum nQOe caracteristico de estrutura secundéria ¢ detectado para os residuos
18 e 19.

No caso da PS-2, inimeros nOes caracteristicos de estruturas secundarias,
em especial caracteristicos de estruturas a-helicoidais (aN(i,i+3), af (i,i+3) e
aN (1,1+4)) (Wiithrich, 1986), sao observados entre os residuos 5 e 19 e para os
hidrogénios da amidagdo C-terminal, tendo-se assim fortes indicios da existéncia
de uma estrutura helicoidal nesse segmento (residuo 5 a amidacdo C-terminal).
Na porg¢ao de residuos de aminoacidos entre 3 e 4, tem-se também determinagao
e alguns padrdes de nOe, o que parece indicar um certo grau de ordenamento,
todavia tais padrdes se apresentam em menor propor¢ao que na fracdo 5-19.

Deve-se também prestar atencdo a existéncia de um residuo de prolina nas
posi¢des 6 das seqiiéncias primarias dos trés peptideos, um vez que € bem
conhecido o fato de que esse residuo tende a desestabilizar estruturas helicoidais
(Nelson & Cox, 2004), de modo que € necessario se ter uma maior cautela em
qualquer afirmacdo prévia sobre a estruturagdo entre os residuos 3 e 6 nas trés
seqiiéncias peptidicas.

No caso da PS-1, varios nQOes caracteristicos de estruturas helicoidais sdo
observados entre os residuos 5 e 19, entretanto a auséncia de correlagdes inter-
residuais envolvendo os hidrogénios da amidagdo C-terminal parece indicar uma
menor estruturagdo nessa fracdo da molécula em comparagdao com a PS-2. Para a

PS-3, nOes caracteristicos de estruturas helicoidais sdo encontrados
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principalmente entre os residuos 5 e 15, o que sugere uma estruturacdo
significativamente menor desse peptideo.

Com o objetivo de fundamentar os pontos acima discutidos (esses
baseados em dados de nOe), foi construida a Figura 3.15 que apresenta os valores
das diferencas entre os deslocamentos quimicos experimentais dos carbonos-« e
os deslocamentos quimicos analogos para os respectivos residuos em seqiiéncias
peptidicas ndo estruturadas (Wishart et al., 1992). Os valores positivos obtidos
entre o quinto e o décimo oitavo residuos de aminoacido, sugerem que a PS-1 e a
PS-2 (Figura 3.15a e b, respectivamente) possuem fragmentos helicoidais nesse
intervalo, enquanto que, os valores positivos obtidos entre o quinto ¢ o décimo
quinto residuo de aminodacidos indicam um fragmento helicoidal bem inferior
para a PS-3 (Figura 3.15¢). Esses resultados estdo em pleno acordo com os dados

de nOe apresentados nas Tabelas 3.2, 3.3 ¢ 3.4 (p. 96).
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Figura 3.15 - Diferencas entre deslocamentos quimicos de carbonos-«

experimentais e deslocamentos quimicos padrdes de carbonos-a de peptideos nao
estruturados: a) PS-1, b) PS-2 e ¢) PS-3.

Sao ainda apresentados nas Tabelas 3.2, 3.3 e 3.4 (p. 96), os valores das
constantes de acoplamento escalar >J HN-Hea obtidas nos espectros de DQF-

COSY das filoseptinas. Os valores menores que 6 Hz, obtidos para as PS-1 e PS-
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2 entre os residuos 5 e 18, e para a PS-3 entre os residuos 5 e 16 sdo indicadores
extra de possiveis arranjos helicoidais nesses segmentos (Wiithrich, 1986).
Conforme discutido na se¢do experimental, os picos cruzados de nOe
tiveram suas intensidades convertidas em restricdes de geometria, as quais foram
empregadas em um processo de annealing simulado no célculo das estruturas dos
peptideos. A Figura 3.16 apresenta a sobreposicdo das dez estruturas mais

estaveis obtidas para as filoseptinas pelo procedimento de annealing simulado.

Figura 3.16 — Dez estruturas de menor energia obtidas via rotina de annealing
simulado para solucdes dos peptideos a 4,0 mM em TFE-d,/H,O (60:40), tampao
fosfato pH 7,0 a 20,0 mM. a) PS-1 (sobreposi¢ao dos residuos 5 a 19) , ) PS-2
(sobreposi¢ao dos residuos 5 a 19) e ¢) PS-3 (sobreposi¢cao dos residuos 5 a 15).
Cadeias laterais de residuos hidrofilicos sdo apresentadas em verde e de residuos
hidrofobicos em azul. A fracdo N-terminal aponta para a parte inferior da Figura.

As estruturas tridimensionais apresentadas na Figura 3.16 estdo em pleno
acordo com o os dados de nOe e deslocamentos quimicos obtidos para os
peptideos (ver discussdo acima). Os célculos estruturais confirmaram que a PS-1

e a PS-2 realmente exibem um maior grau de estrutura helicoidal que a PS-3.
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Os segmentos helicoidais se estendem entre os residuos 5-18 para a PS-1,
5-19 para a PS-2 e 5-15 para a PS-3, o que corresponde a teores helicoidais de
74%, 79% e 58% respectivamente. Esses valores estdo em excelente acordo com
os resultados obtidos pelas analises de CD realizadas em condi¢des similares
(70%, 78% e 53%, respectivamente — ver secdo 3.2, p. 82). Ndo obstante,
conforme se concluiu pelas analises dos nOes, os residuos 3 e 4 apresentam certo
arranjo estrutural (classificados como bent e turn, respectivamente) na PS-1 e na
PS-2 e o residuo 4 (turn) na PS-3.

As sobreposicdes das estruturas apresentadas na Figura 3.16 indicam de
forma notavel que os trés peptideos apresentam estruturas fortemente anfipaticas.
Esse efeito ¢ mais pronunciado para a PS-2, na qual todos os residuos polares da
estrutura helicoidal sdo encontrados em uma face da hélice, sendo a face oposta
composta exclusivamente por residuos apolares. Quando comparada ao PS-2, a
PS-1 ¢ menos anfipatica devido a substituicdo da Thr-14 por um residuo de
alanina na face polar da hélice. De forma similar, a Phe-19 (hidrofobica), alojada
na face apolar da PS-2, ¢ substituida por um residuo de asparagina (hidrofilica)
na posicao C-terminal da PS-1. Curiosamente, a PS-2 possui nOes caracteristicos
de estruturas helicoidais adicionais envolvendo os hidrogénios da amidagdo C-
terminal (Tabela 3.3, p. 96), indicando portanto que o décimo nono residuo ¢
parte do segmento helicoidal. Tais nOes nao sdo observados para a PS-1 (Tabela
3.2, p. 96), podendo essa quebra da hélice na posicao 19 da PS-1 estar associada
ao rompimento da anfipaticidade nesse ponto.

A seguir ¢ apresentada a Figura 3.17, na qual é sumariada a analise da
qualidade estereoquimica dos residuos de aminodcidos das trés cadeias
peptidicas. A grande maioria dos angulos ¢ e  estd localizada nas “regides mais
favoraveis” e nas “regides adicionalmente favordveis” do diagrama de

Ramachandran®, o que confirma a boa qualidade das estruturas calculadas.

% O diagrama de Ramachandran define as conformagdes peptidicas em fungio dos angulos ¢ ¢
resultantes das rotacdes dos planos de ligagdes peptidicas em torno dos Ca (ligagdes N-Ca ¢ Co—C,
respectivamente). As diferentes regides presentes nesse diagrama representam conjuntos de pares

angulares associados a seguinte ordem decrescente de repulsdo estérica: “regides proibidas”, “regides
EE T3

generosamente favoraveis”, “regides adicionalmente favoraveis”, e “regides mais favoraveis”, (Nelson &
Cox, 2004; Doreleijers, 1999; Laskowski et al., 1996).
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Figura 3.17 — Qualidade estereoquimica das estruturas tridimensionais mais
estaveis dos peptideos a) PS-1, b) PS-2 e ¢) PS-3. “Regides mais favoraveis” em
vermelho, “regides adicionalmente favordveis” em amarelo, “regides
generosamente favoraveis” em bege e “regides proibidas em branco”. Dados
obtidos com uso do PROCHECK-NMR (Laskowski et al., 1996).

Dentre todos os residuos de aminoacidos analisados para as dez estruturas
de cada um dos peptideos, apenas a PS-2 apresentou 1,2 % dos residuos em
regides proibidas do diagrama de Ramachandran. Entretanto esse valor ¢ muito
pequeno e essa violagdo, ndo obstante, pode ser explicada devido a essa fracao se

tratar de dois residuos de Leu-2, ou seja, tem-se a violagdo em uma por¢ao
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definitivamente nao estruturada do peptideo em apenas duas das dez geometrias
mais estaveis obtidas.

As estatisticas das andlises estruturais das filoseptinas 1, 2 e 3 sdo
sumariadas a seguir na Tabela 3.5. Os valores de RMSD (desvio padriao
quadratico médio) obtidos para todos os peptideos sdao indicadores de
consideravel flexibilidade conformacional, todavia esses valores diminuem

significativamente quando apenas os segmentos helicoidais sao considerados

Tabela 3.5 — Sumaério da estatistica estrutural dos peptideos PS-1, PS-2 e PS3 a
4,0 mM em TFE-d,:H,0 (60%:40%) a 20°C, pH 7,0, tampao fosfato 20,0 mM

Peptideo PS-1 | PS-2 | PS-3
Numero total de restrigdes de distancia 197 193 179
Numero de restrigdes intra-residuais 116 115 116
Numero de restricdes seqlienciais (i,i+1) 47 46 41
Numero de restricdes a médias distancias (1,i+))i— 3.4 34 32 22
RMSD (A) — todos os residuos®
Esqueleto 1,02 1,38 2,12
Esqueleto e atomos pesados 1,84 | 231 3,15
RMSD (A) — segmento helicoidal™®
Esqueleto 0,63 0,75 0,63
Esqueleto e atomos pesados 1,22 1,32 1,07
Andlise do diagrama de Ramachandran®
Residuos em regidoes mais favoraveis 80,0 77,5 85,0
Residuos em regides adicionalmente favoraveis 15,6 16,2 13,8
Residuos em regides generosamente favoraveis 4.4 5,0 1,2
Residuos em regides proibidas 0,0 1,2 0,0

a — valores de RMSD obtidos com uso do programa MOLMOL
b —daI-5aN-19 para o PS-1, da I-5 a F-19 para o PS-2, da I-5 a L-15 para o PS-3.
¢ — resultados obtidos com uso do programa PROCHECK NMR

Os estudos de dicroismo circular (se¢do 3.2, p. 79) e de RMN em solugdo
indicaram que as filoseptinas 1, 2 e 3 nao possuem estruturas definidas em
solugdes aquosas, mas adotam conformagdes helicoidais em ambientes de
membranas. Transigdes estruturais similares ja foram observadas para outros
peptideos catidnicos lineares (Hwang & Vogel, 1998; Bechinger et al., 1993;
Holak et al., 1988; Marion et al., 1988) e, portanto, esse comportamento, bem
como as propriedades estruturais das filoseptinas 1, 2 e 3, estdo de acordo com

modelos prévios que descrevem as interagcdes com membranas e as atividades
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bioldgicas de peptideos antimicrobianos cationicos (Zasloff, 2002; Huang, 2000;
Bechinger, 1999; Shai, 1999; Matsuzaki, 1998). As estruturas helicoidais desses
peptideos possuem forte carater anfipatico, que permite que esses compostos se
particionem de maneira eficiente na interface da membrana. Dessa forma tais
compostos podem exercer atividades desestabilizadoras e de formagdo de poros
na membrana (Bechinger & Lohner, 2006; Zasloff, 2002; Shai, 1999). Os
peptideos se encontram em processo de troca entre a solucdo aquosa e a
membrana e interagdes eletrostaticas ajudam a aumentar a associagao do peptideo
com as bicamadas fosfolipidicas 4acidas da membrana (Bechinger, 2004;
Kuchinka & Seelig, 1989; Matsuzaki et al., 1989).

Apesar da consideravel similaridade entre as seqiiéncias peptidicas,
consideraveis diferencas sao observadas com relacdo a propensao de formagao de
hélices nas porgdes proximas as extremidades C-terminais dos trés peptideos
(Figura 3.16, p. 99). As estruturas tridimensionais obtidas a partir dos dados de
RMN em solugdo indicam segmentos helicoidais envolvendo os residuos 5 a 18
para a PS-1, 5 a 19 para a PS-2 ¢ 5 a 15 para a PS-3, o que corresponde a teores
de hélice de 74%, 79% e 58%, respectivamente. Os resultados de CD obtidos a
60% de TFE (secdo 3.2, p. 81) apresentam excelente concordancia com esses
resultados. A formagdao de hélices em vesiculas unilamelares pequenas (se¢ao
3.2) mostram a mesma tendéncia, ou seja, PS-2 > PS-1 > PS-3. Portanto, as
estruturas dos peptideos associados a membrana sdo bem representadas pelas
misturas de TFE/H,O e, principalmente, as diferencas das propensdes a formacao
de hélice das trés filoseptinas sao mantidas nesse meio.

As principais diferencas entre a estrutura da PS-3 e as das PS-1 e PS-2 sdo
certamente notadas nas por¢gdes C-terminais, o que € correlacionado com as
diferencas entre as trés seqiiéncias primdrias que se iniciam a partir do décimo
quarto residuo. Quando a composi¢ao de aminoacidos entre os residuos 14 e 19 ¢
considerada, o carater hidrofobico da PS-1 e da PS-3 sdo bastante similares, mas,
por outro lado, o carater hidrofébico da PS-2 ¢ bem mais pronunciado (White &
Wimley, 1999). Entretanto, quando os residuos de aminodcidos capazes de

sustentar uma carga positiva (integral ou parcial) em pH fisiologico sdo levados
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em conta, uma melhor correlagdo com os dados estruturais ¢ obtida. Enquanto a
PS-3 possui apenas um unico residuo desse tipo no intervalo 14-19 (His-18), dois
residuos sdo encontrados para a PS-1 (Lys-17 e His-18) e a PS-2 (His-17 e His-
18). Essa observagdo sugere que interagdes eletrostaticas entre essas cadeias
laterais cationicas e o momento de dipolo negativo resultante na porcao C-
terminal promovem o arranjo helicoidal nessas extremidades dos peptideos. Esse
efeito € menos pronuciado para a PS-3, que possui um residuo polar (mas nao
carregado) de Asn na posi¢ao 17. Os deslocamentos quimicos de H2 e H4 da
histidina 18 da PS-2 (Figura 3.18) possuem valores intermediarios, o que sugere
a protonacdo parcial dessas cadeias a pH 7,0 (Aisenbrey et al., 2006; Sadler &
Tucker, 1993; Markley, 1975). Alguns estudos existentes na literatura mostram
que interagdes do dipolo da hélice com cadeias laterais positivamente carregadas
(em especial histidinas) posicionadas em posi¢gdes proximas a extremidade C-
terminal possuem propriedades estabilizadoras de hélices (Armstrong &

Baldwin, 1993; Caffrey & Cusanovich, 1991; Carver & Collins, 1990).
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Figura 3.18 — Expansdes dos mapas de contornos TOCSY da PS-1 (a), PS-2 (b) e
PS-3 (¢) mostrando as regides de deslocamento quimico de dos nucleos de H2 e
H4 de cadeias laterais de histidinas. Peptideos a 4,0 mM em TFE-d,:H,0 (60:40),
pH 7,0 (tampao fosfato 20,0 mM).

A proximidade entre as cadeias laterais dos residuos de His-18—Phe-19
obtidas nas estruturas calculadas da PS-2 (Figura 3.16b, p. 99), sugerem que
outras interagdes estabilizadoras de hélice nesse peptideo sejam provenientes de
stacking aromatico entre esses trés residuos (McGaughey, et al., 1998). A

blindagem aromatica do residuo de His-18 da PS-2 (Figura 3.18, p. 104) ¢ clara
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quando o deslocamento quimico do H4 ¢ considerado (apesar do deslocamento
quimico de H2 indicar nitidamente estado parcial de protonacdo). O aumento
significativo do deslocamento quimico do C, do residuo de Thr-14 da PS-2
(Figura 3.15bh, p. 98) provavelmente ¢ origindrio da proximidade entre esse
residuo e a cadeia lateral aromatica do residuo de His-17 (Figura 3.165, p. 99).
Sabe-se de situagdes onde interacdes do tipo cations-aromaticos € aromaticos-
aromaticos fornecem significativas contribuicdes energéticas para estabilizagdo
de estruturas helicoidais (Bhattacharyya et al., 2002; Butterfield et al., 2002; Shi
et al., 2001), embora detalhes sobre como essas cadeias aromaticas interagem
entre si sejam ainda temas em discussao (Chelli et al., 2002; McGaughey, et al.,
1998; Sun & Bernstein, 1996). Embora varias restri¢des de nOe tenham indicado
a proximidade entre as cadeias laterais aromaticas dos residuos de His-18 e Phe-
19 na PS-2, essas restricoes nao foram suficientes para determinar se essas
cadeias laterais interagem via um arranjo de forma-T ou paralelo (Chelli et al.,
2002), ou ainda, se ha um equilibrio conformacional entre esses dois tipos de
estruturas. Esses tipos de arranjos foram observados em algumas das geometrias
mais estaveis da PS-2 obtidas via rotina de amnealing simulado, conforme
mostrado a seguir na Figura 3.19 (p. 106).

Devido a diferente composi¢do de aminodacidos, interagdes aromaticas sao
consideravelmente bem menos importantes na estabilizacdo estrutural da PS-1
que na PS-2. Dessa forma, outro tipo de interacao deve exercer papel importante
na estabilizagdo da fracdo C-terminal do PS-1. Quando a seqiiéncia da PS-1 ¢
analisada em detalhes, observa-se que os residuos entre as posi¢des 14 e 19, se
encontram em posigdes propicias para capping de hélice, ou seja, esses residuos
se dispdoem de maneira apropriada, tal que eles apresentam alta “freqliéncia
normalizada de posi¢des de residuos”, quando se considera a His-18 em posi¢ao
de capping segundo defini¢des de Aurora e Rose (Aurora & Rose, 1998) *. Esse

arranjo de capping apresenta os residuos AIAKHN, dispostos nas posicdes

% Segmentos de capping de hélice sdo seqiiéncias de residuos de aminoacidos envolvidos em padrdes
especificos de interagcdes (normalmente hidrofébicas ou de ligacdo de H) nas extremidades de hélices
peptidicas. A “freqiiéncia normalizada de posigdes de residuos” desses segmentos indica a incidéncia
estatistica relativa de um tipo de residuo em uma determinada posi¢ao do segmento de capping.
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Figura 3.19 — Duas das dez estruturas mais estdveis obtidas via annealing
simulado para a PS-2 a 4,0 mM em TFE-d,/H,0 (60:40), tampao fosfato pH 7,0 a
20,0 mM. Interag¢des estabilizadoras entre cadeias laterais dos residuos de His-18
¢ Phe-19 via arranjos em «) forma-T e b) paralelo.

C4C5C,CCcC’, onde: Cc (His-18) representa a posicao da ponte da porgdo C-
terminal da hélice, C’ o residuo seguinte que nao pertence a hélice (Asn-19), C; o
residuo interno a hélice mais préoximo (Lys-17) a posi¢ao de capping, C, o
segundo residuo interno a hélice (Ala-16), C; o terceiro residuo interno a hélice
(Ile-15) e C4 o quarto residuo interno a hélice (Ala-14) (Aurora & Rose, 1998).
Sabe-se que residuos de asparagina desempenham importante papel em estruturas
de capping de hélice devido a interagdes de ligacdo de hidrogénio entre os
hidrogénios amidicos da cadeia lateral e os oxigénios cabonilicos da estrutura
peptidica helicoidal. A asparagina se mostra bem localizada na posicao C’, pois
esse tipo de interagdo ird estabilizar principalmente os residuos de fronteira da
estrutura helicoidal do segmento de capping. Na realidade residuos de aspararina
encontram na posi¢ao C’ sua mais alta “freqiiéncia normalizada de posi¢des de
residuos” em segmentos de capping de hélice (Aurora & Rose, 1998). Também
se sabe que residuos de histidina em posi¢des Cc exercem efeitos estabilizadores.

Outro fator que parece contribuir para a estruturagdo helicoidal peptidica
em posicdes proximas a por¢ao C-terminal ¢ a amidacdo natural da porcao acida

desses peptideos. Esse efeito ¢ claro para a PS-2, onde a deteccdo de correlagdes
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de nOe entre os hidrogénios da amidac¢ao C-terminal e o Ha da Val-16 (Tabela
3.3, p. 96) sugerem a existéncia de ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio da
carbonila do residuo 16 com os hidrogénios do grupo amida na posi¢do C-
terminal. Nao obstante, essa amidagdo da por¢do C-terminal da PS-1 leva a
possibilidades extras de ligacdo de hidrogénios que podem provocar a
estabilizacdo por capping de hélice via ligacdes de hidrogénio (de forma similar a
residuos de asparagina em Cc — ver discussao acima). Em trabalhos prévios,
encontram-se varios relatos onde interagdes de ligacdo de hidrogénio
desempenham importante papel na estabilizagdo de estruturas helicoidais,
incluindo histidinas (Armstrong & Baldwin, 1993), prolinas (Prieto & Serrano,
1997) e varias estruturas de capping de hélice (Aurora & Rose, 1998).

A amidagao artificial na posi¢ao C-terminal de peptideos com terminagdes
carboxilicas tem levado a promocao da atividade de peptideos antimicrobianos
cationicos (Katayama et al., 2002; Ali et al., 2001), provavelmente devido a
neutralizagdo da carboxila 4cida (substituigdo da carboxila negativamente
carregada por um grupo amidico sem carga). A remog¢do da carga negativa na
porcdo C-terminal leva claramente a duas conseqiiéncias e ambas promovem a
atividade antimicrobiana. Primeiramente, a carga negativa iria resultar na
desestabilizagcdo da conformacao helicoidal, devido a interagdes repulsivas com o
dipolo negativo em C-terminal. Em segundo lugar, a atividade antimicrobiana ¢
intensificada devido ao aumento da carga positiva total da molécula, que
promove interacdes com a superficie com carga negativa da bactéria (Mason et
al., 2005; Bechinger, 2004; Dathe et al., 1996; Matsuzaki et al., 1989).

Em suma, interacdes eletrostaticas entre as cargas positivas de residuos de
lisina e histidina com o dipolo da hélice (PS-1 > PS-2 > PS-3), bem como
ligagdes de hidrogénio e interagdes de stacking adicionais (diferentes para a PS-1
e a PS-2) determinam os detalhes da estabilidade estrutural e da terminagao
helicoidal desses peptideos. A estabilidade helicoidal ¢ maior para a PS-2, onde a
hélice estende a carboxamida. Esse resultado estd em acordo com estudos prévios
sobre estabilidades de estruturas helicoidais, nas quais interagdes eletrostaticas

sdo um importante fator, mas, nao obstante, multiplas interacdes adicionais
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fornecem contribuicdes energéticas ndo negligencidveis a estabilidade de

estruturas de hélice secundarias (Shi ef al., 2001; Armstrong & Baldwin, 1993).

3.4 — Experimentos de RMN em fase solida

3.4.1 — Alinhamento das bicamadas lipidicas

Com a finalidade de se obterem informagdes sobre a agdo das filoseptinas
quando em contato com membranas, incorporaram-se os peptideos sintetizados
em bicamadas lipidicas orientadas, conforme descrito na secdo 2.5.1 (p. 64).
Foram entéo realizados experimentos de RMN de *'P (secdo 2.5.2, p. 65) com 0
objetivo de investigar o grau de orientacdo das bicamadas lipidicas de POPC
ap6s adicao dos peptideos. Em uma etapa preliminar, amostras de bicamadas
lipidicas contendo 10,0 mg de lipidio e peptideos a concentragdes de 0,0 mol%,
0,5 mol%, 1,0 mol%, e 2,0 mol % foram preparadas e os experimentos de p
realizados. Os resultados obtidos para os trés peptideos foram bastante similares
e 0s espectros registrados para as amostras da PS-2 incorporada em bicamadas
lipidicas sao apresentados na Figura 3.20 (p. 109).

Devido as propriedades anisotrépicas do deslocamento quimico (Stejskal
& Memory, 1994), a freqiiéncia de ressonincia de *'P indica diretamente o
alinhamento das moléculas de fosfolipidio com relacdo a dire¢do do campo
magnético externo. Para bicamadas lipidicas de POPC, ressonancias em torno de
30 ppm sdao observadas quando se tem o eixo principal das moléculas de
fosfolipidios alinhado paralelamente a dire¢do de B,. Esse sinal se move para
deslocamentos quimicos préximos a -15 ppm, a medida que a amostra tem sua
orientagdo invertida por até 90° (Seelig, 1978). Observa-se, para todos os
espectros da Figura 3.20, um unico sinal intenso em torno de 30 ppm, o que
confirma uma excelente orientacdo das bicamadas lipidicas para concentragdes
de PS-2 entre 0,0 a 2,0 mol%, conforme indicado na Figura 3.21 (p. 109). Esse
alto grau de orientacdo ¢ confirmado pelo experimento de controle (0,0 mol% de

peptideo).
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Fig. 3.20 — Espectros de RMN de *'P de bicamadas lipidicas de POPC. 10,0 mg
de lipidio (pH 5,5; 93% de umidade) para concentracdes de PS-2 a a) 0,0
mmol%, b) 0,5 mmol%, c¢) 1,0 mmol% e d) 2,0 mmol%. Medidas feitas para a
normal da membrana paralela a B,,.

Figura 3.21 — Bicamada formada por moléculas de lipideos orientadas com o
eixo principal paralelo ao campo magnético externo.

Em situacdes em que se objetiva o trabalho com amostras de peptideos
orientados em bicamadas lipidicas, o conhecimento a respeito do respectivo grau
de orientacdo da bicamada para diferentes razdes peptideo-lipidio € crucial antes
da realizagdo de outras medidas de RMN como, por exemplo, experimentos de
polarizagdo cruzada. Tal conhecimento ¢ importante, pois normalmente se esta
procurando uma propriedade anisotropica de RMN nesses sistemas, como o

deslocamento quimico de “C e "N (Bechinger & Sizun, 2003). Portanto, &

109



necessario se ter uma nocdo do grau de orientacdo da bicamada para as
determinas condi¢des de uma amostra na qual se deseja realizar outras medidas
de RMN mais complexas e mais demoradas. Como a RMN de *'P é bastante
sensivel, as medidas podem ser realizadas em poucos minutos com apenas 10 mg
de lipidio, de tal maneira que esse tipo de teste sobre o grau de ordenamento da
bicamada ¢ bastante util para fins praticos. S3o gastos pouca quantidade de
lipidio e peptideo para se estabelecer as condigdes nas quais as medidas de
parametros da RMN envolvendo nucleos menos sensiveis devem ser detectadas.
Além do mais, em experimentos de RMN de 31P, estamos realizando medidas
apenas para moléculas de lipidio, de forma que peptideos sem marcacao isotopica
(ou seja, compostos mais baratos) podem ser empregados nessas analises. Em
contrapartida, no caso de medidas menos sensiveis (como “N), é necessario se
trabalhar com maiores quantidades de amostra e, ndo obstante, marcacdes
1sotdpicas sdo, via de regra, requeridas.

Uma vez que, no presente estudo, os espectros registrados para
concentragdes de peptideo a 1,0 mol% indicaram um alto grau de orientacdo da
bicamada, decidiu-se pela preparagdo de amostras contendo 200 mg de lipidio
para essa concentragdo de peptideo, todavia peptideos isotopicamente marcados
com "N e “H foram usados nessas preparacdes (secdo 2.5.1, p. 64). Os espectros
de *'P obtidos para as amostras das trés filoseptinas incorporadas em bicamadas
lipidicas sdo apresentados na Figura 3.22 (p. 111). Um intenso sinal préximo a
30 ppm ¢ observado nos espectros das trés amostras, o que indica um alto grau de
orientagdo dessas bicamadas. Entretanto, um sinal com baixa intensidade ¢
observado em deslocamentos quimicos proximos a -15 ppm, o que indica uma
pequena componente de lipidios ndo alinhada e/ou alguma mudanca
conformacional das cabecas polares dos fosfolipidios (Bechinger, 1999; Seelig,
1978). Apesar dessas pequenas fracdes ndo orientadas, um alto grau de
orientacdo ¢ observado para essas amostras, indicando que elas sdo apropriadas
para outras medidas de RMN, das quais se esperam obter informagdes sobre

orienta¢ao e comportamento dos peptideos nas bicamadas lipidicas.
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Figura 3.22 — Espectros de RMN de *'P das bicamadas lipidicas de POPC. 200,0
mg de lipidio (pH 5,5; 93% de umidade) para a) PS-1, ) PS-2 e ¢) PS-3 a 1,0
mol%. Medidas feitas para a normal da membrana paralela a B,

Curiosamente, apesar de se trabalhar com uma relacdo lipidio-peptideo
idéntica a uma das condigdes prévias testadas com 10,0 mg de lipidio, os
espectros das amostras analogas contendo 200,0 mg de lipidio parecem
apresentar um grau de orientagdo ligeiramente menor (pequeno sinal proximo a -
15 ppm — comparar espectros das Figuras 3.20c e 3.22b). Nas preparagdes
efetuadas com 10,0 mg de lipidio foram utilizadas sete placas de vidro, enquanto

que nas preparacdoes com 200,0 mg foram utilizadas vinte e sete placas. Isso
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significa que a quantidade de lipidio por placa € cinco vezes maior nas amostras
contendo 200,0 mg que nas amostras contendo 10,0 mg de lipidio. Isso indica
que no primeiro caso hd um maior empilhamento de bicamadas por placa e se
conclui que o grau de desordem induzido pelo peptideo em uma camada se
propaga para a camada seguinte e ¢ entao aumentado ao longo do empilhamento.
A redugdo no grau de ordenamento da bicamada em fun¢do da largura da
membrana ja foi previamente observada para bicamadas lipidicas puras e na
presenca de peptideos-modelo, todavia esse efeito parece se pronunciar de
maneira mais efetiva para peptideos que se orientam paralelamente a superficie
da membrana (Mendonga Moraes et al., 2008; Harzer & Bechinger, 2000).
Conforme se observa na Figura 3.23, um bom grau de orientagcdo foi
também obtido para a amostra contendo PS-2 incorporada em bicamadas
lipidicas de POPC:POPS (3:1), entretanto novamente foi notada uma fragdo nao
orientada para ambos os lipidios. Sao claramente observados os picos intensos
proximos a 30 e 40 ppm, indicando o bom grau de orientagdo das moléculas de

POPC e POPS, respectivamente.
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Figura 3.23 — Espectros de °'P de bicamadas lipidicas de POPC:POPS (3:1),
contendo 200,0 mg de lipidio (pH 5.5; 93% de umidade) e PS-2 a 1,0 mol%.
Medidas feitas para a normal da membrana paralela a B,
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3.4.2 — Analise topologica dos peptideos em bicamadas

lipidicas por RMN de "N e de *H

Uma vez confirmado o bom grau de orientacdo das bicamadas lipidicas
por RMN de *'P (secdo 3.4.1, p.108), analises das intera¢des dos peptideos com
membranas podem ser efetuadas por medidas de RMN que venham a fornecer
alguns parametros associados as moléculas de peptideos incorporadas nas
bicamadas lipidicas. As interagdes anisotropicas da RMN podem fornecer
importantes informagdes com relagdo ao alinhamento de ligagdes e até moléculas
com relacdo ao campo magnético externo. A utilizagdo desse tipo de
aproximagdo ja possibilitou a obtencdo de restricdes angulares que vieram a
possibilitar a determinacdo de dados estruturais importantes de polipeptideo
associados a membranas (Bechinger, et al., 2004). Em inumeras situagdes, a
dependéncia orientacional dos deslocamentos de "N e °C foram utilizadas com
esses objetivos (Bechinger et al., 2004; Cross, 1997; Smith et al., 1994).

Em especial, o deslocamento quimico anisotrépico de "N obtido em
medidas de RMN em amostras de peptideos orientados em bicamadas lipidicas
tem fornecido importante informagdo a respeito da orientacdo de peptideos a-
helicoidais. Apesar da proximidade entre os valores dos tensores oy, € 03, (entre

60 ¢ 85 ppm), o valor bem caracteristico do tensor o3; (~230 ppm) faz do
deslocamento quimico de "N um indicador direto do angulo de inclinaco da
hélice (ver Equagdo 2.2, p. 68). Uma vez que o tensor o33 cobre um angulo de
aproximadamente 18° com relacdo ao vetor da ligacdo N-H, sabe-se que
deslocamentos quimicos menores que 100 ppm sdo indicadores de alinhamentos
aproximadamente paralelos da hélice em relagdo a superficie da membrana,
enquanto que deslocamentos quimicos superiores a 200 ppm sdo indicadores de
orientagdes aproximadamente perpendiculares a superficie da membrana
(arranjos trans-membrana) (Bechinger & Sizun, 2003; Bechinger, 1999). A

Figura 3.24 ilustra esses tipos de situagdes.
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Figure 3.24 — Espectros de RMN de "N em fase solida indicando o alinhamento
de um peptideo a-helicoidal em arranjos A) trans-membrana ou B) paralelo a
superficie da membrana — Figura retirada da referéncia Bechinger & Sizun, 2003.

Medidas de deslocamento quimico de °N ja foram utilizadas como uma
ferramenta analitica em investigacdes estruturais (Cross, 1997) e biofisicas
(Mendonga de Moraes et al., 2008; Harzer & Bechinger, 2000; Bechinger, 1996)
de situagdes que representam o processo da insercdo de polipeptideos em
membranas. Portanto, com o objetivo de se obterem informagdes sobre o
comportamento das filoseptinas em bicamadas lipidicas, experimentos de "N
(secdo 2.5.2, p. 65) foram realizados para as amostras dos peptideos
isotopicamente marcados incorporados em bicamadas lipidicas. Medidas foram
efetuadas para orientagdes das amostras com a normal da membrana paralela e
perpendicular ao campo magnético externo. Os espectros obtidos para os
peptideos incorporados em bicamadas de POPC sdo apresentados a seguir na
Figura 3.25 (p. 115).

Para medidas efetuadas com a normal da membrana paralela ao campo
magnético, 0s sitios marcados com N na PS-2 e na PS-3 exibiram,
respectivamente, ressonancias em 74 e 73 ppm (Figuras 3.25B e C). Em ambos
0s casos, linhas de ressonancia muito finas foram obtidas, o que indica que os
sitios marcados nas moléculas dos peptideos exibem um alto grau de
ordenamento nas bicamadas lipidicas e que as hélices se alinham paralelamente a
superficie da bicamada (Figura 3.24B). Por outro lado, o espectro obtido para o

sitio marcado com "°N na PS-1 (Figura 3.25A) apresenta um sinal em 104 ppm,
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sendo esse valor significativamente superior aos obtidos para os outros dois
peptideos. Tal deslocamento quimico seria bastante alto para alinhamentos de
hélices perfeitamente planares a superficie da membrana e, ndo obstante, ¢&
consideravelmente inferior aos esperados para alinhamentos trans-membrana.
Esse deslocamento quimico sugere, portando, que a PS-1 adota uma orientagao

um pouco inclinada, quando comparada as orientagdes das PS-2 e PS-3.

T prererTen [rererTee [rerrertrr T prerrrrerT [rerrrrer prorerere freeereee
300 200 100 O ppm 300 200 100 O ppm

Figure 3.25 — Espectros de RMN em fase solida de °N desacoplado de 'H das
filoseptinas a 1,0 mol% em bicamadas lipidicas de POPC: (3,3,3—2H3-Ala-11,
"N-Ala-14)-PS-1 (A e D), (3,3,3-°H;-Ala-8, '’N-Leu-15)-PS-2 (B ¢ E), e (3,3,3-
’H;-Ala-11, ""N-Val-12)-PS-3 (C ¢ F). A, B e C foram registrados para
orientacdes da amostra com a normal da membrana paralelamente disposta a B,
D, E e F foram registrados para orientagdes da amostra com a normal da
membrana perpendicularmente disposta a B,

Nos casos dos espectros de °N registrados para orienta¢des da normal da
membrana perpendicular ao campo magnético externo, foram observados sinais

de ressondncias em 134 ppm, 149 ppm e 136 ppm para as amostras de {"’N-
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Alal4}-PS-1, {¥N-Leul5}-PS-2 e {"°N-Vall2}-PS-3, respectivamente (Figura
3.25D-F). A detec¢ao de uma tnica linha de ressondncia bem definida para as
trés amostras, bem como os valores de deslocamento quimicos obtidos — em um
limite de aproximagdo razoavel ~ [033 + (01:709,/2)]/2 — sugerem fortemente a
existéncia de um rapido movimento rotacional das hélices em torno da normal da
membrana (Aisenbrey & Bechinger, 20045). Outro fator importante a notar ¢ o
valor da diferenca entre os deslocamentos quimicos para as duas diferentes
orientagdes de amostras (normal da membrana perpendicular e paralela a B,).
Verifica-se que a PS-1 possui um valor de diferenca (A6 = 30 ppm)
significativamente inferior aos valores da PS-2 e da PS-3 (75 e 63 ppm,
respectivamente), de forma que esse resultado fornece uma indicagdo adicional
que o alinhamento da hélice da PS-1 desvia de um arranjo perfeitamente planar.
Embora o deslocamento quimico de °N forneca uma estimativa razoavel
do angulo de inclinagdo da hélice, a proximidade entre os valores de oy, € o, faz
com que esse parametro seja insensivel a rotagdes em torno do eixo principal da
hélice, ou seja, o angulo polar de rotagdo interna (angulo azimutal). Por outro
lado, a RMN de *H em fase solida pode fornecer informagdes altamente
complementares 8 RMN de "N, de modo que o 4dngulo de inclinacdo, bem como
o angulo polar de rotagdo interna podem ser obtidos pela anélise simultanea do
deslocamento quimico de °N e do desdobramento quadrupolar de deutério, Avp
(secdo 2.5.3, p. 67) (Aisenbrey & Bechinger, 2004a & b). A marcagdo isotopica
com residuos de 3.,3,3-H;-Ala fornece vantagens distintas: @) O grupo metila
esta diretamente ligado ao esqueleto peptidico, de forma que o alinhamento do
vetor da ligacdo C,-Cy diretamente reflete o alinhamento do esqueleto helicoidal;
b) o rapido movimento rotacional ao redor da ligagdo C,-Cs faz com que os trés
nucleos de “H sejam magneticamente equivalentes, o que leva 4 intensifica¢io do
sinal de RMN, bem como faz com que o tensor resultante da interacao
quadrupolar do deutério seja paralelo ao vetor da ligagdo C,-Cp c) os
alinhamentos da ligagdo C,-Cs e do tensor o33 de N sdo completamente
diferentes com relacdo a estrutura helicoidal e, portanto, as determinacdes de

ambos os parametros levam a informacgdes altamente complementares.
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Portanto, com o objetivo de se obterem maiores detalhes sobre o
alinhamento das filoseptinas em bicamadas lipidicas, foram adquiridos
experimentos de RMN de “H (segdo 2.5.2, p.65) para as amostras dos trés
peptideos isotopicamente marcados e incorporados as bicamadas lipidicas.

Alguns desses espectros sao apresentados na Figura 3.26

1B '8
I I
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40 20 0 =20 -40 kHz 40 20 0 =20 -40kHz

Figura 3.26 — Espectros de RMN em “H em fase sélida das filoseptinas a 1,0
mol% em bicamadas lipidicas. Espectros da (3,3,3-"H;-Ala-11, °N-Ala-14)-PS-1
(A), da (3,3,3-H;-Ala-8, °"N-Leu-15)-PS-2 (B, E), ¢ da (3,3,3-°Hs-Ala-11, °N-
Val-12)-PS-3 (C) em bicamadas lipidicas de POPC e da (3,3,3-*H;-Ala-8, °’N-
Leu-15)-PS-2 em bicamadas lipidicas de POPC:POPS (3:1) (D, F). A-D foram
registrados para orientagdes das amostras com a normal da membrana paralela a
B,. E e F mostram espectros da (3,3,3-2H3—A1a—8, 15N—Leu—lS)—PS—2 em
bicamadas lipidicas de POPC e POPC:POPS (3:1), respectivamente, para
orientagdes das amostras com a normal da membrana perpendicular a B,,.
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Em todos esses espectros sao observados desdobramentos quadrupolares
menores que 2,5 kKz, os quais sdo relacionados a moléculas de agua associadas a
membrana (Mendonga Moraes & Bechinger, 2004). Sao também observados nos
espectros da {3,3,3-2H3-Ala-11}-PS-1 e da {3,3,3-2H3-Ala-8}-PS-2 gravados
para a normal da membrana paralela a B, pares bem definidos de ressonancias,
associados a desdobramentos de 6,0 kHz and 45,0 kHz, respectivamente (Figuras
3.26A e B). Um desdobramento de aproximadamente 8,5 kHz ¢ observado no
espectro da {3,3,3-*H;-Ala-11}-PS-3 (Figura 3.26C). O espectro da PS-2 em
bicamadas de POPC:POPS (3:1), obtido para a mesma orientagdo, exibe um
desdobramento quadrupolar de 46 kHz (Figura 3.26D). Esse valor ¢ muito
similar ao obtido em bicamadas lipidicas de POPC, todavia se observa que as
transi¢des quadrupolares da PS-2 em POPC:POPS (3:1) exibem linhas mais
estreitas. Esse resultado sugere a existéncia de um alinhamento mais homogéneo
das hélices peptidicas nas bicamadas de POPC:POPS que nas bicamadas de
POPC. E possivel que interagdes eletrostiticas mais efetivas entre o peptideo
catidonico PS-2 e as cargas negativas extras das moléculas de POPS venham a
favorecer um maior ordenamento do peptideo na bicamada mista.

Sao respectivamente apresentados, nas Figura 3.26D e F, os espectros da
{3,3,3-"H;-Ala-8}-PS-2 em bicamadas lipidicas de POPC ¢ POPC:POPS (3:1)
para orientagdes das amostras com a normal da membrana perpendicular a B,,. Os
desbobramentos quadrupolares observados (22,4 kHz e 22,7 kHz,
respectivamente) representam, dentro do erro experimental, metade dos valores
obtidos para orientagdes com a normal da membrana paralela a B, Esses
resultados estdo em acordo com a Equacdo 2.1 (p. 67), confirmando mais uma
vez (juntamente com as linhas de ressonancia bem definidas nos espectros) a
existéncia de um rapido movimento rotacional em torno da normal da membrana
para os peptideos PS, i.e. um movimento rotacional mais rapido que 10 s (escala
de tempo da interacdo quadrupolar do grupo metila deuterado — Seelig, 1977).
Novamente, ao se compararem os espectros das Figura 3.26D e F, observa-se que

o espectro da PS-2 em bicamadas lipidicas de POPC:POPS possui linhas mais
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bem definidas, o que sugere um maior ordenamento do peptideo nessa bicamada
mista.

Sdo também visiveis nos espectros de “H da PS-2 obtidos para orientagdes
com a normal da membrana paralela a B, linhas bem menos intensas que
caracterizam desdobramentos quadrupolares de 22 kHz and 23 kHz em
bicamadas de POPC e POPC:POPS, respectivamente (Figuras 3.26B e E). Esses
valores sdo, dentro do erro experimental, os mesmos obtidos para orientacdes
com a normal da membrana perpendicular a B, (ver discussdo na p. 118) e
correspondem provavelmente a peptideos associados a estruturas membranares
supramoleculares, as quais resultam em alinhamentos da normal da membrana
perpendicular & normal da amostra. Esses resultados estdo de acordo com os
picos de pequena intensidade proximos a -15 ppm observados nos espectros de
RMN de °'P das filoseptinas (Figuras 3.22 e 3.23 — p. 111 e 112,
respectivamente).

Embora ndo seja possivel se determinar precisamente a orientacdo dos
peptideos nas bicamadas usando-se o deslocamento quimico de "N ou o
desdobramento quadrupolar de *H separadamente, os dois parimetros fornecem
restricdes topoldgicas altamente complementares, que podem ser utilizadas em
conjunto para se obter uma definicdo mais acurada sobre a orientacdo dos
peptideos nas bicamadas lipidicas.

A seguir sao apresentados nas Figuras 3.27A-C, os mapas de contornos
nos quais os valores do desdobramento quadrupolar de *H e do deslocamento
quimico de "N foram calculados (equagdes 2.1 e 2.2, respectivamente — se¢io
2.5.3 — p. 67 e 68) para cada par de angulo polar de rotagdo interna e angulo de
inclinagdo para uma resolugdo angular de 1°. Nesses mapas, os pontos pretos
representam orientagdes nas quais o valor experimental do deslocamento quimico
de "N concorda com o valor simulado considerando-se uma incerteza de + 2
ppm. As linhas em vermelho seguem pares angulares nos quais o desdobramento

quadrupolar de deutério simulado concorda com o valor experimental dentro de
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Figura 3.27 — Alinhamentos do PS-1 (A), PS-2 (B) e PS-3 (C) em bicamadas
lipidicas apresentados em fun¢do do angulo de inclinacdo e do angulo polar de
rotagdo interna. Os pontos pretos representam orientagdes que concordam com o
deslocamento quimico experimental de ’N dentro de um erro de +2.0 ppm e os
pontos vermelhos representam orientagdes que estdo de acordo com o
desdobramento quadrupolar de *H dentro de um erro de +1.0 kHz. Os pontos de
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intercessdo em azul indicam orientagdes que concordam simultaneamente com os
dois pardmetros e portanto esses arranjos representam as possiveis orientagdes
dos peptideos nas bicamadas lipidicas. No mapa (C) um pardmetro adicional,
desdobramento dipolar de 'H-""N (10,6 kHz +1.0 kHz) é incluido na analise —
pontos em azul claro (ver Figura 3.28, p. 122). Préximo a cada mapa de
contornos ¢ apresentada uma das estruturas obtida por RMN em solucdo (ver
se¢ao 3.3.2, p. 98), representando os possiveis alinhamentos (pontos de
intersecao) para a PS-1 (D), a PS-2 (E) e a PS-3 (F). Residuos hidrofilicos sao
apresentados em verde e hidrofobicos em azul, sendo os grupos C-terminais
apresentados no plano frontal da Figura. Os retangulos em cinza representam
aproximadamente a espessura de uma monocamada lipidica (uma seta com
pontas duplas indica um comprimento de 10 A).

+ 1 kHz. Percebe-se claramente que cada pardmetro restringe os alinhamentos
peptidicos possiveis, mas quando usados separadamente, inimeras possibilidades
de orientacdo sdo deixadas em aberto. Por outro lado, apenas um pequeno
numero de topologias concordam simultaneamente com ambos os parametros e
tais pontos de intersecdo sdo representados pelos circulos em azul.

Oito possiveis regides angulares sao obtidas para a PS-1, enquanto que
quatro possibilidades sdo obtidas para a PS-2 e sete para a PS-3. Préximo a cada
mapa de contorno sdo apresentadas as respectivas orientagdes possiveis para uma
estrutura tridimensional de cada um dos peptideos incorporados nas bicamadas
lipidicas (Figuras 3.27A, B e C para as PS-1, PS-2 e PS-3, respectivamente). As
estruturas tridimensionais aqui apresentadas foram obtidas por dados de RMN
em solucdo (secdo 3.3.2, p. 99). Os residuos hidrofilicos sdo apresentados em
verde e os hidrofobicos em azul, sendo os grupos C-terminais apresentados no
plano frontal da figura.

Dentre os quatro possiveis arranjos obtidos para a PS-2, apenas a
orientagdo III (dngulo de inclinagdo e dngulo polar de rotagdo interna 90°/153°) é
energeticamente favoravel e livre de insercao total ou parcial de residuos polares
no interior hidrofébico da membrana (Figuras 3.27B e E). Em particular, as
orientacdes I e IV (que representam respectivamente angulos de inclinagdo de

77° e 111°) sdo caracterizadas pela insercdo profunda de residuos polares e
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carregados (inclusive uma His-7), no interior da membrana, o que
definitivamente representaria uma situagao termodinamicamente desfavoravel.

Dentre as sete possiveis topologias observadas para a PS-3 (Figuras 3.27C
e F), o arranjo quase perfeitamente planar V (angulo de inclinagdo e angulo polar
de rotagdo interna 92°/66°) reflete de forma melhor a natureza anfipatica desse
peptideo, onde a estrutura helicoidal ¢ disposta com sua face apolar no interior
hidrofébico da membrana.

Dentre as oito possiveis topologias determinadas para a PS-1 (Figuras
3.27A e D), a orientacdo energeticamente mais favordvel ¢ representada pelo
arranjo II (dngulo de inclinagdo e angulo polar de rotagdo interna 82°/92°),
devido ao fato de que a inclinagdo do eixo principal da hélice obtida para as
orientagdes [ e IV a VIII forga a inser¢ao de varios residuos polares no interior da
bicamada lipidica, além do que, o angulo polar de rotacdo interna obtido para a
orientacao III ndo dispde corretamente as faces polares e apolares da hélice com
relacdo a interface da membrana. De forma notavel, a orientac¢ao II apresenta um
desvio de 8° do que seria esperado com relagdo a um arranjo perfeitamente
planar. Esse resultado explica o deslocamento quimico de "N obtido para esse
peptideo (104 ppm), o qual qualitativamente ja indicava um certo desvio da
planaridade para essa hélice peptidica (ver discussdes nas paginas 114 a 116).

Com o objetivo de confirmar a eficiéncia dos resultados topoldgicos
obtidos via analise simultdnea do deslocamento quimico de "N e do
desdobramento quadrupolar de *H, adquiriu-se um experimento de 'H-"’N
PISEMA para a amostra da PS-3 (secdo 2.5.2, p. 65), sendo o espectro obtido
apresentado na Figura 3.28 (p. 123). Desse espectro se obtém um desdobramento
dipolar escalonado igual a 8,7 kHz, que ¢ correspondente a interagdo dipolar
entre os nucleos N-H do sitio de isotopicamente marcado com "N na PS-3 (Val-
12). Esse desdobramento escalonado corresponde a um desdobramento dipolar
de 10,6 kHz (Ramamoorthy et al., 1999; Wu et al., 1994). Esse resultado
qualitativamente corresponde a alinhamentos de hélices paralelos a superficie da
membrana (Marassi & Opella, 2003). Com o objeto de se analisar esse resultado

de uma forma mais quantitativa, procederam-se simulagdes do valor do
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desdobramento dipolar de 'H-""N em fungio do angulo de inclinagdo e do angulo
polar de rotagdo interna (se¢do 2.5.3, p.67). Os resultados obtidos com essa
simulacdo sdo apresentados na Figura 3.27C (p. 120), onde os pontos em azul
claro representam alinhamentos peptidicos que concordam com o parametro
experimental dentro de um erro de = 1 kHz. Essa restricdo adicional permite uma
selecdo ainda mais eficiente de topologias, sendo que agora apenas as orientagdes
V e VI (Figuras 3.27C e F, p. 120) concordam simultaneamente com os trés
pardmetros experimentais (deslocamento quimico de "N, desdobramento
quadrupolar de *H e desdobramento dipolar de "H-""N). Ressalta-se que, dentre
essas duas orientagdes, encontra-se o arranjo V, que representa o arranjo

energético mais favoravel da PS-3 em bicamadas lipidicas.
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Figura 3.28 — Espectro de 'H-""N PISEMA do (3,3,3-’H;-Ala-11, "N-Val-12)-
PS-3 a 1,0 mol% em bicamadas lipidicas de POPC. Experimento gravado para
orientacdo da amostra com a normal da membrana paralela a B,

Os resultados discutidos acima indicam que as hélices das filoseptinas 2 e
3 possuem alinhamentos planares quando em contato com a interface de
membranas, todavia um pequeno desvio na planaridade é observado no caso da
filoseptina 1. Quando se analisa em detalhes a estrutura do PS-1, percebe-se que

esse peptideo possui um forte carater anfipatico, sendo que o residuo polar de
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Asn-19 estd localizado na face hidrofobica da hélice. Um pequeno desvio da
planaridade possibilita a remog¢ao desse residuo polar do interior hidrofobico da
membrana (Figura 3.27D — topologia II, p. 120), o que explica o resultado
obtido.

Um balango fino de interacdes eletrostaticas (Vogt &. Bechinger , 1999;
Matsuzaki et al., 1997) e hidrofobicas (Mason et al., 2005; Wieprecht et al.,
1997) ¢é necessario para a associagdo e inser¢cao do peptideo na membrana e, no
caso das filoseptinas, a formag¢do de conformacdes helicoidais garante a
formacao de estruturas anfipaticas com alto momento hidrofobico, promovendo-
se portanto a interagdo peptideo-membrana. Tem sido demonstrado que
transicoes de espécies ndo estruturadas (meio aquoso) para arranjos helicoidais
(ambiente de membrana) contribuem com aproximadamente -0,5 kcal / mol por
residuo no caso de estruturas anfipaticas (Wieprecht et al., 1999), sendo que esse
fator deve promover a maior associagdo da PS-2 e da PS-1 sobre o PS-3 (secao
3.2, p. 79). Apos intercalados com os eixos helicoidais paralelos a superficie da
bicamada, os peptideos podem desenvolver atividades perturbadoras e de
rompimento da membrana, ou ainda de parti¢do no citoplasma, tendo-se entdo
desenvolvidas as atividades antimicrobianas desses compostos (Zasloff, 2002;
Huang, 2000; Bechinger, 1999; Shai, 1999; Matsuzaki, 1998).

No caso das filoseptinas, além do arranjo anfipatico adotado por esses
peptideos catidnicos quando em contato com as bicamadas, os resultados obtidos
por RMN de *'P e *H (ver discussdes acima) indicaram a formagio de arranjos
supramoleculares peptideos-membrana que mostram alinhamento da normal da
membrana perpendicular @ normal da amostra, o que confirma a capacidade de
perturbagdo da membrana exercida por esses peptideos. Esses resultados estdo
em pleno acordo com modelos como o do “carpete” ou “detergente” (Bechinger
& Lohner, 2006), onde efeitos como o da difusdo lateral e da adsor¢do
preferencial de algumas moléculas de lipidio levam a desestabilizagdo da
estrutura da membrana em areas associadas a didmetros de varios nandmetros,
causando efeitos como o colapso da resisténcia 6hmica da membrana e a

formagdo de estruturas micelares ao longo da bicamada, tendo-se assim a

124



formacdo de poros e o aumento da permeabilidade (Duclohier et al., 1989), bem
como o rompimento da membrana (Bechinger, 2005).

Apesar da significativa homologia entre as seqiiéncias primarias das
filoseptinas 1, 2 e 3, relevantes diferencas foram observadas ao se compararem as
estruturas secundarias desses compostos (secdo 3.3.2, p. 95). Além dessas
diferencas estruturais, alguns detalhes nas seqiliéncias peptidicas, como a
presenca de um residuo polar de asparagina C-teminal no PS-1 (ver discussoes
acima), fazem com que ocorram diferencas sutis entre os arranjos topologicos
desses peptideos. Tais diferengas sdo muito vantajosas para o animal, uma vez
que o armazenamento de coquetéis de agentes antimicrobianos (Leite et al.,
2005; Giovannini et al., 1987) possibilita um maior espectro de agdo, tendo-se
assim um mecanismo de defesa que ¢ bem eficiente com relagdo a diferentes
microrganismos. Ao mesmo tempo, a liberacdo de misturas de compostos
antimicrobianos possibilita a agdo sinérgica de combinacdes de peptideos (Hara,

et al., 2001; Westerhoff et al., 1995), podendo-se ter uma eficiéncia ainda maior.

3.5 — Estrutura e constantes de blindagem da PS-2 a partir de
calculos quanticos

3.5.1 — Estrutura da PS-2 a partir de calculos quanticos

Nesta se¢do sao descritos os resultados obtidos para a andlise estrutural da
PS-2 a partir de métodos de calculo da quimica quantica.

Com o objetivo de modelar uma estrutura helicoidal, iniciou-se o trabalho
pela construgdo de uma hélice 6tima (do primeiro residuo a amidagdo C-
terminal), fazendo-se entdo uma otimizagdo prévia de geometria, na qual foi
empregado o campo de forca AMBER da mecénica molecular. O objetivo dessa
etapa prévia de otimizacdo ¢ a obtencdo de uma estrutura que possa ser
empregada na construcdo das geometrias de partida a serem utilizadas nos
calculos DFT (secdo 2.6, p. 69). Esse processo de otimizacdo prévia fornece

geometrias de partida plausiveis aos calculos quanticos, pois corrige algumas
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imperfeicdes estruturais, como erros significativos em comprimentos de ligagdes
e altas repulsdes entre 4&tomos espacialmente vizinhos.

A estrutura obtida via mecanica molecular, foi entdo particionada nos
fragmentos peptidicos F1, F2, F3 e F4 (secdo 2.6, p. 69), os quais tiveram entao
suas geometrias otimizadas para o nivel DFT/B3LYP/6-31G**. As otimizagdes
foram conduzidas para os fragmentos peptidicos, levando-se em conta a
existéncia ou nao de protonacdao nos residuos de His-7, His-17 e His18. Deste
ponto em diante faz-se referéncia aos segmentos peptidicos ndo protonados como
F1(0), F2(0), F3(0) e F4(0) e aos segmentos protonados como FI(+1), F2(+1),
F3(+1) e F4(+2).

Apos otimizacdo de geometria via mecanica molecular, observou-se certa
desestabilizacdo da estrutura helicoidal do peptideo, resultado que ¢ nitido ao se
observar o rompimento (ou enfraquecimento) de varias ligagdes de hidrogénio

CO---HN para o intervalo i, i+4, conforme mostrado na Figura 3.294. Por outro
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Figura 3.29 — Estruturas do fragmento peptidico F4 (sem carga) obtidas apos
otimizagdes de geometria a) via rotina de mecanica molecular (campo de forga
AMBER) e b) via método DFT/B3LYP/6-31G**. Atomos de C em verde, de N
em azul claro, de O em vermelho e de H em preto.
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lado, observa-se que a otimizagdo empregando métodos DFT, leva a uma
recomposi¢ao significativa desse arranjo helicoidal, conforme mostrado na
Figura 3.29b. Esse resultado ¢ importante, pois indica que as interacdes que
tendem a estabilizar a estrutura helicoidal apresentam peso significativo e sdo
bem representadas pelos calculos DFT/B3LYP/6-31G**. Neste ponto vale
ressaltar que conjunto de fungdes de bases atdmicas 6-31G** empregado, parece
desempenhar importante funcdo nos resultados obtidos, pois os orbitais de
polarizagdo d para dtomos de C, N e O e os orbitais de polarizagdo p para atomos
de H, desempenham importante papel na descricdo de interagdes como ligacoes
de hidrogénio (Frisch et al., 1984).

Uma vez otimizadas as geometrias dos fragmentos peptidicos (protonados
ou ndo), fez-se o agrupamento dos residuos selecionados em cada um dos
fragmentos (residuos que contemplam as interagdes de ligagdo de hidrogénio
estabilizadoras da estrutura helicoidal — Tabela 2.3, p. 73) e construiu-se assim as
estruturas da PS-2(+3) e da PS-2(0), conforme mostrado na Figura 3.30 (p. 128).

Significativas diferencas sdo observadas ao se compararem as estruturas
DFT da PS-2(+3) (Figura 3.30a) e da PS-2(0) (Figura 3.30b6). Observa-se uma
estrutura helicoidal mais definida no caso da PS-2(0) neutra, a qual se estende do
3° ao 19° residuo de aminoacido, enquanto que o segmento helicoidal se estende
do 5° ao 17° residuo para a PS-2(+3) protonada. Quando comparadas a estrutura
obtida via rotina de annealing simulado que emprega restricdes de nOe (Figura
3.30d), as extensOes dos segmentos helicoidais determinadas para as estruturas
DFT sao significativamente diferentes. A estrutura DFT da PS-2(0) possui um
segmento helicoidal maior que a estrutura de RMN da PS-2, enquanto que a
estrutura DFT da PS-2(+3) possui um segmento helicoidal menor. Por outro lado,
quando se analisa a estrutura média (Figura 3.30c) das geometrias
DFT/B3LYP/6-31G** da PS-2(+3) e da PS-2(0), se obtém um segmento
helicoidal que se estende do 5° ao 19° residuo de aminoacido. Esse segmento
helicoidal ¢ exatamente o mesmo obtido por andlise via annealing simulado

usando-se restri¢des de nOe (Figura 3.30d — ver também secao 3.3.2, p. 95).

127



Figura 3.30 — Comparacdo entre estruturas provenientes de andlises
conformacionais da PS-2: a) Estrutura DFT/B3LYP/6-31G** da PS-2(+3)
(protonada), b) estrutura DFT/B3LYP/6-31G** da PS-2(0) (neutra), c¢) estrutura
média das geometrias de a & b e d) estrutura mais estavel obtida por annealing
simulado usando-se restri¢cdes de nQOe.

Quando as estruturas DFT/B3LYP/6-31G** sao analisadas de maneira
mais detalhada, conforme apresentado na Figura 3.31 (p. 129), percebe-se que as
protonagdes dos residuos de histidina tém um efeito significativo no arranjo
adotado pelo peptideo. Um efeito nitido da protonagdo no resultado da
modelagem molecular pode ser apreciado na Figura 3.31a, ao se observar que o
residuo de His-7, carregado positivamente, tende a compartilhar sua densidade de
carga positiva, por meio de interagdes de ligacdo de hidrogénio, entre o
hidrogénio acido da cadeia lateral da histidina com o oxigénio da cadeia lateral
do residuo de Asn-10. Esse tipo de interacdo gera uma concentracdo de carga
positiva no residuo de Asn-10, a qual ¢ aliviada pela formacdo de uma nova
interacao de ligacdo de hidrogénio entre um dos hidrogénios amidicos da cadeia
lateral desse residuo de asparagina com o oxigénio carbonilico do residuo de Ala-

11. Apesar desses residuos 7a 11 se encontrarem em arranjo a-helicoidal na
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Figura 3.31 — Comparagéo entre expansoes das estruturas DFT/B3LYP/6-31G**
da PS-2: a) estrutura PS-2(+3) (protonada) e b) PS-2 (neutra). Atomos de C em
marrom, de N em azul claro, de O em vermelho e de H em branco.

estrutura da PS-2(+3) (Figura 3.30a, p. 128), se observa que essas interagdes de
ligagdo de hidrogénio entre cadeias laterais, visiveis na Figura 3.31a, acabam por
alterar os angulos w do esqueleto peptidico, o que leva a desestabilizagdo das
ligagdes de hidrogénio CO--HN 1, i+4, tendo-se assim a desestabilizacdo da
estrutura helicoidal. Na auséncia de protonacdo, percebe-se que esse tipo de
interagdo estabilizadora da hélice mais preservada (Figura 3.315). Dessa forma,
observa-se que a modelagem de arranjos peptidicos helicoidais via calculos
DFT/B3LYP/6-31G** parece ser mais eficiente quando se trabalha com residuos
nao carregados. Neste ponto, deve ser ressaltada uma aproximacao intrinseca a
estratégia de calculo utilizada. Em todos os calculos DFT, trabalharam-se com os
fragmentos peptidicos isolados, ou seja, ndo se consideram moléculas de
solvente. Por outro lado, a existéncia de uma carga positiva em solugdo pode ser

estabilizada por interacdes com as moléculas de solvente, o que nao foi levado
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em conta nos calculos DFT, sendo que essa estabilizacdo da carga promovida
pelo solvente diminui efeitos de interagdes intramoleculares (como as mostradas
na Figura 3.31a), que tentam deslocalizar a carga positiva, que possui alta
densidade nos residuos de histidina protonados.

Tem-se um dado importante obtido com os resultados dos célculos
estruturais DFT/B3LYP/6-31G**. Conforme discutido acima, o segmento
helicoidal obtido para a estrutura protonada ¢ menor que o obtido via dados de
nQe, por outro lado, o segmento helicoidal obtido para a estrutura desprotonada ¢
maior que o obtido via dados de nOe. Quando se leva em consideragdo a
estrutura média entre a espécie protonada e desprotonada, se obtém um segmento
helicoidal com extensdo idéntica a obtida via dados de nOe. O resultado obtido
para essa estrutura DFT/B3LYP/6-31G** média concorda com a andlise dos
dados de RMN, que sugerem um estado parcial de protonacdo dos residuos de
histidina para a PS-2 em solugdo (ver Figura 3.18, p. 104).

A andlise da qualidade estereoquimica das estruturas DFT/B3LYP/6-
31G** da PS-2(+3), da PS-2(0) e da estrutura média dessas geometrias ¢
apresentada na Figura 3.32, p. 131. No caso da PS-2(0) e da estrutura média
(Figuras 3.32b e c, respectivamente), observa-se que todos os pares angulares ¢ e
w se encontram nas “regides mais favoraveis” do diagrama de Ramachandran e,
no caso da PS-2(+3), (Figuras 3.32a) todos os residuos, exceto a Ala-8, também
apresentam os respectivos pares de angulos nas “regides mais favoraveis” da
curva (o residuo de Ala-8 possui angulos ¢ e y nas “regidoes adicionalmente
favoraveis”). Esses resultados indicam uma alta qualidade das estruturas obtidas.
Ressalta-se que o residuo de Ala-8 é provavelmente susceptivel a algum efeito de
torcao devido a estabilizacao via ligacdo de hidrogénio da carga positiva extra do
residuo de His-7(+1) (ver Figura 3.31a, p. 129).

Esses estudos estruturais de modelagem DFT da PS-2, foram capazes de
fornecer estruturas bastante similares as obtidas via estratégia de annealing
simulado que emprega restri¢des provenientes de dados experimentais de RMN.

De forma notavel, uma semelhanca ainda maior € observada quando se considera
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Figura 3.32 — Qualidade estereoquimica das estruturas DFT/B3LYP/6-31G** do
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adicionalmente favoraveis” em amarelo, “regides generosamente favoraveis” em
bege e “regides proibidas em branco”. Dados obtidos com o PROCHECK-NMR
(Laskowski et al., 1996).

a estrutura DFT média entre a PS-2 carregada positivamente ¢ a PS-2 nao
carregada, o que perfeitamente corrobora os resultados experimentais, que
sugerem um estado parcial de protonagdo. Esses resultados sdo muito uteis, no
sentido de que a estratégia de fragmentacdo de uma estrutura peptidica helicoidal
em fragmentos peptidicos helicoidais menores € capaz de fornecer resultados que

concordam com medidas experimentais (no caso dados da RMN). Em particular,
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esta estratégia pode ser muito util quando se objetiva a modelagem molecular de
estruturas peptidicas helicoidais, onde ndo se tem dados experimentais (como
dados de RMN ou cristalografia de raios-X) que indiquem algum arranjo
tridimensional definido, mas se tem uma idéia qualitativa do teor helicoidal
(como, por exemplo, via espectros de dicroismo circular). Nao obstante esta
estratégia de modelagem molecular quantica pode ser util em situagdes nas quais,
dependendo do peptideo e do meio de analise, os dados de CD indicam
estruturagdo helicoidal, mas efeitos intrinsecos ao peptideo no meio, como
equilibrios monomero-oligdmero, levam a formagdo de linhas largas, o que
impossibilita a obtencdo de correlagdes em espectros de NOESY e, portanto,
inviabilizam determinagdes estruturais via RMN (Mendongca de Moraes et al.,

2008).

3.5.2 — Calculos quanticos das constantes de blindagem

da PS-2

Uma vez obtidas as geometrias moleculares dos fragmentos F1, F2, F3 e
F4, protonados ou ndo (secdo 3.5.1, p. 125), realizaram-se calculos
DFT/B3LYP/6-31G** das constantes de blindagem de 'H e "“C para esses
nucleos (se¢do 2.6, p. 69). Apds calculadas essas constantes de blindagem,
realizou-se o agrupamento dos deslocamentos quimicos de 'H e ">C dos residuos
selecionados em cada um dos fragmentos (residuos que contemplam as
interagdes de ligagdo de hidrogénio estabilizadoras da estrutura helicoidal —
Tabela 2.3, p. 73). As comparagdes entre os valores de deslocamentos quimicos
de °C tedricos e experimentais determinados para a PS-2 sio apresentados nas
Figuras 3.33a e 3.33b6 (PS-2 protonada e neutra, respectivamente — p. 133).

Uma boa concordancia ¢ observada ao se compararem os deslocamentos
quimicos experimentais de RMN de "“C com os deslocamentos quimicos

DFT/B3LYP/6-31G** da PS-2(+3) e da PS-2(0), o que ¢ confirmado pelos
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coeficientes angulares das regressdes lineares dos pontos, que apresentam valores
proximos a unidade e, portanto, indicam a similaridade entre valores
experimentais e tedricos. Nao obstante, baixos valores de desvio padrao (menores
que 3,4 ppm) sdo observados em ambas as regressoes, o que indica o bom ajuste
dos pontos. Quando comparados com o caso de uma concordancia perfeita entre
valores experimentais e tedricos (coeficientes linear e angular da reta iguais a 0 e
1, respectivamente), desvios padroes médios de 4,5 ppm e 4,4 ppm sado
observados para os deslocamentos quimicos DFT/B3LYP/6-31G** da PS-2(+3)
e PS-2(0), respectivamente. Esses resultados indicam erros médios menores que
4,5 ppm em uma escala de variacio de deslocamento quimico de
aproximadamente 110 ppm, ou seja, tem-se um erro médio oriundo de 4%.

E bem conhecido o fato de que os deslocamentos quimicos de nticleos do
esqueleto peptidico sdo bastante sensiveis a variagdes na estrutura peptidica
secundaria. Dessa forma, deslocamentos quimicos de nucleos como carbonos-o
apresentam valores caracteristicas de arranjos secunddarios definidos, como a-
hélices ou fitas-f e definem, portanto, os indices de deslocamentos quimicos
(chemical shift index — Wishart et al., 1992; ver também secdo 3.3.2 — Figura
3.15). Uma vez que a PS-2 possui um segmento helicoidal muito bem definido,
decidiu-se compararem os deslocamentos quimicos experimentais e teoricos dos
carbonos-a, sendo assim apresentada na Figura 3.34 (p.135), a comparagdo para
a PS-2(0). Quando apenas os nucleos de Ca sdo considerados, um 6timo acordo €
observado, sendo um coeficiente angular inferior a 1,04 obtido na regressao
linear dos pontos. Essa excelente concordancia pode ser explicada pelo fato de
que os atomos desses respectivos nucleos, por pertencerem em sua maioria ao
esqueleto a-helicoidal, t€ém suas posigdes relativas bem definidas na estrutura
peptidica, uma vez que as interacoes estabilizadoras da hélice tendem a conservar

esses atomos em um sistema de coordenadas internas mais rigido do que no caso
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de outros atomos localizados nas cadeias laterais dos residuos de aminoacidos.
Esse resultado, ndo obstante, confirma a eficiéncia da estratégia de fragmentacao
peptidica para a modelagem de estruturas peptidicas a-helicoidais (secao 3.5.1,
p. 125), uma vez que os deslocamentos quimicos de carbonos-a, altamente
sensiveis a classe de estruturacdo secunddria, sdo reproduzidos com um grau de
acuracidade bastante satisfatorio.

Nas Figuras 3.35a e 3.35b (p. 136), os deslocamentos quimicos de 'H
experimentais sdo comparados com os valores tedricos calculados para a PS-
2(+3) e a PS-2(0), respectivamente. A inclinacdo da reta obtida pela linearizagao
dos pontos para a PS-2(0) apresenta valor significativamente superior a unidade e
um valor de desvio padrao médio (0,80 ppm) relativamente alto para a escala de

deslocamento quimico de 'H. Por outro lado, o coeficiente angular dareta de
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linearizagdo ¢ bem proximo a unidade para a PS-2(+3), mas tal resultado nao ¢
satisfatorio, uma vez que o desvio padrao médio apresenta um valor
significativamente elevado (0,89 ppm) para a escala de deslocamento quimico de
'"H. Uma observagdo mais detalhada dos resultados indica que os maiores erros
sdo associados aos hidrogénios ligados a a&tomos de nitrogénio. Expurgando-se os
deslocamentos quimicos associados a esses atomos, obtém-se, tanto para a PS-
2(+3) (Figura 3.36a, p.138), quanto para a PS-2(0) (Figura 3.36b, p.138),
coeficientes angulares proximos a unidade para as retas de linearizacdo e, ndo
obstante, valores de desvios padrdes médios significativamente menores (0,45
ppm e 0,31 ppm) sdo observados.

Os resultados discutidos acima indicam uma boa concordancia entre os
valores experimentais e tedricos para hidrogénios em estruturas peptidicas, desde
que esses nao estejam ligados a 4atomos nitrogénios. Percebe-se assim a
existéncia de alguma falha no calculo da propriedade de blindagem magnética
para esses nticleos de 'H envolvidos em ligagdes N-H. Tal fato ndo ¢
surpreendente, uma vez que estudos tedrico-experimentais existentes na literatura
mostram que efeitos de ligagdes de hidrogénio, ou mesmo fortes interagcdes de
dipolo permanente, intra ou intermoleculares envolvendo diferentes espécies
atomicas (e.g. interacoes N-H---I, O-H---I, ¢ N-H---O), tém um efeito bastante
significativo nos valores das constantes de blindagem de RMN de 'O, "N e 'H
(Khodaei et al., 2007). Devido a natureza eletrostatica dessas interagdes, tensores
de gradientes de campo elétrico e tensores de blindagem quimica dos sitios
quadrupolares e magnéticos, respectivamente, se mostram bastante sensiveis a
efeitos de ligagdes de hidrogénios em diversos sistemas e estruturas quimicas,
como no caso de carboidratos (Khodaei et al., 2007) e proteinas (Samadi et al.,
2008). Estudos com peptideos em solugdes contendo solventes doadores (H,O)
ou receptores (acetona, H,O) de ligagdes de hidrogénio, indicam que a
reproducao acurada de deslocamentos quimicos de nucleos passiveis a esse tipo
interagdo ¢ bem representada, apenas quando se consideram as possiveis

interacoes com as moléculas de solvente (Mennucci & Martinez, 2005). No caso
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de proteinas em solucdes aquosas, as moléculas de dgua da camada de solvatacao
imediatamente vizinha a superficie da proteina desempenham importantes efeitos
nesse sentido (Nandi & Bagchi, 1997). Nessa camada de solvatacdo, encontram-
se algumas poucas moléculas de solvente fortemente ligadas a proteina (estado
ligado), enquanto que todas as outras possuem um movimento rotacional e
translacional mais efetivo (estado livre) (Gregory, 1995). Portanto, as
discrepancias observadas entre os deslocamentos experimentais e tedricos de
hidrogénios ligados a N podem ser atribuidas a ndo inclusdo de interacdes de
ligacdo de hidrogénio entre a proteina e as moléculas de solvente. No caso do
sistema em estudo, tanto o TFE quanto a agua podem interagir com o peptideo
via ligacdo de hidrogénio. Como o enfoque principal desta etapa do trabalho visa
principalmente a proposta de uma estratégia simples, rapida e eficiente para a
modelagem quantica de peptideos helicoidais, decidiu-se trabalhar com as
estruturas peptidicas sem a representacao direta das moléculas de solvente, uma
vez que tal representagdo acarretaria um custo computacional e complexidade
muito elevados para os estudos realizados no nivel (quantico) de interesse para
sistemas com muitos atomos, como os fragmentos peptidicos aqui estudados.
Quando considerados apenas os deslocamentos quimicos dos hidrogénios
ndo ligados a 4&tomos de nitrogénio, boas concordancias entre valores
experimentais e teoricos foram encontradas. Curiosamente, uma reta com
inclinacdo inferior a unidade ¢ obtida quando se comparam os deslocamentos
experimentais com os da PS-2(+3) (Figura 3.36a, p.138), por outro lado, quando
os resultados experimentais sdo comparados aos deslocamentos da PS-2(0)
(Figura 3.36b, p.138), uma reta com inclinagdo superior a unidade ¢ obtida.
Apresenta-se a seguir a Figura 3.37 (p. 140), na qual sdo comparados os
deslocamentos quimicos experimentais de 'H da PS-2 com as médias entre os
respectivos valores obtidos para a PS-2(+3) e a PS-2(0). A linearizagdo dos
pontos fornece uma reta com coeficiente angular intermedidrio aos obtidos para a

PS-2(+3) e a PS-2(0), sendo esse valor obtido ainda mais proximo a unidade.
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Esses valores de deslocamentos quimicos médios, podem ser considerados
como uma representacao dos deslocamentos quimicos de um estado parcial de
protonagao nas trés histidinas (50% de protona¢do). Um melhor ajuste dos pontos
pode ser novamente associado a um estado parcial de protonagdo do peptideo e
essa observagdo estd em acordo com as andlises dos deslocamentos quimicos
experimentais de RMN (secao 3.3.2, p. 95) e com a comparagdo entre as
estruturas ab-initio e as estruturas de RMN em solucao (Figura 3.30, p. 95), que
sugerem um estado parcial de protonacao para a PS-2 na solucao estudada.

Os resultados obtidos a partir dos célculos DFT/B3LYP/6-31G** de
deslocamentos quimicos de 'H e C da PS-2(+3) e da PS-2(0) mostram
concordancia satisfatoria com relagao aos resultados experimentais (salvo o caso
de atomos de hidrogénios diretamente ligados a atomos de nitrogénio). Essa
concordancia fornece uma evidéncia extra da eficiéncia do método de

fragmentacdo peptidica proposto neste trabalho (secdo 2.6, p. 69), o qual
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possibilita a modelagem de estruturas de peptidicas a-helicoidais, utilizando-se
de métodos de calculos acurados da mecanica quantica. Conforme comentado
anteriormente (se¢ao 3.5.1, p. 125), essa estratégia de modelagem quantica pode
ser util em situagdes nas quais resultados qualitativos (ou semi-quantitativos),
como dados de CD, indicam estruturagao helicoildal, mas outros fatores
experimentais impossibilitam a obtencdo de dados que venham a fornecer as
estruturas tridimensionais. Nesse momento, calculos de deslocamentos quimicos
podem vir a fornecer importantes informagdes, pois as concordancias entre
valores experimentais e tedricos podem ser usadas para confirmar uma proposta

estrutural tedrica.
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5 — Conclusao

Efetuaram-se, no presente trabalho, diversos estudos estruturais e da
interagdo com membranas dos peptideos antimicrobianos catidnicos filoseptina 1,
2 e 3. Os peptideos usados neste trabalho foram obtidos via estratégia Fmoc de
sintese em fase solida, tendo sido esses purificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. A obtengdo dos compostos de interesse foi confirmada por analise
de espectrometria de massas.

Realizaram-se estudos estruturais qualitativos desses peptideos via
dicroismo circular. Os resultados mostraram que as trés filoseptinas nao
apresentam estruturacdo definida em meio aquoso, todavia, em misturas de
agua:TFE, observou-se que os peptideos adotavam estruturas helicoidais. Nao
obstante, observou-se que esses peptideos, quando em contato com vesiculas de
POPC:POPS (3:1), também apresentam segmentos helicoidais. Misturas de TFE
e agua, bem como vesiculas fosfolipidicas s3o meios conhecidos por
mimetizarem o ambiente de membranas e, portanto, os resultados obtidos
sugerem que as filoseptinas, apesar de desestruturadas em meio aquoso,
adquirem conformagdes helicoidais quando em contato com a superficie de
membranas. Esse tipo de comportamento ¢ muito comum em peptideos
antimicrobianos, uma vez que se sabe que tais compostos, quando em contato
com a superficie de membranas, adquirem conformagdes bem definidas e entdo
exercem suas atividades antimicrobianas.

Sabe-se que interagdes com membranas desempenham um importante
papel durante o processo de agdo antibiotica de peptideos antimicrobianos
catidnicos, tanto por perturbacdo e formacdo de poros, ou por permitir a
passagem dos peptideos para o interior da célula, onde eles interagem com outros
alvos macromoleculares. O conhecimento sobre a estrutura tridimensional dos
peptideos em ambientes de membrana, ¢ crucial a compreensdo do possivel
mecanismo de ag¢ao desses compostos. Dessa forma, procedeu-se a determinagao
das estruturas tridimensionais das filoseptinas em um meio que mimetiza o
ambiente da membrana (TFE:H,O — 60:40). Os resultados de RMN em solugao

(correlagdes de nQOe caracteristicas de estruturas secundarias, deslocamentos
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quimicos de nucleos e valores de *J HN-Ha) corroboram com a existéncia de
segmentos helicoidais nos trés peptideos, o que foi inequivocamente confirmado
pelo uso de calculos estruturais que empregam uma rotina de annealing
simulado, que leva em consideragdo restrigdes impostas pelos dados
experimentais de RMN. As estruturas dos trés peptideos mostraram possuir
segmentos helicoidais muito bem definidos, tendo sido observada a existéncia de
um alto carater anfipatico nas trés hélices peptidicas, sendo tal efeito mais notado
para a PS-2.

Os dados de RMN em solucdo forneceram estruturas nas quais os
segmentos helicoidais se estendem entre os residuos 5 a 18 para a PS-1, 5 a 19
para a PS-2 e 5 a 15 para a PS-3. Esses resultados indicam um grau de
estruturagdo que segue a ordem PS-2 > PS-1 > PS-3. De forma notéavel, a PS-2 e
a PS-1 se apresentam mais estruturados que a PS-3, sendo tal diferenga de
ordenamento mais nitida nas proximidades da por¢ao C-terminal, o que ¢ de se
esperar, uma vez que as diferencas nas trés seqiiéncias primarias ocorrem a partir
do décimo quarto residuo de aminoacido. Dentre os efeitos que se mostram
importantes a estabilizacdo estrutural das vizinhangas C-terminais da PS-2 e da
PS-1, se tém a interagdes eletrostaticas entre cadeias laterais cationicas e o
momento de dipolo negativo resultante na por¢do C-terminal. Como a PS-2 e a
PS-1 apresentam maior densidade de carga positiva nas proximidades da porcao
C-terminal que a PS-3, a estabilizacdo da hélice ¢ mais favorecida para os dois
primeiros peptideos. Outros tipos de interagdes nas vizinhangas C-teminais,
como interagdes de aromaticas e capping de hélice (diferentes para a PS-1 e a
PS-2), parecem promover a estabilizacdo dessas por¢des peptidicas. Um outro
componente que estabiliza a estrutura helicoidal nesses peptideos € a presenca da
amidacao C-terminal natural nesses compostos, a qual possibilita a formagao de
ligacdes de hidrogénio extras, que promovem a estrutura¢ao nas proximidades C-
terminais. As estruturas obtidas a partir dos dados de RMN em solug¢do indicam a
existéncia de um alto cardter anfipatico nas trés hélices peptidicas, sendo esse

efeito mais notado para a PS-2.
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Com o objetivo de se entender o comportamento das filoseptinas quando
em contato com membranas, se incorporaram os peptideos (com marcacdes
isotopicas seletivas de °N e “H) em bicamadas lipidicas de POPC e foram
realizados experimentos de RMN de sélido com essas amostras. Tais estudos
foram também realizados para a PS-2 incorporada em bicamadas lipidicas de
POPC:POPS (3:1). Inicialmente se adquiriram espectros de *'P das moléculas de
lipideo da bicamada, e os resultados obtidos indicaram um alto grau de
ordenamento da bicamada nas condi¢des de estudo (1,0 mol% de peptideo e
umidade relativa de 93%). Os espectros de "N obtidos para a PS-2 e a PS-3
indicaram que os sitios marcados com N mostram deslocamentos quimicos
caracteristicos de orientagdes planares das hélices peptidicas em relacdo a
superficie da membrana, todavia o valor de deslocamento quimico observado
para a PS-1 n3o ¢ condizente com um alinhamento helicoidal peptidico
perfeitamente planar. Adquiriram-se ainda experimentos de RMN de *H, sendo
que os desdobramentos quadrupolares, bem como as formas bem definidas linhas
de ressonancia, indicaram a existéncia de alinhamentos bem definidos dos
peptideos nas bicamadas lipidicas de POPC. Quando comparados os espectros de
’H da PS-2 em bicamadas de POPC e POPC:POPS (3:1), observam-se, no ltimo
caso, linhas de ressondncia ainda mais definidas, o que indica que a carga
negativa extra presente nas moléculas de POPS, parece intensificar a afinidade do
peptideo catidonico com a membrana anionica. Quando as amostras tiveram suas
orientagdes invertidas de 90° (i.e., orientagdes para a normal da membrana
perpendicular ao campo magnético externo), os valores obtidos para os
deslocamentos quimicos de "N, bem como os valores obtidos para o
desdobramento quadrupolar de H, indicaram que esses peptideos apresentam um
rapido movimento rotacional em torno da normal da membrana.

Embora ndo seja possivel determinar precisamente a orientacdo dos
peptideos nas bicamadas usando-se o deslocamento quimico de "N ou o
desdobramento quadrupolar de *H separadamente, os dois pardmetros forneceram
restricdes topoldgicas altamente complementares, as quais foram utilizadas em

conjunto para se obter uma defini¢do acurada sobre a orientacdo dos peptideos
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nas bicamadas lipidicas. No caso da PS-3, o desdobramento dipolar de 'H-"N,
obtido no espectro de PISEMA, possibilitou um outro conjunto de restri¢des
angulares, que precisaram ainda mais as possiveis orientagdes desse peptideo na
bicamada lipidica. Observou-se que a PS-2 e a PS-3 se alinham paralelamente a
superficie da membrana, sendo observado em ambos os casos uma perfeita
separacao entre as faces polar (em contato com as cabecas de fosforos) e apolar
(inserida no interior apolar da membrana), o que reflete perfeitamente as
estruturas peptidicas altamente anfipaticas determinadas por RMN em solugao.
Por outro lado, a hélice peptidica da PS-1 apresenta um pequeno, mas
significativo, desvio da orientagdo planar, o que ¢ explicado pelo fato de que tal
arranjo possibilita a remog¢do do residuo polar C-terminal da Asn-19 do interior
hidrofébico da hélice, sendo entretanto mantidas, para todas as outras cadeias
laterais da hélice, a parti¢ao ideal entre residuos polares e apolares na interface
hidrofilica e hidrofébica da membrana, respectivamente.

ApoOs intercalados com os eixos helicoidais paralelos a superficie da
membrana, os peptideos catidnicos anfipaticos podem desenvolver atividades
perturbadoras e de rompimento da membrana, ou ainda de particdo no
citoplasma, tendo-se entdo desenvolvidas as atividades antimicrobianas desses
compostos. Resultados de RMN em fase solida também indicaram, apesar do alto
grau de orientagdo das bicamadas lipidicas, a formacdo de arranjos
supramoleculares peptideos-membrana que mostram alinhamento da normal da
membrana perpendicular & normal da amostra, o que confirma a capacidade de
perturbacdo da membrana exercida por esses peptideos. Esses resultados estdo
em pleno acordo com modelos como o do “carpete” ou “detergente”, onde efeitos
como o da difusdo lateral e da adsor¢cdo preferencial de algumas moléculas de
lipidio levam a desestabilizacdo da estrutura da membrana em areas associadas a
diametros de varios nandmetros, causando efeitos como o colapso da resisténcia
O6hmica da membrana e a formagao de estruturas micelares ao longo da bicamada,
tendo-se assim a formagdo de poros e o aumento da permeabilidade, bem como o

rompimento da membrana.
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Apesar da significativa homologia entre as seqiiéncias primarias das
filoseptinas 1, 2 e 3, relevantes diferencas estruturais sdo observadas ao se
compararem as estruturas obtidas por RMN em solucdo para esses compostos.
Além dessas diferencas estruturais, alguns detalhes nas composi¢des das
seqiiéncias peptidicas fazem com que ocorram diferencas sutis entre os arranjos
topoldgicos desses peptideos. Tais diferencas sao muito vantajosas para o animal,
uma vez que o armazenamento de coquetéis de agentes antimicrobianos
possibilita uma maior gama de agdo, tendo-se assim um mecanismo de defesa
que ¢ bem eficiente frente a diferentes microrganismos. Ao mesmo tempo, a
liberacdo de misturas de compostos antimicrobianos possibilita a agdo sinérgica
de combinacgdes de peptideos, podendo-se ter uma eficiéncia ainda maior.

Neste trabalho, foram ainda realizados estudos DFT/B3LYP/6-31G** de
modelagem da estrutura molecular da PS-2. Empregou-se em tal estudo, uma
estratégia de parti¢do da estrutura peptidica em segmentos helicoidais menores
contendo nove ou dez residuos de aminoacidos. Nesses segmentos helicoidais
menores, ou fragmentos, os residuos selecionados foram contemplados com a
estabilizacdo proporcionada por todas as interagdes possiveis num intervalo de
residuos “i, i+4”, as quais sdo conhecidas por estabilizar o arranjo helicoidal de
estruturas peptidicas. Uma vez otimizadas as geometrias dos fragmentos, os
residuos selecionados foram entdo agrupados e a estrutura ab-initio da PS-2 foi
finalmente obtida. Calculos usando essa estratégia foram realizados para
fragmentos nos quais se consideraram a neutralidade de carga, ou ainda a
presenca de uma carga resultante positiva, em cada um dos trés residuos de
histidina desse peptideo. Geometrias similares as obtidas por RMN em solugao,
foram obtidas na modelagem quantica da PS-2(0) neutra e da PS-2(+3)
protonada, entretanto, de forma notavel, uma semelhanga ainda maior ¢
observada quando se comparam as estruturas de RMN, a estrutura média entre as
geometrias ab-initio da PS-2(0) e da PS-2(+3). Esse resultado estd em pleno
acordo com os dados experimentais, que sugerem um estado parcial de
protonagdo para as histidinas da PS-2 nas condi¢des estudas por RMN em

solucdo. As concordancias obtidas entre os resultados experimentais e os
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resultados dos calculos DFT sdo muito uteis no sentido de que a estratégia de
fragmentagdo proposta ¢ capaz de fornecer resultados bastante plausiveis, quando
se objetiva a modelagem molecular de estruturas peptidicas helicoidais. Tal
estratégia se mostra bastante promissora para situacdes nas quais nao se possuem
dados experimentais (como dados de RMN ou cristalografia de raios-x) que
indiquem algum arranjo tridimensional definido, mas se tem uma idéia
qualitativa do teor helicoidal (como, por exemplo, via espectros de dicroismo
circular) de um determinado peptideo.

Com a finalidade de fundamentar a eficiéncia da modelagem quantica de
peptideos helicoidais proposta neste trabalho, bem como de checar a
possibilidade de tal estratégia poder vir a auxiliar a atribuicdo de sinais em
espectros de RMN, foram realizados calculos DFT/B3LYP/6-31G** das
constantes de blindagem dos fragmentos peptidicos da PS-2(0) neutra e da PS-
2(+3) protonada. Apds reunidos os residuos de aminoécidos selecionados em
cada um dos fragmentos peptidicos, observam-se boas concordancias entre os
valores experimentais e teéricos dos deslocamentos quimicos de 'H e de °C. Os
resultados obtidos suportam a eficiéncia da estratégia de fragmentacao peptidica
proposta para a modelagem molecular de estruturas helicoidais, uma vez que
propriedades tdo sensiveis a arranjos conformacionais, como deslocamentos
quimicos de nucleos, podem ser reproduzidas com um boa acuracidade a partir
dos modelos quantico-tedricos em estudo. Além desse fator, a comparacdo entre
deslocamentos quimicos experimentais e teodricos pode se apresentar muito util
em estudos estruturais de peptideos. Uma aplicagdo promissora seria, por
exemplo, em situagdes nas quais, dependendo do peptideo € o meio de andlise,
linhas largas de ressonancia sdo obtidas, o que acaba por impossibilitar a
obtencdo de correlagdes em espectros de NOESY e portanto inviabilizam
determinagdes estruturais via RMN. Nesses casos, a determinagao de
deslocamentos quimicos nos experimentos unidimensionais de RMN, utilizando-
se de diversas estratégias fisicas e quimicas (e.g. pulsos seletivos em RMN,
marcagdes isotdpicas seletivas), possibilitaria a comparacao entre os valores

experimentais com os valores tedricos obtidos para diferentes arranjos e levaria
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assim a possibilidade de se apresentar uma estrutura, ou proposta estrutural, para

o peptideo em estudo.
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helix conformations
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3 — Epitope mapping and protective immunity elicited by adenovirus expressing the
eishmania amastigote specific A2 antigen: Correlation with IFN-y and cytolytic activity
by CD8+ T cells

Autores: Daniela M. Resende, Braulia C. Caetano, Miriam S. Dutra, Marcus L.O.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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