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Resumo

Labaditina € um decapeptideo ciclico, encontrado em uma planta superior, com
elevado carater hidrofébico e tem em sua estrutura dois residuos de triptofano. Este
peptideo tem ganhado grande interesse bioldgico e farmacoldgico diante de algumas
propriedades, tais como a inibi¢do sobre a ativacdo da via cldssica do sistema
complementar humano e poder inibitério da acetilcolinesterase. Entretanto, até o
presente momento ndo € conhecido o alvo nem seu mecanismo de a¢do. Assim, através
da técnica sintese em fase sdlida, o peptideo Labaditina (Lo) e cinco andlogos lineares
foram obtidos com o objetivo de avaliar tanto a importancia da estrutura ciclica bem
como o grau de interacdo do peptideo com membrana sintética e natural. Assim, o
peptideo L, foi planejado como andlogo linear da Labaditina (Lo), aberta na posicao de
uma glicina. Os demais peptideos (L, a Ls) foram planejados trocando um dos
triptofanos por leucina, alternadamente. O peptideo L; (andlogo linear da Labaditina)
foi ciclizado para obtencdo do Lo. Os peptideos foram purificados por CLAE e
analisados por espectrometria de massas com pureza acima de 95%.

Inicialmente foi analisada a atividade hemolitica dos diferentes peptideos
empregando-se hemdcias como modelo de membrana natural e observou-se que os
peptideos obtiveram baixo indice de hemdlise, com valores menores que 8% de
liberacao de hemoglobina, exceto para o peptideo L4 que liberou cerca de 18% na
concentracdo de 10 pg/mL. Com relacdo a efeitos citotdxicos, apenas o peptideo Lo
apresentou reducdo da viabilidade para Streptococcus mutans (reducdo de 25% na
presenca de 5 uM e 56% com 100 pM). Ja para bactéria Gram negativa ndo foi
observada citotoxicidade nem para Lo ou L; na faixa de concentragdo de até¢ 100 uM.

Em seguida foi avaliada a interagdo dos peptideos com sistemas de lipossomos
constituidos de DPPC através de diferentes técnicas, tais como espalhamento de luz,
fluorescéncia, dicroismo circular (CD). Na primeira abordagem foi avaliada a mudancga
do diametro dos lipossomos e foi observado que os peptideos Lo e L; causaram maior
perturbacdo no sistema, aumentando o didmetro médio dos lipossomos em cerca de 2
vezes quando comparados aos outros peptideos. Este efeito pode ser correlacionado a
agregacao e/ou fusdo dos sistemas vesiculares conforme o aumento da concentra¢do do
peptideo em solucdo. Estes estudos de hemdlise e monitoramento do diametro dos
lipossomos sugeriram que os peptideos Lo e L; tem efeito de interface com sistemas de
lipideos, nao causando hemolise, por isso os demais estudos foram realizados

comparativamente apenas com a forma linear (L;) e a ciclica (Lo). Estudos de
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fluorescéncia revelaram que Lo ou L; interagem com lipossomos. Conforme o aumento
da concentracdo do peptideo é observado um decaimento da intensidade de
fluorescéncia do triptofano. Também foi observado um deslocamento para menores
valores de Amax de emissdo, embora tenha sido maior para Lo. Essa reducdo do Aysx €
atribuida a migracdo do triptofano para um ambiente mais apolar. Assim, através da
supressdo de fluorescéncia foram determinadas as constantes de Stern-Volmer (Ksv):
para Lo= 13,72 e L;= 8,48 M na auséncia e 2,02e4,76 M na presenca de lipossomos,
respectivamente. Assim, o Lo apresentou menor supressdo (valores menores de Ksv)
resultando em uma maior interacdo com os lipossomos.

As mudancas conformacionais dos peptideos foram estudadas por CD e,
também, foram feitas simulacdes por dindmica molecular (DM). Além disso, foi feito
um estudo termodinamico por calorimetria diferencial (DSC). Os estudos de CD foram
realizados em diferentes ambientais, tais como: solventes; pH; temperatura; diferentes
concentracdoes de peptideo, de guanidina ou de TFE; ou ainda na presenca de
lipossomos. O peptideo Lo em meio aquoso ou na presenga de lipossomos apresenta
uma banda negativa (207 nm) e outra positiva (190 nm) sugerindo que o peptideo esta
predominantemente desestruturado nestas condicoes. Também foi observado um
aumento da elipticidade conforme o aumento da concentracio do peptideo,
possivelmente devido a saturagdo dos peptideos na camada lipidica. Ja o espectro de CD
do peptideo L; em meio aquoso, € caracteristico de estrutura ao acaso (random coil),
uma banda negativa (197 nm) e outra positiva (224 nm). Quando ocorre a interacao dos
peptideos com lipossomos é observado um pequeno deslocamento da banda negativa,
passando de 197 para 195 nm, e também o desaparecimento da banda positiva 224 nm.
Isso se deve, provavelmente, a interacdo do peptideo com a camada lipidica, o que
resultou no distanciamento dos triptofanos.

Pela técnica de DSC foi observado que a adicdo de quantidades crescentes de
peptideo Lo nos lipossomos ndo induz novas transicdes de fase. No entanto foi
observado um deslocamento da temperatura de pré-transicao (31,7 para 33,8°C) e da de
transi¢do principal (41,0 para 41,4°C), embora isso ndo tenha sido tdo expressivo na
transi¢do principal, quando se compara na auséncia e presenca de 50 UM do peptideo. Ja
para o peptideo L; também foi observado um deslocamento da pré-transi¢io (31,7 para
33,1°C) e da temperatura de transicao principal (41,0 para 41,3°C), quando se compara
na auséncia e presenca de 50 UM do peptideo. Observou-se uma maior variacdo da

entalpia (AH) para o peptideo Lo do que para o peptideo L, variando de 50,8 para Lo e
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18,2 Kcal/mol para L;, sugerindo uma maior inser¢ao de Lo do que L;. Assim, pode ser
sugerido que tanto Lo quanto L; induzem, primeiramente, um efeito de empacotamento
do DPPC na superficie dos lipossomos, que € um resultado da inser¢do do peptideo na
membrana que ocorre com o aumento das concentragdes dos peptideos.

Na estrutura do peptideo Lo obtido por DM observa-se que os residuos de
triptofano estdo distantes, ndo sofrem interacdo, ja para o peptideo L;, é possivel
visualizar uma grande aproximacdo destes residuos. E este comportamento pode ser
confirmado pelos espectros de CD.

Assim, um provavel mecanismo de interagdo da Labaditina, € baseado
inicialmente na interag¢do hidrofébica do peptideo com a membrana lipidica. Em seguida
ocorre a adsor¢do do peptideo na superficie lipidica onde os peptideos estdo diretamente
em contato. Em seguida, no terceiro passo, ocorre o processo de internalizagdo com
conseqiiente mudanca conformacional do peptideo. Esse mecanismo pode ser
confirmado através de fluorescéncia onde observamos, inicialmente, uma discreta
reducdo do Aysx de emissdo seguida por um patamar constante, conforme o aumento da
relacdo peptideo/lipideo, onde ocorre a adsor¢do na membrana. Apds este patamar é

observada uma nova reducdo nos valores de Apns;x de emissdo, atingindo um novo

patamar em 339 nm, periodo de insercao.



Abstract

Labaditin is a cyclic decapeptide found in a superior plant with high
hydrophobic character and has two tryptophan residues in its structure. This peptide has
attracted a lot of biological and pharmacological interest due to some of its properties,
such as the inhibition over the human complementary system classic pathway activation
and an inhibitory power over acetylcholinesterase. However, up to now its action
mechanism or target is not known. Using the solid phase synthesis technique, the
Labaditin peptide (Lo) and five linear analogous were obtained to evaluate the
importance of the cyclic structure as well as the peptide’s interaction with the synthetic
and natural membrane. Hence, L; peptide was planed as Labaditin’s (Lo) linear
analogous open in the position of a glycine. The other peptides (L, to Ls) were planed
exchanging one of the tryptophan for leucin, alternatively. The peptides were purified
by HPLC and analyzed by mass spectroscopy with purity over 95%. The L; peptide
(Labaditin linear analogous) was cycled to obtain Lo.

Initially, the hemolytic activity of the different peptides was analyzed using
Blood cell as a natural membrane model and it was observed that the peptides had a low
rate of hemolysis, with values lower than 8% of hemoglobin release, except for Ly
peptide, which released 18% at the 10 ug/mL concentration.

Regarding the cytotoxic effects, only the Lo peptide showed viability reduction
for Streptococcus mutans (25% reduction in the presence of 55 uM and 56% with 100
uM). Now, for the Gram negative bacterium, no cytotoxicity was observed, neither for
Lo or for L; in the concentration range up to 100 uM.

Next, the peptide interaction with DPPC constituted liposomes was evaluated
through different techniques, such as light scattering, fluorescence, circular dichroism
(CD). On the first approach the hydrodynamic diameter change of the liposomes was
evaluated and it was observed that Lo and L; peptides had caused the most disturbances
in the system increasing the average diameter of the liposomes about two fold when
compared to the other peptides.

This effect can be correlated with the vesicular systems aggregation and/or
fusion with the increase of the concentration of peptide in solution. These hemolysis’
studies and liposome diameter monitoring have suggested that the Lo and L; peptides
have interface effect with lipid systems, not causing hemolysis and, because of that the
following studies were done comparatively only with the linear form (L;) and the cyclic

form (Lo).
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Fluorescence studies have revealed that Lo or L; interact with liposomes. As the
peptide concentration increases, a decline in tryptophan fluorescence intensity was
observed. It was also observed that a shift to lower values of Ay.x emission, although it
was higher for Lo. This A4 reduction is attributed to tryptophan migration to a more
apolar environment. Then, through fluorescence suppression, Stern-Volmer (Ksv)
constants were determined: for Lo= 13.72 and L= 8.48 M ! in the absence and 2.02 and
4.76 M'! in the presence of liposomes, respectively. Lo has shown smaller suppression
(smaller values of Ksv) resulting in a bigger interaction with the liposomes.

The peptide’s conformational changes were studied by CD and molecular
dynamic simulations (DM) were done. Besides that, a thermodynamic study by
differential calorimetry was done (DSC). The CD studies were done with different
environments, such as: solvents, pH, and temperature, different concentrations of
peptide, of guanidine or of TFE; or yet, in the presence of liposomes. The Lo peptide in
aqueous medium or in the presence of liposomes shows a negative spectroscopic band
(207 nm) and another, positive (190 nm), suggesting that the peptide is predominantly
unstructured in these conditions. It was also observed that an ellipticity increase as the
peptide concentration increases, possibly due to the peptides’ saturation in the lipidic
layer. The CD spectra for the L; peptide in aqueous medium is characteristic of random
coil, a negative band (197 nm) and a positive one (224 nm). When the peptide’s
interaction with liposomes occurs, a small shift in the negative band is observed, going
from 197 to 195 nm and the disappearance of the positive 224 nm band was observed.
This is, probably, due to the peptide interaction with the lipidic layer that resulted in the
tryptophanes distancing.

By the DSC technique, it was observed that the addition of increasing quantities
of the Lo peptide in the liposomes does not induce new phase transitions. However, a
pre-transition shift (31.7 to 33.8°C) and of the main transition temperature was
observed, although this has not been as expressive it the mains transition, when it is
compared in the absence and presence of 50 UM of peptide. For the L; peptide, a pre-
transition (31.7 to 33.1°C) and a main transition temperature (41.0 to 41.3°C) shift were
also observed when compared in the absence and presence of 50 UM of peptide. A
higher enthalpy variation (AH) was observed for Lo peptide than for L; peptide, varying
from 50.8 for Lo and 18.2 Kcal/mol, suggesting a bigger Lo insertion than for the L,
peptide. Hence, it can be suggested that Lo as much as L, induce, first, a packing DPPC

effect on the liposome surface, which is a result of the peptide insertion in the
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membrane that occurs with the increase of peptides’ concentrations. In the Lo peptide
structure obtained by DM, it is observed that the tryptophan residues are distant, do not
suffer interaction. As for L; peptide, it is possible to visualize a big approximation of
these residues. And this behavior can be confirmed by the CD spectra as much as by the
Ramachandran diagrams.

Then, a probable interaction mechanism of Labaditin is initially based in the
hydrophobic interaction of the peptide with the lipidic membrane. Next, the peptide
adsorption on the lipidic surface occurs, where the peptides are directly in contact with
the lipids. Then, in a third step, the internalization process occurs with the consequent
conformational change of the peptide. This mechanism can be confirmed through
fluorescence, where we observed, initially, a discrete reduction of the emission Apax
followed by a constant plateau, as the peptide/lipid ratio is increased, where the
membrane adsorption occurs. After this plateau, a new reduction in the emission Am,x

values is observed, reaching a new plateau at 339 nm, insertion period.
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1. Introducao

1.1 Labaditina

A Labaditina ¢ uma macromolécula, peptidica, encontrada em plantas
superiores do género jatropha, da familia Euphorbiaceae, sendo também conhecida
popularmente por Jarak gurita (Indonésia) e Mana (Filipinas). Fitoquimicamente,
esse género € reconhecido por possuir numerosas classes de metabdlitos secundarios
como alcaldides, terpenos, lignanas e mais recentemente os peptideos ciclicos. Estas
moléculas isoladas da biomassa vegetal apresentam atividade antimicrobiana
(MENEZES e JARED, 2002; REDDY et al., 2004), antitumoral (JOHANSSON,
2001), citotéxica (AKE et al., 2004), anti-HIV (DALY et al., 1999; CRAIK et
al.,1999).

Os peptideos ciclicos pertencem ao grupo Caryophyllaceae (ZHOU et al.,
1999). Uma das caracteristicas dessas biomoléculas € a presenca de 7 a 10 residuos
com alta proporc¢ao de aminodcidos hidrofébicos (AUVIN et al., 1997). Bioboleina (9
residuos) e Labaditina (10 residuos), isolados de Jatropha Multifida, foram os
primeiros peptideos ciclicos desse grupo a serem descritos na literatura (KOSASI et
al., 1999).

Estudos demonstraram que a Labaditina apresentou poder inibitério sobre a
ativacdo da via cldssica do sistema complementar humano explicando a utiliza¢do da
planta como antiinflamatério na medicina popular (BARAGUEY et al., 1998).
Adicionalmente, em estudo recente (BARBOSA et al., 2006) a Labaditina revelou
expressivo poder inibitério da acetilcolinesterase (MARSTON et al., 2002). A
descoberta de compostos com atividade anticolinesterdsica é de grande importancia,
pois eles aumentam a funcao colinérgica central, e podem ser utilizados no tratamento
da doenca de Alzheimer e também em criangas com retardamento mental, buscando

1
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aumentar a sua capacidade cognitiva (TREVISAN e MACEDO, 2002).

Algumas drogas anticolinesterdsicas empregadas para o tratamento da doenca
de Alzheimer t€m em comum a habilidade de inibir a degradacdo da acetilcolina, estas
sdo denominadas drogas colinérgicas indiretas (GIACOBINI et al., 2000). Tal acdo
aumenta a concentracdo sindptica de acetilcolina (neurotransmissor), prolongando a
acdo de acetilcolina nos receptores.

Alternativamente estudos demonstraram que anticolinesterdsicos, incluindo
organofosforados e carbamatos, também agem diretamente no receptor nicotinico da
acetilcolina (nAChR), mecanismo de acdo neurotdxica direta (STORCH et al., 1995;
NAGATA et al., 1997). Estudos demonstraram que a Galantamina, farmaco
anticolinesterdsico, ndo altera a atividade dos receptores M1-M5, confirmando que ela
modula seletivamente a atividade de nAChRs (SAMOCHOCKI et al., 2003).

Tais mecanismos de acdo podem fazer que estas drogas aumentem a
neurotransmissao colinérgica nicotinica, ou seja, sao drogas de terapia sintomatica da
doenca de Alzheimer e de outras formas de deméncia que estdo associadas com o
déficit nicotinico (SAMOCHOCKI et al., 2003). Os receptores nicotinicos sao canais
de ions, o que torna a resposta mais rdpida quando comparados ao receptor
muscarinico, que trabalha em cascata at€ um mensageiro secundario.

Outra importante caracteristica do peptideo Labaditina é a composi¢do de
aminodcidos, uma vez que possui dois residuos de triptofano na sua estrutura. De
acordo com RIDDER et al. (2005) o triptofano tem papel fundamental na interacao da
biomolécula com membranas bioldgicas. Segundo estes autores, a substituicdo do
residuo por outro, também hidrofébico, diminui significativamente a interacdo do
peptideo com a membrana.

Assim, devido a grande capacidade de interagdo com membrana (XIAO e PEI,
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2008), estes peptideos t€ém ganhado um grande interesse biolégico e farmacoldgico.
Embora sua aplicacdo terapfutica possa se associar a problemas como a baixa
solubilidade em 4gua levando a uma baixa absorcdo, biodisponibilidade e alta
agregacdo da amostra. Para superar a baixa solubilidade de algumas drogas, certos
solventes organicos sdo usados na formulagcdo desses compostos, tal como etanol, ou
ainda compostos derivados de 6leo de ricino polietoxilado (TORCHILIN, 2004).

Os peptideos ciclicos s@ao também mais resistentes a degradacdo proteolitica
que seu andlogo linear, falta de grupos N ou C-terminal e reduzida liberdade
conformacional (XIAO e PEI, 2007). Além disso, a menor entropia associada com
essa maior rigidez faz estas biomoléculas terem maior afinidade e especificidade com
receptores (REZAI et al., 2006; XIAO e PEI, 2007).

Com base nas atividades bioldgicas exibidas, a Labaditina pode ser
considerada como um interessante prototipo no desenvolvimento de novos farmacos.
Aliado as técnicas de sintese de peptideos em fase sélida, o estudo de pequenos
peptideos ciclicos mostra-se uma poderosa vertente devido, principalmente, a
facilidade de obtencdo e as diversas modificagdes estruturais possiveis na cadeia
original do peptideo, possibilitando o desenvolvimento de moléculas mais bioativas.
Uma das estratégias vidveis para o conhecimento mais detalhado dos mecanismos de
acdo e interagdo dos compostos peptidicos é o estudo com sistemas de membranas
naturais (hemdcias) e artificiais (lipossomos) (NAKAMURA et al., 1998;
ANDERLUH et al.,, 1999). O conhecimento da relacdo estrutura-atividade da
Labaditina e seus andlogos € um fator importante para desvendar a forma mais
comum que a molécula assume enquanto exerce sua atividade (AUVIN-GUETTE et
al., 1999), pois seu modo de acdo ainda néo foi elucidado.

Uma das ferramentas utilizadas é espectroscopia de fluorescéncia do
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triptofano, sendo util para identificar mudancas estruturais dessas biomoléculas e sua
interagdo com membranas. Isto é possivel devido a alta sensibilidade do fluor6foro
indol ao ambiente que o cerca (CHATTOPADHYAY e LONDON, 1987; CHEN e

BARKLEY, 1998; POWL et al., 2003).

1.2 Sintese de peptideos

A quimica de peptideos tem demonstrado grande utilidade para a pesquisa
basica, pois esses compostos podem ser usados para estudos das propriedades
estruturais e das funcdes bioldgicas de proteinas e peptideos.

A sintese de peptideos em fase sdlida (SPFS) foi desenvolvida por
MERRIFIELD (1963), mas somente em 1984 ele foi agraciado com o Prémio Nobel
em Quimica (MARQUARDT e EIFLER-LIMA, 2001). Essa técnica baseia-se no
crescimento da cadeia peptidica, um residuo por vez, a partir da regido amino-
terminal. A regido carboxi-terminal, por sua vez, encontra-se presa covalentemente a
uma resina. Este tipo de sintese de peptideos foi publicada em diversas revisdes
(BARANY e MERRIFIELD, 1980; STEWART e YOUNG, 1984; ATHERTON e
SHEPPARD, 1989; ALBERICIO, 2000).

Existem dois protocolos bdsicos principais para a sintese in vitro de peptideos
em fase s6lida: a quimica Boc e a quimica Fmoc.

No protocolo da quimica Boc, a regido N-terminal do aminoécido € protegida
pelo grupo acido labil z-butiloxicarbonila (Boc), enquanto as cadeias laterais dos
aminodcidos sdo protegidas por grupamentos do tipo benzil e hexil. A sintese se
baseia em passos ciclicos de acoplamento, desprotecdo. Cada passo de desprotecao
resulta da clivagem do grupo Boc do aminodcido ligado a resina pela acdo do acido

trifluoroacético (TFA), liberando o grupo o-amino livre para o préximo passo de
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acoplamento. A clivagem final do peptideo da resina é realizada por meio da reagcdo
da peptidil-resina com 4cido fluoridrico (HF) anidro e supressores de reacdo colateral.
A necessidade de manipulacdo de 4cidos fortes, principalmente o HF e possibilidade
da degradacdo de aminodcidos sensiveis como o triptofano, sdo as principais
desvantagens desta técnica.

Na quimica Fmoc, a protecio do grupo amino ¢ feita pelo 9-
fluorenilmetiloxcarbonil (Fmoc) e as cadeias laterais dos residuos sdo protegidas por
grupos ferc-butil, tritil e terc-butiloxicarbonila, entre outros. O grupo Fmoc tem a
vantagem de ser base-14bil, ou seja, para a desprotecdo do grupo amino a resina ligada
ao peptideo protegido € colocado em contato com uma solugdo de piperidina 20%
(v/v) em DMF (Figura 1), uma mistura de fcil manipulagcdo. Além disso, a clivagem
da ligacdo peptideo-resina € realizada pelo TFA, fato que ndo é possivel na quimica
Boc, devido aos passos de desprote¢do. Desta forma, se evita a utilizagdo do HF. O
funcionamento de ambos os protocolos pode ser resumidamente descrito na Figura 2.

O acoplamento € realizado pela ativacido dos grupos carboxila do aminoécido
que serd acoplado com N,N'-diisopropilcarbodiimida/N-Hidroxibenzotriazol
(DIC/HOB), tetrafluoroborato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio/
N-Hidroxibenzotriazol/ N-etildiisopropilamina (TBTU/HOBt/DIEA. A desprotecao
do grupo Fmoc base - 1dbil é efetivada pela lavagem em solucdo 20%
piperidina/DMF, durante 20 minutos. Entre cada passo sdo efetuadas lavagens
subseqiientes com os solventes N,N - Dimetilformamida (DMF) e diclorometano
(DCM).

Apo6s cada etapa de acoplamento € efetuado teste de ninidrina (Figura 3) que,
em altas temperaturas, reage com grupos amino livres liberando um composto de cor

azul (STEWART e YOUNG, 1984). Este teste € adequado para indicar a presenca de
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Figura 1: Mecanismo de desprote¢ao do grupo amino-terminal do peptideo protegido
com o grupo base-ldbil Fmoc. Desprotecao realizada com solu¢do de piperidina 20%

(v/iv) em DMF (esquema retirado de: www.chempep.com/ChemPep-peptide-

synthesis.htm).
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Figura 2: Esquema de sintese de peptideos em fase sdlida utilizando os protocolos

Boc/Bzl e Fmoc/tBu (BARANY e MERRIFIELD, 1980; ATHERTON e

SHEPPARD, 1989; ALBERICIO, 2000).
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grupos amino livres e, portanto, indicativo da eficiéncia das etapas de acoplamento.

Este procedimento aumenta significativamente o rendimento final da sintese

peptidica.
() 0 0
T A H yridine [/ e e oy
HLK 2 g avmame N— |( )|+com
R f = S . ) +R—CHO
() 0 )
amino acid ninhydri Ruhemann’s purple

Figura 3: Reacdo do grupo a-amino de aminodacido e peptideos com ninidrina, usada

para monitorar acoplamento dos aminoécidos (STEWART e YOUNG, 1979).

A clivagem do peptideo ao final da sintese € realizada com o é&cido
trifluoracético na presenca de compostos que minimizagdo reagdes colaterais, como
por exemplo o coquetel contendo dgua 5%; fenol 5%; 1,2-Etanoditiol (EDT) 2,5%;

tioanisol 5%; TFA 82,5% (KING et al., 1990).

1.3 Estrutura Primaria e Secundaria

Peptideos sdao formados por subunidades chamadas aminodcidos. A ordem
dessas subunidades em uma cadeia peptidica (do grupo N-terminal para o grupo C-
terminal) é denominada estrutura primdria. A estrutura primdria distingue os
diferentes peptideos, afetando todas as propriedades quimicas e bioldgicas destas
moléculas.

A ligagao peptidica é formada entre um grupo a-carboxila de um residuo e um
grupo o-amino de outro residuo. A ligacdo C-N apresenta cardter parcial de dupla

ligacdo resultante do efeito de ressonancia presente entre os dtomos O-C-N
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(BRANDEN e TOOZE, 1991). O esqueleto peptidico resultante é uma série de
planos, o que impdem restricdes importantes no nimero de conformagdes que uma
proteina pode adotar. Assim, a estrutura principal da cadeia peptidica pode ser
descrita em termos dos angulos de rotacdo ou diedrais (Figura 5). Rotacdo da ligagcdo

Cq -N € indicada pelo angulo @ e a rotagcdo do C, —C pelo Y.

Carboxyl
terminus

Figura 5: Representacao dos angulos de rotacdo y e @ da cadeia principal peptidica

(NELSON e COX, 2002).

Ha alguns diferentes tipos de for¢as ndo covalentes envolvidas na estabilizacao
da conformacao peptidica. A forca primadria € a ligacao de hidrogénio. As outras sao a
interacdo hidrofébica, a ligacdo eletrostética e as for¢as de van der Waals. A ligacdo
de hidrogénio pode ocorrer entre os residuos de aminoacidos e, também, devido a isso
a cadeia peptidica pode arranjar-se conforme determinados padrdes de estruturas
caracteristicas, o que denominamos estrutura secunddria. Os trés tipos principais de
estrutura secundéria sdo a a-hélice, a folha-f e a dobra-fB, (Tabela 1), onde cada
conformacgdo apresenta seus angulos diedrais caracteristicos (CEIGHTON, 1993).
Esses valores dos angulos diedrais @ e ¥, quando distribuidos em diagrama, constitui

uma ferramenta de caracterizacdo quantitativa importante no estudo conformacional
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de proteinas e peptideos, denominada diagrama de Ramachandran.

Tabela 1: Angulos de rotagio tipicos para comuns estruturas secundérias (STRYER,

1996).
Angulos diedrais

Conformacao () T}
a-Hélice-mao direita 57 47
a-Hélice-mio esquerda -49 -26

Folha-f antiparalela -139 +135

Folha-f paralela -119 +113

Curva-f tipo I -60 (-90) -30 (0)
Curva-f tipo II -60 (+90) +120 (0)

A simulacdo da estrutura de peptideo por Dindmica Molecular (DM)
complementa as informagdes sobre o comportamento da molécula nos diferentes
meios. Ela permite através dos angulos diedrais, a obtencdo do diagrama de
Ramachandran e assim comparar os valores dos angulos y e ®. Nas simulacdes de
DM podemos obter, também, as coordenadas dos dtomos dos sistemas no decorrer das
simulacdes, assim como outras informagdes, tais como as energias de interacdo entre
os atomos dos sistemas em funcdo do tempo da ordem de nanosegundos. A partir das
coordenadas atdmicas presentes nas trajetorias pode-se fazer, por exemplo, cdlculos

de distancia entre 4tomos ou grupos de dtomos (MAZZE et al., 2008).

1.4 Dicroismo Circular
A espectropolarimetria baseia-se no desvio da luz circularmente polarizada
incidente em compostos quirais (ou assimétricos). Ela nos fornece a informacao sobre

a absor¢do desigual da luz, esquerda e direita, circularmente polarizada por moléculas
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ativas. Isto ocorre quando um grupo croméforo € parte de uma estrutura assimétrica,
ou quando € imobilizado dentro de um ambiente assimétrico (SCHMID, 1990;
NAKANISH et al., 1994; FASMAN, 1996).

Um feixe de luz plano polarizada pode ser decomposta em duas componentes
circularmente polarizadas, uma a esquerda (L) e outra a direita (L), Figura 4. Quando
a luz passa pela amostra e as componentes R e L ndo sdo absorvidos ou sdo
absorvidos em igual propor¢ao, nenhum sinal de CD ¢é registrado (Figura 4-I). Quando
essas componentes sdo absorvidas diferentemente, uma mais que a outra, a radiacdo
resultante (combinacao das componentes) € elipticamente polarizada (Figura 4-11).

Assim, o CD € definido como a diferenca entre a absor¢cdo das componentes
polarizadas a esquerda e a direita (AA). Baseado nisso, CD é a técnica ideal para
estudos de moléculas quirais em solugdo. Ela permite monitorar perturbacdes na
estrutura dos peptideos e proteinas quando estes interagem com outras moléculas ou
ainda em fun¢do de mudancas de pH ou adicdo de agentes desnaturantes através de
mudancas conformacionais, cujos espectros de CD entre a estrutura enovelada e
desenovelada sdo, usualmente, muito diferentes (RODGER e ISMAIL, 2000).

O espectro de dicroismo de proteinas apresentam duas regides espectrais
relacionada a luz UV, a regido préxima e regido distante. A regido distante (185-250
nm) € relacionado a estrutura secunddria de um peptideo ou proteina. A regido
proxima (250-300 nm) € relacionada com contribuicdes aromdticas, através
principalmente das interacdes dos aminodcidos fenilalanina, tirosina e triptofano,
embora transi¢cOes de ligacdes dissulfeto (cistinas) também contribuam para a total
intensidade de absor¢do, e podem ser correlacionadas com a conformagdo tercidria de

um peptideo ou proteina. (ADLER et al., 1973; CANTOR e TIMASHEFF, 1982;

SREERAMA et al., 1999).
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Figura 4: Origem dos efeitos dicroismo circular. (A) Componentes circularmente
polarizadas, direita (R) e esquerda (L), da radia¢do plano polarizada, sendo que em (I)
as duas componentes apresentam a mesma amplitude e quando combinados produz
radiagdo plano polarizada; e em (II) as componentes sdo de diferentes magnitudes,
com resultante (linhas trasejadas) polarizada elipticamente. (B) A relacdo entre
absor¢do e espectro de CD. Banda 1 nao € quiral; banda 2 tem um espectro de CD
positivo com L absorvido mais que R; analogamente a banda 3 tem uma banda

negativa no espectro de CD (KELLY e PRICE, 2000).
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Espectros de CD distintos tém sido descritos para conformacdes puras como
o-hélice (Figura 6), B-folha, curvatura B e também estrutura ao acaso (random coil).

A a-hélice € uma estrutura secunddria predominante em muitas proteinas.
Seus espectros de CD sdo caracterizados por uma banda negativa em 222 nm
(transicao n—m) e outra em 208 nm, a qual é parte de uma transicio T — T,
apresentando ainda uma banda positiva em 192 nm (GRESALFI e WALLACE, 1984;
RODGER e ISMAIL, 2000). De acordo como diagrama de Ramachandran, as o-
hélices correspondem a regiao @ = -60° e y = -40°. Nessas estruturas, as ligacoes de
hidrogénio entre o oxigénio e o nitrogénio tém tamanho de aproximadamente 2,86 A.
Essa estrutura varia, em tamanho, de 4 a 40 residuos, sendo 3,6 residuos por volta,
ocupando 1,5 A ao longo da hélice.

As caracteristicas gerais, de espectros de CD, para B-folha sdo uma banda
negativa em aproximadamente 216 nm e uma outra banda positiva em 195 nm
(BAYLEY, 1980). A curvatura [} apresenta no seu espectro de dicroismo uma banda
presentes em proteinas globulares estdo organizados na conformagdo [-folha
(WALTON, negativa em torno de 225 nm, referente a transicdio n — 7, uma forte
transi¢do T — 7 entre 200 nm e 205 nm, e uma forte banda negativa entre 180 e 190

z.

nm. E o elemento estrutural mais abundante nos peptideos e proteinas.
Aproximadamente 28% dos residuos 1981; CEIGHTON, 1993). A conformacdo [-
folha depende da ligacdo de hidrogénio intramolecular entre a cadeia peptidica
estendida individuais. De acordo com o diagrama de Ramachandran, as B-folhas
correspodem a regido ao redor de @ = 117° e y = 142°. A conformacdo desse
segmento € estdvel somente quando incorporado na B-folha, onde forma ligacdes de
hidrogénio com grupos vizinhos.

A terceira forma comum de estrutura secunddria dos peptideos e proteinas € a
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Figura 6: Espectro de CD-UV distante tipicos de estruturas secunddrias de peptideos:

(1)a-hélice; (2)B-folha; (3) Curva- B; (4) Espiral ao acaso; (KELLY e PRICE, 2000).
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curva-f, que compde aproximadamente 25% dos residuos de proteinas globulares
(CEIGHTON, 1993; CHOU e BLIM, 1997). Uma curva-f envolve 4 residuos
consecutivos para encurvar a cadeia peptidica por aproximadamente 180 graus. Esta
conformacgdo (Figura 7) € frequentemente estabilizada por uma ligacao de hidrogénio

entre o oxigénio carbonil do residuo (i) e préton da amida do residuo (i+3).

Figura 7: Conformacgdo caracteristica de curva-B, composta por 4 aminoécidos

(STRYER, 1996).

Finalmente, um espectro de CD tipico de estrutura ao acaso (random coil) é
caracterizado por um forte sinal de CD negativo abaixo de 200 nm (Figura 6) e uma
banda positiva em cerca de 218 nm para muitos sistemas (RODGER e ISMAIL,
2000).

Uma das aplicacdes desta técnica consiste na utilizagdo dos resultados obtidos
para a determinacdo das porcentagens das estruturas secunddrias de uma proteina,
através de um processo de desconvolucdo, pois o espectro de CD de proteinas
observado é um somatério dos sinais de todas as conformagdes secundarias
(SREERAMA et al., 1999). Uma variedade de métodos tem sido proposta para

estimar as fracoes de estrutura secundéria de proteinas (CHEN et al., 1972, 1974;
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BRAHMS e BRAHMS, 1980; HENNESSEY e JOHNSON, 1981; VAN STOKKUM
et al., 1990; SREERAMA ¢ WOODY, 1994). Os métodos analiticos desenvolvidos
para a desconvoluciao do espectro de CD de proteinas sdo baseados na combinacdo

linear entre o espectro e a estrutura secundaria (SREERAMA e WOODY, 1994).

1.5 Fluorescéncia

Esta € a técnica espectroscOpica mais sensivel disponivel para estudos
conformacionais. Ela é representada por um fendmeno com dois estdgios distintos:
excitacdo e emissdo. Um fluor6foro absorve um féton de luz, onde um elétron do
orbital Highest Occupied Molecular Orbital (HOMO) é promovido do estado
fundamental para um estado excitado, permanecendo neste estado por poucos
nanosegundos, voltando para o nivel vibracional fundamental por meio da conversdao
interna (processo ndo radiativo), ou com emissdo de luz, processo denominado
fluorescéncia (Figura 8).

A intensidade de fluorescéncia da amostra depende tanto da eficiéncia de
absor¢do da luz quanto da eficiéncia de emissao do foton a partir de um fluoréforo
excitado (JOHNSON, 2005).

Esse processo resulta de uma transi¢do singleto-singleto, observada através do
retorno do estado excitado para o estado fundamental, ou seja, perda de energia
inicialmente absorvida por processos radiativos (fluorescéncia ou fosforescéncia) ou
nao-radiativos (conversao interna, cruzamento entre sistemas ou supressao).

O estado singleto € caracterizado por possuir tempo de vida curto, sendo que o
decaimento por fluorescéncia ocorre entre 10 e 10 segundos. Os elétrons do estado
singleto excitado e do estado fundamental possuem spins anti-paralelos, sendo uma

transicao permitida.
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Os espectros de fluorescéncia sdo deslocados para comprimentos de onda

maiores, menor energia, que os da banda de absor¢cdo, também denominado de

deslocamento de Stokes (LAKOWICZ, 1983).

O sinal de fluorescéncia pode ser analisado por multiplos caminhos, incluindo

sua intensidade, tempo de vida, energia (A), e liberdade rotacional para revelar

diferentes aspectos da estrutura, interacdo, mecanismo ou processos (JOHNSON,

2005). Por isso eles sdo usados nos estudos estruturais de biomolécula devido a

presenca de cromoéforos naturais, fenilalanina, tirosina e triptofano, sendo este tltimo

o fluoréforo mais intenso, devido ao anel indol (CANTOR, 1980; LAKOWICZ, 1983;

Ross et al., 1992; CHEN e BARKLEY, 1998).

excited
S \ higher energy
: 4 Fd triplet states
> 1
5 absorbed
c
it
- Exc:,;mgt emitted .
fluorescence triplet
light states
S * phosphorescence
0
ground state

Figura 8: Diagrama de Jablonski para a absor¢do de fétons do estado fundamental

(So) para os estados singleto excitados (S; e S;). Em cada nivel de energia eletronico

existe uma série de niveis de energia vibracionais (LAKOWICZ, 1999).

17



Introducio

Os residuos de triptofano podem ser seletivamente excitados em
comprimentos de onda de 280 nm, apresentando um pico maximo de absor¢do em
torno de 340 nm (LAKOWICZ, 1983). Além disso, sdo observadas tanto mudangas de
intensidade quanto deslocamentos no pico de fluorescéncia. A emissdo de residuos de
triptofano em um peptideo pode ser maior ou menor que a emissdo de triptofano livre
em solucdo aquosa. Conseqiientemente, tanto um aumento quanto uma diminuic¢do da
intensidade de fluorescéncia pode ocorrer através de alteracdo da estrutura da
biomolécula (SCHMID, 1990).

A fluorescéncia dos fluoréforos depende do ambiente que os circunda, pois a
interagdo destes com moléculas do solvente altera a energia do estado excitado e,
conseqiientemente, a freqiiéncia de emissdo (LOURA et al.; 2004). A resposta destas
propriedades especiais como conseqiiéncia da alteracdo de polaridade, pH,
temperatura, ligacio a membranas e da adicdo de supressores pode ser usada para
caracterizar propriedades conformacionais de proteinas e peptideos.

A supressao de fluorescéncia refere-se a qualquer processo que contribua para
a decaimento do estado excitado, excluindo-se os radiativos. Entre esses processos
destacam-se: colisdes entre moléculas (102 segundos), formagdo de complexos. Na
supressdo por colisdo, o fluoréforo perde energia para o supressor durante o tempo de
vida do estado excitado; ou seja, o supressor colide com o doador em seu estado
excitado e neste processo o doador volta ao seu estado fundamental sem emitir fétons.
No segundo tipo de supressdo, formagdo de complexos, o doador e o supressor se
unem formando um complexo ndo fluorescente; esta unido pode ocorrer tanto no
estado fundamental quanto no estado excitado. A supressdao de fluorescéncia € um
método ttil na determinacdo da interacdo dos fluor6foros em membranas, ou seja,

obtemos informacdes do ambiente ao redor do fluor6foro (SHAI, 1999).
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A anélise quantitativa da supressdo de fluorescéncia € realizada empregando a
equacdo de Sterm-Volmer, que relaciona a supressdo da fluorescéncia com a
concentracdo da molécula supressora [Q]:

Fo/F = 1+Ksv [Q] (Equacao 1)
onde Fo ¢ a intensidade de fluorescéncia do peptideo na auséncia do supressor, F € a
intensidade de fluorescéncia em uma concentracdo determinada do supressor, e Ksv é
a constante de Stern-Volmer. A maior inclinacdo da reta indica maior supressdo da

fluorescéncia.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Com base nas atividades bioldgicas exibidas e ao elevado cardter hidrofébico,
a Labaditina configura-se como um importante protétipo no desenvolvimento de
novos farmacos. Com isso torna-se fundamental o conhecimento detalhado acerca de
seus mecanismos de acdo e alteracOes estruturais frente a membranas bioldgicas e
outros meios, os quais até hoje ndo foram estudados.

Com auxilio das técnicas de sintese de peptideos em fase sélida serd
sintetizado o peptideo Labaditina e seus andlogos modificados buscando avaliar a
importancia da estrutura ciclica e dos residuos de triptofano que apresentam papel
importante na interacdo peptideo-membrana. Por isso essas biomoléculas serdo
estudadas por dicroismo circular (andlise das mudancgas estruturais), fluorescéncia
(elucidag@o dos mecanismos de a¢cdo) e calorimetria (determinacdo das mudancas de
dindmica estrutural na membrana causada pelo peptideo bem como parametros de
desnaturacdo e constantes de ligacdo do peptideo). Esses estudos serdo efetuados e
avaliados em diversas condi¢des, incluindo interacdes com sistemas de membranas
naturais (hemdcias) e artificiais (lipossomos), com o propdsito de poder entender o
possivel mecanismo de agdo desses peptideos. Além dos estudos de interacdo e
modificacdo estrutural avaliaremos as atividades citotoxica e hemolitica, com o

objetivo de buscar novas possibilidades de aplicagdes terapéuticas.
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2.2 Objetivos especificos

1. Sintetizar e purificar o peptideo Labaditina e andlogos na forma linear e com
substituicdes de um ou mais aminodcidos;

2. Avaliar o efeito do pH, temperatura e de agentes desagregantes/desnaturantes
na estrutura secunddria dos diferentes peptideos;

3. Estudar a importancia da conformacdo ciclica e dos residuos de triptofano na
busca de moléculas mais bioativas frente a estudos comparativos, utilizando-se
de sistemas de membranas artificiais e naturais;

4. Analisar as alteracdes conformacionais que essas biomoléculas podem sofrer
pela interacao com lipossomos;

5. Analisar atividades bioldgicas, citotéxica e hemolitica dos diferentes

peptideos sintetizados.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Sintese dos peptideos

A estratégia utilizada para a sintese da labaditina (Lo) e dos andlogos L;, Ly,
L3, L4 e Ls foi a Fmoc/tBu. A sintese foi realizada em resina do tipo Wang, com grau
de substituicdo de 1,3 mmol/g. O primeiro aminoécido, glicina, foi acoplado usando
um método alternativo com 10 vezes de excesso em duas etapas (6 equivalentes na
primeira reacdo e 4 equivalentes na segunda reacdo). Para isso 0,923 g da resina foi
solvatada em dimetilformamida (DMF) por 30 minutos. Em seguida, na primeira
reacdo 7,2 mmol (escala de sintese de 1,2 mmol) do aminodcido Fmoc-glicina foi
solubilizado em DMF, acrescido de 2 mmol de DIC e 0,04 mmol de 4-
Dimetilaminopiridina (DMAP), agentes acoplantes e adicionados a resina. Esta
solugdo, acrescida por diclorometano (DCM), foi agitada por 2 horas. O mesmo foi
realizado na segunda reagdo, porém com 4,8 mmol do aminodcido Fmoc-glicina
(4eq.).

Ap6s o acoplamento do primeiro aminodcido a resina seca foi pesada obtendo-
se 1,2321 g. Essa massa foi dividida em trés partes, sendo 421,0 mg, escala 0,4 mmol
(quantidade de grupos reativos disponiveis na resina) para os peptideos Lo e L;; 413,2
mg (0,4 mmol) para os peptideos L4 e Ls; 205,0 mg (0,2 mmol) para o peptideo L,; e
209,1 mg, e (0,2 mmol) para o peptideo Ls. Os peptideos Lo e L; foram feitos juntos e
separados apenas apds a clivagem, ja os peptideos L4 e Ls foram sintetizados juntos
até o penultimo aminodcido, pois diferem no ultimo residuo. Todos os aminoéacidos,
exceto glicina, foram acoplados usando 3 vezes de excesso (3 equivalentes).

O protocolo Fmoc/tBu (Figura 9) consiste de passos ciclicos de acoplamento e

outros aminodcidos). A desprotecdo da cadeia peptidica, retirada do grupo Fmoc base-
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IMIiCIO
2 X DMF -
1 x 20% piperidina em DMF DESFROTECAC
1 x 20% piperidina em DMF por 20 min. HEUTEALIZACAC
2 X DMF
2 X DMF
2XDCM
P 0.6 Eq. de Fmoc-aa + DIC/HOBt
ACOPLAMENTO
em DCMJIDMF (1:1, vIv)
[duragdo 1 a2 horas]
2 X DMF
2XDCM
PROXIMO CICLO

Teste de Ninidrina MNegative

FPositive

Figura 9: Representacdo em fluxograma do protocolo de sintese empregando-se a
metodologia Fmoc/tBu.
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14bil, foi efetivada através da lavagem em solug¢do 20% piperidina/DMF durante 20
minutos. Apds cada acoplamento e desprote¢do foram efetuadas lavagens com os
solventes organicos DMF e DCM, respectivamente, seguido do teste de ninidrina.
Antes de cada acoplamento a resina foi solvatada (“inchada”) com DCM.

Para a obtencdo dos peptideos Ls . Ls, antes do acoplamento do ultimo
aminodcido, a peptidil-resina foi seca e pesada, obtendo-se 0,5993g. Essa massa foi

dividido em dois lotes iguais, desprotegida e o ultimo residuo acoplado.

3.2 Clivagem dos peptideos

A clivagem do peptideo-resina foi realizada, separadamente, pela reacdo com
uma solucdo contendo 5% dgua ultra pura (Millipore® Direct Q), 2,5% fenol, 2,5%
EDT, 5% tioanisol e 82,5% TFA, chamado de reagente K (KING et al., 1990),
durante duas horas, na proporcdo de 10 mL/g peptidil-resina. Apds esse tempo, 0s
peptideos foram precipitados com éter etilico a 4°C, filtrados em uma placa porosa e
separados da resina através da extracdo com uma solu¢do 50% solvente A / 50%
solvente B (Solvente A: 0,045% TFA/H,O e Solvente B: 0,036% TFA/acetonitrila).
Essa solucdo, 50% solvente A / 50% solvente B mais o peptideo, foi concentrada a
baixa pressdo e liofilizada, obtendo-se um pd branco posteriormente identificado e

caracterizado por CLAE.

3.3 Ciclizacao do peptideo

Apo6s a clivagem e caracterizacdo o peptideo L; foi ciclizado obtendo o Lo
(BARAGUEY et al., 1998). Para isso 128,3 mg de peptideo linear (L;) foi
solubilizado em DMF (101 mL). Acrescentou-se HBTU (10 equivalentes),

trietilamina (5 equivalentes). Apds agitacdo por duas horas o peptideo foi extraido
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através de um funil de separacdo, com acetato de etila (AcOEt). O volume obtido

nessa extragdo foi concentrado a baixa pressao, liofilizado e analisado em CLAE.

3.4 Purificaciao dos peptideos

A purificacio de cada um dos peptideos brutos foi realizada em HPLC
Shimadzu LC-10A/C-47A, com detector Diode Array SPD-M 10A VP (preparativo)
com coluna 300 mm x 19 mm; particula de 15 pum; C,;s, Ultrasphere. A determinagdo
das fragdes puras foi realizada, analiticamente, em HPLC Shimadzu LC-10A/C-47
(analitico) com coluna 4,6 mm x 25 cm; particula de 5 pum; ODS - Ultrasphere.

As condi¢Oes cromatograficas tanto para o modo preparativo quanto analitico

estdo detalhadas a seguir:

Modo Preparativo

Solventes A: 0,045% TFA/H,0O
B: 0,036% TFA/ACN

Gradiente(Lo) 45% - 75% de solvente B em 90 min
Gradiente(L;) 35% - 55% de solvente B em 90 min.
Gradiente(L,) 35% - 55% de solvente B em 90 min
Gradiente(L;) 30% — 50% de solvente B em 90 min.
Gradiente(L,) 25% - 45% de solvente B em 90 min.
Gradiente(Ls) 25% - 45% de solvente B em 90 min.
Fluxo 4mL/min
Comprimento de onda de deteccao 220 nm.
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Modo Analitico

Solventes A:0,045% TFA/H,O

B: 0,036% TFA/ACN

Gradiente(L,): 1socratico 53% de solvente B
Gradiente(L,): i1socratico 45% de solvente B
Gradiente(L,): i1socratico 45% de solvente B
Gradiente (L;): 1socratico 38% de solvente B
Gradiente(L,): 1socratico 35% de solvente B
Gradiente(Ls): i1socratico 35% de solvente B
Fluxo 1,0mL/min
Comprimento de onda de deteccio: 220 nm.

3.5 Espectrometria de Massas

A massa molecular de cada peptideo foi determinada utilizando um
espectrometro de massas ultrOTOFq - ESI-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA,
EUA). As amostras foram introduzidas diretamente na fonte de ionizagdo, via bomba
de infusdo, com um fluxo de 10 uL/min. A voltagem do capilar foi mantida a 3 kV e a
temperatura do gids de desolvatacdo a 250°C. Os experimentos foram realizados

utilizando o modo positivo, sendo o nitrogénio o gas de colisdo.

3.6 Preparacao de lipossomos

Lipossomos constituidos por dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) foram
preparados pelo método de extrusdo dissolvendo-se 1 mg/mL desse lipidio em
cloroférmio. A remocdo do solvente organico foi realizada passando-se um fluxo de
gds N, pela solugdo (evaporacdo), que em seguida foi mantido a vacuo por 2 horas. O
filme formado foi ressuspenso em tampao TRIS 50 mM, pH 7, aquecido em banho

seco (60°C) e agitado de 10 em 10 minutos durante lhora. Essa emulsdo lipidica de
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sistemas multilamellares foi, através de um aparelho extrusor (Liposofast, da Avestin,
Ottawa, Canadd), fracionada (rompida) pela passagem por uma membrana de
policarbonato com diametro de poro de 100 nm, por cerca de 20 vezes, resultando em

sistemas unilamelares (lipossomos).

3.7 Determinacao do diametro dos Lipossomos

A estabilidade dos lipossomos foi avaliada medindo-se a distribuicdo de
tamanho das particula por espalhamento de luz dindmico (equipamento Beckman
Coulter, modelo N5). Com o objetivo de obter um adequado ajuste da intensidade do
aparelho as amostras de lipossomo foram previamente diluidas. A estabilidade dessas
estruturas também foi acompanhada na presenca de diferentes concentracdes de
metanol (MeOH) e em diferentes propor¢des peptideo/lipossomo, apds 2 horas de

incubacdo a temperatura ambiente.

3.8 Determinacio da concentraciao dos peptideos

A concentracdo  das solucdes  peptidicas  foi  determinada,

espectrofotometricamente, considerando o coeficiente de extincdo molar (€) do

triptofano igual a 5600 M"'.cm™ (CREIGHTON, 1997). O coeficiente de extingio
molar dos diferentes peptideos foi determinado em funcdo da quantidade de residuos

triptofano presente na molécula, conforme a equacgdo abaixo e estdo listados a seguir:

€ peptideo = (N° de Trp) . € (trp)
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Peptideo Coeficiente de extin¢cao molar do
peptideo () M'.cm™
Lo 11200
L, 11200
L, 5600
L 5600
Ly 11200
Ls 5600

A determinacdo da concentragdo dos peptideos segue a lei de Beer-Lambert,

conforme:

Absorbanciasoum = € peptideo . b(em) . C (mol/L)

3.9 Ensaios de Fluorescéncia de Triptofano

Os ensaios de absor¢do e emissdo foram realizados em cubetas de quartzo de

caminho 6tico de 0,5 cm em fluorimetro Spectronic SLM 8100 a 25°C.

Foram tituladas solugdes do peptideo (Lo e L;), separadamente, com

lipossomos constituidos de DPPC. A excitacdo dos peptideos foi feita no

comprimento de onda de maxima absor¢cdo do triptofano, 280 nm. O espectro de

emissao de fluorescéncia foi obtido em uma faixa de 300 a 450 nm.

A intensidade de fluorescéncia e os comprimentos de onda de maxima (Amgx)

emissdo foram obtidos, para cada peptideo, em meio aquoso, pH 7,0 e também na

presenca de lipossomos constituidos de DPPC.
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Os estudos foram realizados adicionando o peptideo até a concentragdo
méxima de 50 uM, empregando-se uma proporcdo peptideo/lipideo (P/L) de 73.107.
O espectro de emissdo € 0 Amg de emissdo foram utilizados na andlise do

comportamento estrutural do peptideo.

3.10 Supressao de Fluorescéncia
A supressao de fluorescéncia foi realizada adicionando-se, sucessivamente, 5
uL da solucdo 6 M de acrilamida numa solucdo 50 uM de peptideo (P/L = 73.10) até

a concentracao final de 100 mM de acrilamida.

3.11 Ensaios de Dicroismo circular (CD)

Os espectros de CD na regiao UV - distante foram adquiridos de 190 a 250
nm, em um espectropolarimetro JASCO modelo J-810 equipado com célula
termostatizada do tipo Peltier. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente
utilizando uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 mm (KELLY et al., 2005)

e 0s parametros para a coleta dos espectros foram:

Parametros
Resolucdo 0,5 nm
Velocidade de Varredura 10 nm/min
Tempo de Resposta 2s
Largura de Banda I nm
Acumulagdes 6

Empregando-se esta técnica foram realizados os seguintes estudos:

29



Materiais e Métodos

3.11.1 Efeito de solventes
Os espectros de CD dos peptideos Lo e L; (100 uM) foram obtidos em
diferentes meios (Metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e &4gua. Os solventes

utilizados apresentam pureza acima de 99,95%.

3.11.2 Efeito de Concentracao do peptideo
Os espectros de CD para os peptideos Lo e L; foram realizados em meio

aquoso variando-se a concentragdo de 5 a 270 uM, pH7,0.

3.11.3 Efeito de pH

Os espectros foram coletados submetendo os peptideos Lo e L; (100uM) em
meio aquoso a diferentes valores de pH, na faixa de 1 a 10, utilizando HCI e NaOH
(PAYNTER e RUSSELL, 2002). Os peptideos foram incubados por 2 horas em cada

pH, o qual foi avaliado por meio de um pHmetro, antes da coleta dos dados de CD.

3.11.4 Efeito de Temperatura

Os espectros foram coletados em meio aquoso, pH 7,0, numa faixa de 10 a
70°C, com incrementos de 5°C cada, utilizando-se um sistema Peltier. As amostras
dos peptideos Lo e L; (100 uM) foram incubadas por 1 min na temperatura de anélise,

antes da coleta dos espectros.

3.11.5 Efeito de Variacao do TFE
Os peptideos Lo e L; (100uM) foram incubados, por 2h, em porcentagens
crescentes de TFE, variando na faixa de 10 a 90%, e em seguida foram coletados os

espectros de CD.
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3.11.6 Efeito da Guanidina
Os peptideos Lo e L; (100uM) foram incubados por 2h em meio aquoso (pH
7,0) na presenca de concentracdes crescentes de cloreto de guanidina, variando de

0,01 a 6,0 mol/L e em seguida foram coletados os espectros de CD.

3.11.7 Efeito de Interacao com Lipossomos
Os peptideos Lo e L;, em diferentes concentragdes, foram incubados por 2h
com lipossomos constituidos de DPPC até a proporcao P/L = 73.10°. Os espectros

foram coletados a partir dessas solugdes, pH 7,0.

3.12 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os estudos de calorimetria foram realizados utilizando um aparelho N-DSC 1II:
Differential Scanning Calorimeter da empresa Calorimetry Sciences Corporation
(CSO).

A amostra de lipossomo e a referéncia (tampao) foram inicialmente desaeradas
e aplicadas no compartimento do calorimetro (300 uL de cada). Foi realizada uma
varredura de temperatura de 10 a 90°C, com velocidade de aquecimento de 1,0°C/min
e uma varredura de 90 a 10°C com velocidade de resfriamento de 1,0°C/min. Esse
ciclo foi repetido por pelo menos mais 1 vez. Um sistema de controle aumenta
imediatamente a energia fornecida para a amostra quando o processo € endotérmico, e
aumenta a energia fornecida para a referéncia quando o processo € exotérmico,
conservando assim o sisttma com a mesma temperatura. Um grafico da energia
fornecida pelos aquecedores é formado, possibilitando quantificar as transformacdes,

uma vez que a compensacdo de poténcia € proporcional a energia envolvida na
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reacao.
Foram avaliadas por DSC amostras de lipossomos constituidos de DPPC puros

e também na presenca de diferentes concentracdes de peptideos (0 a SO uM).

3.13 Efeito Hemolitico dos peptideos

Os eritrécitos foram isolados de sangue recém coletado humano (onde eu fui a
doadora). O sangue foi centrifugado (4730 xg por 15min a 4°C) em citrato de sddio
3,8% (1:4 v/v) e o sedimento lavado por mais 3 vezes nesta mesma solugdo.
Finalmente sedimento foi ressuspenso em solucdo salina PBS (10 mM Na,HPO,, 2
mM KH,PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH 7,4). Foram incubados 2x10’
eritrocitos (determinado por camara de Neubauer), em tampao PBS, e 10% MeOH
com diferentes concentragdes dos peptideos (em concentragdes previamente
determinadas), por 30 minutos a 37°C. A solucdo foi entdo centrifugada (4730 xg por
10min, 4°C) para a retirada das células lisadas. A liberacio de hemoglobina,
determinada através da absorbancia do sobrenadante em 414nm em espectrofotometro
foi correlacionada com a lise dos eritrdcitos.

A lise maxima das células (100%) foi obtida pela incubacao de uma suspensao
de hemdcias com 0,1% (v/v) de Triton X-100. A porcentagem de hemdlise foi

determinada através da equacdo abaixo:

[(A414amostra analisada) — (4414 em PBS + 10%Me0H))]
[(A4414 em 0,1% de Triton) — (A414em PBS + 10%Me0H)]

0g Hemolise =
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3.14 Efeito Citotoxico dos peptideos

O teste de citotoxicidade foi realizado com os peptideos Lo e L;, utilizando-se
as seguintes linhagens bacterianas: Gram positiva (Streptococcus mutans) e Gram
negativa (Aggregatibacter actinomycetemcomitans).

Antes da incubacdo com diferentes concentracdes da solugdo peptidica (0,5 e
100 uM), a suspensdo bacteriana foi previamente incubada para atingir o meio da
fase exponencial (10° UFC/mL). Em seguida foi serialmente diluida em PBS para a
obtencdo de 10° UFEC/mL. Apoés este procedimento, ImL da suspensdo de cada
bactéria foi incubada com os peptideos, nas concentragdes de 5 e 100 uM , durante
10 min. Apds este periodo de incubacdo com os peptideos 50uL da suspensdo foi
inoculada em meio TSA (Tryptic Soy Agar) (Acumedia, Michigan, USA), utilizando
a técnica de semeadura " Spread Plate ". As placas foram colocadas em uma jarra de
microaerofilia e incubadas a 37°C por 24 e 72 horas para as bactérias Streptococcus
mutans e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, respectivamente. Em seguida foi
realizada a contagem das placas, através do contador de col6nias Phoenix, para

determinar o nimero de UFC/mL. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

3.15 Simulacio de Dinamica Molecular (DM)

Todas as simulacdes realizadas, incluindo o preparo dos sistemas e
minimizacdes de energia, foram conduzidas com o pacote GROMACS (“GROnigen
MAChine for Simulation”) (VAN DER SPOEL et al., 2005). Foram construidos dois
sistemas com cada peptideo (Lo e L), colocado no centro de caixas cubicas contendo
dgua e fons para neutralizar a estrutura do peptideo.

Os peptideos foram modelos pelo campo de forca GROMOS96 (ref). As

ligacdes covalentes foram restritas pela aplicagdo do algoritmo LINCS (HESS et al.,
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1997) ao mesmo tempo em que as moléculas de dgua, modelo SPC (ref), foram
mantidas estruturalmente estaveis pelo algoritmo SETTLE (MIYAMOTO e
KOLLMAN, 1992). A temperatura (298 K) foi controlada pelo algoritmo de
Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) com constante de acoplamento de tempo de
0,1 ps. Todos os sistemas também foram mantidos a pressdo constante de 1 bar
através do algoritmo de berendsen (BERENDSEN et al., 1984) com constante de
acoplamento de 0,5 ps. Foi aplicado um raio de corte em 1 nm para as interacdes
intermoleculares com o método “particle-mesh Ewald” (DARDEN et al., 1993) para
corregdes das interacdes de longo alcance. As equagdes de movimento nas simulagdes
por DM foram integradas com o algoritmo “leap-frog” (HOCKNEY et al., 1974) com
intervalo de tempo 2 fs. Os dados foram obtidos em colaboracdo com o Grupo de
Simulacdo Molecular pelo Dr. Carlos Fuzo e sob a coordenacdo do Prof. Dr. Léo

Degreve

3.16 Diagrama de Ramachandran

Os modelos obtidos por DM foram avaliados através do diagrama de
Ramachandran (RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN, 1968), obtido por meio do
programa Swiss-Pdb Viewer (Ca.expasy.org/spdbv/) (GUEX; PEITSCH, 1997).
Através desse software foram avaliados os angulos diedrais (angulos de tor¢do ¢ e vy

que compdem a estrutura principal do peptideo), obtidos por DM.
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Figura 10: Representacio de uma ligacdo peptidica e seus respectivos angulos
diedrais, phi (¢) e psi (y). Os angulos @ e y sdo responsdveis pela variagdo
conformacional da cadeia principal, o que torna a cadeia polipeptidica flexivel

(NELSON e COX, 2002).
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