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RESUMO

Paulino, J. Estudos Conformacionais de Peptideos Correspondentes a Regiao
N-terminal das Toxinas Protéicas Esticolisina | e Il. 2010. 150p. Dissertacéo
Mestrado - Programa de Pdés-Graduagdo em Bioquimica. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sédo Paulo.

Esticolisinas | e Il (S tl e St Il), citolisinas pertencentes a familia das
actinoporinas, da anémona Stichodactila heliantus, formam poros em membranas
biolégicas e modelo onde seu receptor putativo € esfingomielina (SM). A ligacdo das
actinoporinas a membranas ocorre pelo ancoramento da proteina a interface lipidio-
agua, por uma regido rica em residuos aromaticos. Evidéncias apontam para o papel
fundamental da regido N-terminal para formacdo do poro. O mecanismo proposto
para a formacdo do poro consiste na ligacdo da toxina a interface membrana-agua,
oligomerizacdo, e dissociacdo da regido N-terminal do corpo da proteina, cuja a-
hélice anfipatica interaje com a bicamada, levando a formacédo de um poro toroidal.
Estudos com peptideos correspondentes a regidao N-terminal de St Il e equinatoxina Il
(Eqt 1) mostraram que estes fragmentos adquirem conformacdo em a-hélice na
presenca de membranas modelo, possuindo a capacidade de formar poros em
membranas bioldgicas e modelo, mimetizando o comportamento desta regido nas
proteinas. St | e St Il, que possuem 93% de identidade, apresentam atividades
hemoliticas distintas, sendo St Il mais ativa. Estudos mostraram que fragmentos da
regidao N-terminal de St | e St Il possuem atividades hemoliticas diferentes, e que os
primeiros dez residuos de St Il tem papel importante na lise, e na agregacdo. Para
compreender a nivel molecular a interacdo entre o N-terminal das toxinas com
membranas e sua dependéncia da composicao lipidica, foram realizados estudos de

dicroismo circular (CD) e ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) da interacdo



de quatro fragmentos da regido N-terminal de St | (St 1131 € Stlio.31) € St (St 130 €
St Il11-30) com membranas modelo - bicamadas e micelas.

A interagdo peptideo-membrana mostrou-ser dependente: da sequéncia, e da
composicdo lipidica. Espectros de CD mostraram que a ligacdo dos peptideos
promove aquisicdo de estrutura helicoidal; em solucdo os peptideos possuem
essencialmente estrutura ao acaso. O efeito da ligacdo dos peptideos sobre a
organizacdo molecular dos lipidios foi monitorado por EPR. Os espectros de EPR
mostraram que a ligacdo a bicamadas e micelas leva ao aumento da organizacéo
molecular dos lipidios, St ll;.30 alterando o empacotamento molecular em maior
extensdo. A incorporacdo de lipidios negativamente carregados e de lipidios
formadores de microdominios ordenados aumentou a afinidade dos peptideos pelas
membranas modelo, especialmente em propor¢des molares onde ocorre a formacao
desses microdominios. Os resultados também indicaram que apenas St ll;30
promoveu alteracfes significativas no espectro de um marcador de spin fosfolipidico
marcado em C16 da cadeia acila incorporado em vesiculas multilamelares (MLV),
sugerindo que apenas este peptideo penetra na bicamada, enquanto que os demais
permanecem preferencialmente na interface.

Os peptideos interagiram de forma diferente com micelas e bicamadas,
provavelmente devido a diferengcas no empacotamento molecular nos dois sistemas.
A interacdo diferencial dos peptideos com bicamadas e micelas poderia refletir as
interacbes com a membrana em diferentes etapas da formacdo do poro toroidal.
Considerando a curvatura positiva na parede de um poro toroidal, a interacdo com
micelas poderia estar mimetizando a topografia desse ambiente.

Palavras Chave: Dicroismo Circular, Ressonancia Paramagnética eletronica,

Membranas Modelo, Esticolisinas, peptideos.
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ABSTRACT

Paulino, J. Estudos Conformacionais de Peptideos Correspondentes a Regiao
N-terminal das Toxinas Protéicas Esticolisina | e Il. 2010. 150p. Masters Thesis -
Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo,
Séo Paulo.

Sticholysins | and Il (S tl and St II), belong to the actinoporins family and are
produced by the anemone Stichodactila heliantus. The toxins form pores in biological
and model membranes, their putative receptor being sphingomyelin (SM). Binding of
actinoporins to membranes occurs via anchoring of an aromatic amino acid-rich region
to the lipid-water interface. Evidences point to the importance of the N-terminal region
for pore formation. The mechanism proposed for pore formation consists of toxin
binding to the membrane-water interface, oligomerization, and dissociation of the N-
terminus from the body of the protein. Next, the amphipathic a-helix in this region
interacts with the bilayer, forming a toroidal pore. Studies of peptides from St Il and
equinatoxin Il (Eqt 1) N-terminus showed that they acquire a-helical conformation
upon binding to model membranes and form pores in biological and model
membranes, thereby mimicking the conformational and functional behavior of this
region in the proteins. St | and St 1l (93% identity) display different hemolytic activity,
St Il being more active. Studies showed that fragments of St | and St Il N-terminus
also display different hemolytic activity, and that the first ten residues of St Il play are
important for lysis and peptide aggregation. In order to understand at the molecular
level the N-terminus-membrane interaction, as well as its dependence on lipid
composition, circular dichroism (CD) and electron paramagnetic resonance (EPR)
studies of the interaction between four fragments of St | (St 1;.3; and S t l;,.31) and St |l
(St ll1.30 and St ll11.30) with model membranes — bilayers and micelles - were

performed.
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The interaction was found to depend on peptide sequence, and lipid
composition. CD spectra showed that peptide binding promotes acquisition of helical
structure. The effect of binding on lipid molecular organization was monitored by EPR.
EPR spectra showed that peptide binding to bilayers and micelles leads to an increase
of membrane molecular organization, St Il;.30 being more effective. Incorporation of
negatively charged lipids and of lipids that ordered microdomains increased peptide
affinity for model membranes, especially when they were present at molar proportions
known to originate such microdomains. It was found that only St Il;.30 promoted
significant alterations in the spectra of a phospholipid spin-labeled at C16 incorporated
in multilamellar vesicles, (MLV), suggesting that while this peptide penetrates in the
bilayer, the others remain preferentially at the interface.

The peptides interaction with micelles was both qualitatively and quantitatively
different than that with bilayers, electrostatic interactions playing a lesser role in this
case. One important reason for the observed differences is probably due to differences
in molecular packing in both types of aggregates. The differential interaction with
bilayers and micelles could reflect the interaction with membranes indifferent steps of
toroidal pore formation. Taking into account the positive curvature of a toroidal pore,
the interaction with micelles could represent a model for peptide and lipid organization
in the toroidal pore
Key words: Circular Dichroism, Electron Paramagnétic Resonance, Model

Membranes, Sticholysins, Pepetides.
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1. INTRODUCAO
1.1 Toxinas Protéicas Esticolisinas | e Esticolisina Il e a familia das

Actinoporinas

As toxinas protéicas esticolisina | e esticolisina Il (St | e St Il), com 176 e 175
residuos, da anémona marinha Stichodactyla heliantus, pertencem a familia das

actinoporinas (Lanio et al., 2001, Huerta et al., 2001).

A familia das actinoporinas é caracterizada por proteinas com alto grau de
homologia, com 60 a 85% de identidade e 70 a 95% de similaridade entre
sequéncias (Alegre-Cebollada et al., 2007a), soluveis em agua, com peso molecular
entre 18 e 20 kDa, ricas em aminoacidos basicos, e sem cisteina em sua sequéncia
primaria. Essas toxinas formam poros em membranas biol6gicas e modelo (Lanio et
al., 2001; Anderluh e Macek, 2002). A familia €& composta quase que
predominantemente por toxinas de anémonas marinhas; mais de 30 actinoporinas ja
foram descritas (Alegre-Cebollada et al., 2007a). Equinatoxina Il (Eqt 1), de Actinia
equina (Ferlan et al., 1974) e St Il sdo as mais estudadas. O isolamento de uma
toxina hemolitica da saliva do gastrépode marinho Monoplex echo, com alto grau de
similaridade com as sequéncias das actinoporinas (Kawashima et al., 2003), e
grande similaridade entre as estruturas terciarias das actinoporinas e de lectinas
isoladas de fungos (Birck et al., 2004) indicam que as actinoporinas poderiam
pertencer a uma superfamilia de proteinas que se ligam a membranas (Gutiérrez-

Aguirre et al., 2006).

St | e St 1l séo toxinas com 93% de homologia, com substituicdo de apenas 13

residuos de aminoacidos, sendo trés modificagbes ndo conservadas na por¢cao N-
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terminal (Glu2/Alal, Asp9/Ala8, Gly23/Glu22). Apesar da grande identidade entre St
| e St ll, as proteinas possuem atividade hemolitica significativamente diferente,
21.700 unidades de hemdlise (UH)/mg e 30.000 UH/mg, respectivamente, sendo St
Il a mais hemolitica de todas as actinoporinas (Lanio et al., 2001). St Il e Eqt Il
possuem 66% de homologia (Huerta et al., 2001), a maior parte das modificagbes
concentrando-se também no N-terminal, regido menos conservada das
actinoporinas (Huerta et al., 2001). A atividade hemolitica de St Il € 4 a 5 vezes
maior do que a de Eqt Il (Ciili et al., 2007). Foi proposto que a diferenga entre as
atividades hemoliticas de St I, St Il e Eqt Il é resultado das diferencas entre as

regides N-terminais dessas toxinas (Cilli et al., 2007).

Uma das caracteristicas mais importantes das actinoporinas € a alta
afinidade por esfingomilenina (SM). Foi observado que a lise de membranas por
estas proteinas sofre um aumento expressivo na presenca de SM. Em 1976,
Bernheimer e Avigard (Bernheimer e Avigard, 1976) verificaram que a lise de
eritrécitos por esticolisinas era inibida pela pré-incubacdo com SM, e que eritrocitos
tratados com esfingomielinase se tornavam resistentes a lise. O estudo da liberacéo
de fluoréforos encapsulados em vesiculas lipidicas por St Il (de los Rios et al., 1998)
e Eqt Il (Belmonte et al., 1993) mostrou que estas toxinas ndo promovem a liberacao

da sonda fluorescente na auséncia SM.

A resolugédo da estrutura cristalina (Athanasiadis et al., 2001) e em solugéo
(Hinds et al., 2002) da Eqt Il, bem como a resolucdo da estrutura cristalina da St Il
(Manchefio et al., 2003) revelaram que as proteinas apresentam conformacdo em
forma de uma estrutura rigida de sanduiche de folhas 3, empacotadas contra duas

a-hélices, uma préxima ao C-terminal da proteina e a outra na regido N-terminal
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(figura 1). Esse motivo estrutural é considerado caracteristico da familia das
actinoporinas (Norton, 2009). A recente atribuicdo dos deslocamentos quimico dos
residuos nos espectros de NMR de St | (Castrillo et al.,, 2009a) sugere que esta

toxina possui arranjo estrutural analogo ao de St 1l e Eqt II.

[

]
4

Figura 1. (A) Estrutura de St Il obtida por cristalografia de raios — X, (B) superposicéo
das estruturas de St Il (amarelo) e Eqt Il (ciano), (C) arranjo estrutural de St I
(Manchefio et al., 2003).

A estrutura cristalografica de St Il (Manchefio et al., 2003) revelou a existéncia
de um sitio de ligacdo para fosfocolina (POC) (figura 2A), a cabeca polar de
fosfatidilcolina e esfingomielina. O sitio de ligacdo é formado pela cadeia lateral dos
residuos Ser54, Val87, Serl05, Prol07, Tyrl33, Tyrl37 e Tyrl38, residuos
altamente conservados na familia das actinoporinas, como mostrado na figura 2B,

(Anderluh e Macek, 2002).
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Figura 2. (A) Estrutura da fosfocolina (POC). (B) Sitio de ligacdo de POC na St Il e
rearranjo de residuos devido a ligacdo de POC. Superposicdo da estrutura na
auséncia de POC (laranja) e da obtida pela co-cristalizagéo de St 1I-POC (azul). Em
verde, posicdo dos residuos no estado ndo ligado e em amarelo, posicdo dos
residuos no estado ligado a POC (Mancherio et al., 2003).

Estudos de ressonancia magnética nuclear (NMR) de *°F, onde o °F estava
presente em residuos de triptofano da Eqt |l, mostraram que a interacdo da toxina
com SM leva a alteracdes nos deslocamentos quimicos dos residuos Trpll2 e
Tyrl13, vizinhos a regido do sitio de ligacdo da POC e considerados importantes
para 0 contato inicial da toxina com membranas (Anderluh et al.,, 2005). Essas
alteracOes ndo sao observadas na presenca de membranas compostas apenas por
fosfatidilcolina, evidenciando que estes residuos possuem papel importante no
reconhecimento de SM. Ainda, a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos
residuos nos espectros de NMR de dois mutantes de St Il com capacidade reduzida
de se ligar a bicamadas e promover lise (St Il Y111N e St Il R29Q), sugere que,
apesar da estrutura terciaria das proteinas ndo sofrer modificacédo, alteracdes sao

observadas na regido que conecta as fitas 33 e B4 do sanduiche de folhas 3 (Castrillo
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et al., 2009b; Pardo-Cea et al., 2010). O reconhecimento especifico de SM por Eqt Il
também foi evidenciado por dot-blot de lipidios, quando se observoru que Eqt Il se
ligou especificamente a SM de duas fontes naturais, mas nao a 1,2-
dioleoilfosfatidilcolina  (DOPC), 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina  (DPPC), 1,2-
dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG), ceramida de cérebro de porco, cerebrosidios
contendo os grupos glicosil e galactosil e gangliosideos de cérebro de ovelha
(Bakrac et al., 2008). Neste mesmo estudo também foi observado que a ligacdo de
Eqt Il a um analogo soluvel de SM, N-acetil-D-eritro-esfingosilfosforilcolina (Ac-SM),

promove alteracdes na estabilidade térmica da proteina.
1.2 Mecanismo de Formacéao do Poro pelas Actinoporinas

A formacéo do poro transmembranar pelas actinoporinas se inicia pela ligacéao
das toxinas a interface da bicamada lipidica. A resolucdo das estruturas de Eqt Il e
St Il mostrou a existéncia de uma regido rica em residuos aromaticos bastante
expostos ao ambiente aquoso, Tyrl06, Trp110, Tyrl11, Trpl14, Tyr 131, Tyrl35 e
Tyr 136 em St Il (Manchefio et al., 2003) e Tyr108, Tyr110, Trp112, Tyrl13, Tyrl37 e
Tyr 138 em Eqt Il (Athanasiadis et al., 2001; Hinds et al., 2002). Esses residuos séo
altamente conservados na maioria das actinoporinas (Alegre-Cebollada et al.,
2007a; Alvarez et al, 2009). Vale notar que a afinidade de residuos aromaticos pela

interface de membranas lipidicas € bastante conhecida (Killian e von Heijne, 2000).

Estudos de mutacéo sitio dirigida mostraram que os residuos Trpl116/117 de
Eqt Il estdo envolvidos diretamente na interagdo com membranas (Malovrh et al.,
2000); o residuo Trpll6 se encontra parcialmente exposto ao ambiente aquoso e

posicionado vizinho ao agrupamento de residuos aromaticos expostos (Athanasiadis
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et al., 2001). Também foi observado que a substituicdo dos residuos Serl105, Serl14
e Argl44 por cisteina impedem a ligacao de Eqt Il a bicamada lipidica (Anderluh et
al., 1999). Esses residuos muito possivelmente estdo envolvidos com a interacao

inicial entre as toxinas e as membranas.

Como mencionado anteriormente, os residuos Ser54, Val87, Ser105, Prol107,
Tyrl33, Tyrl37 e Tyrl38 de St Il formam o sitio de ligacdo para a POC. A carga
positiva da colina é estabilizada por interacbes com os elétrons 1 dos residuos
aromaticos Tyrlll e Tyrl35, enquanto o grupo fosfato interage com os grupos
hidroxila destes residuos; o residuo Arg51 também esta envolvido na estabilizacéo
do grupo fosfato (Manchefio et al., 2003). Assim, a ligacdo das actinoporinas a
membranas lipidicas ocorreria inicialmente pela interagdo do agrupamento de
residuos aromaticos expostos e de residuos carregados positivamente com a
interface da membrana; posteriormente, haveria uma ligacao especifica das toxinas
com SM. Estudos de dicroismo circular (CD) e infra-vermelho com transformada de
Fourrier (FTIR) da ligacdo de St | e St Il a bicamadas lipidicas sugerem que a ligacédo
das toxinas promove um ganho de estrutura secundaria, foi verificado um aumento
de 5% do contetdo de a-hélice e de 6% de folhas B (Alvarez et al., 2003; Menestrina

et al., 1999, Alegre-Cebollada et al., 2007b).

A regido N-terminal das actinoporinas também se mostrou crucial para a
formacdo do poro. O duplo mutante de Eqt Il no qual o N-terminal foi ligado
covalentemente ao corpo da proteina gerou uma toxina que, apesar de se ligar a
bicamadas, ndo promove o vazamento do contetddo de vesiculas lipidicas (Hong et
al., 2002). A introducéo de residuos de Cys por mutagdo sitio-dirigida em diferentes

posicdes de Eqt Il e a ligacdo de uma sonda fluorescente sensivel a polaridade a
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estes residuos mostrou que, além da regido dos residuos aromaticos, a regido N-
terminal também penetra na membrana (Anderluh et al., 1999). A delecao da regiao

N-terminal de Eqt Il também inibiu a lise de eritrocitos (Anderluh et al., 1997).

A resolucdo das estruturas da St Il (Manchefio et al., 2003) e da Eqt Il
(Athanasiadis et al., 2001; Hinds et a.l, 2002) indica que a regido N-terminal das
toxinas, onde parte dos residuos formam uma a-hélice anfipatica, poderia se mover,
desfazendo seus contatos nativos com o corpo da proteina, sem alterar a
conformacdo geral da mesma. Na estrutura em solucdo a regido hidrofébica da
hélice esta voltada para a face apolar do sanduiche de folhas B. Mecanismos
propostos para a formag&o do poro por actinoporinas sugerem que as etapas iniciais
consistiriam no ancoramento das toxinas e na oligomerizacdo destas na bicamada

lipidica.

Estudos cinéticos de vazamento de membranas modelo e a resolucdo do
cristal bidimensional de St Il em monocamadas de dioleoilfosfatidilcolina indicam que
pelo menos 4 monémeros seriam necessarios para a formacao do poro (Tejuca et
al., 1996; de los Rios et al., 1998; Manchefio et al., 2003). Etapas posteriores
envolveriam a dissociacdo da regido N-terminal do corpo da proteina, a interacdo da
hélice anfipatica com a interface da bicamada e sua penetracdo na memebrana,
formando o poro (Malovrh et al., 2003; Gutierrez-Aguirre et al., 2004; Kristan et al.,
2004, 2007). O modelo proposto para a formacao do poro esta de acordo com o que
foi observado por microscopia eletrdnica de alta resolugdo de um cristal
bidimensional de St Il em monocamadas lipidicas: a densidade eletronica obtida
acomoda somente a regido do sanduiche de folhas B, tendo sido proposto que a

regido N-terminal se dissocia do corpo da proteina e interage com a membrana
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(figura 3A, Manchefio et al., 2003). A figura 3 mostra a densidade eletronica de alta
resolucdo obtida para o tetramero de St Il, bem como um modelo de como a

proteina estaria ligada & membrana.

Figura 3. (A) Modelo do tetramero da St Il obtido por microscopia eletronica de alta
resolucao (Mancherio et al., 2003), (B) Conformacéo hipotética de St Il no estado de
formacéo do poro (Alegre-Cebollada et al., 2007a).

Estudos com St | e fosfolipidios marcados com sondas fluorescentes
mostraram que as toxinas induzem o movimento transmembranar de fosfolipidios
(flip-flop) (Valcarcel et al., 2001). Por outro lado, experimentos de NMR de *'P com a
Eqt Il na presenca de vesiculas multilamelares (multilamellar vesicles, MLV)
mostraram a formacgao de estruturas nao-lamelares (Anderluh et al., 2003). Esses
resultados estariam de acordo com a formacdo de um poro toroidal, no qual a
parede do poro seria formada tanto pela regido N-terminal das toxinas quanto pela

cabeca polar dos lipidios (figura 4). Neste poro, a face hidrofilica da a-hélice formaria
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o limen do poro e a face hidrofébica estaria voltada para o interior hidrocarbdnico da

estrutura.

Estudos de vazamento de membranas modelo por Eqt Il e St Il na presenca
de protetores osmoticos de tamanhos variados indicaram a formagédo de um poro
com raio hidrodinamico de cerca de 1 nm (Tejuca et al., 2001; Macek et al., 1994). O
modelo de formac&o do poro toroidal estaria de acordo com a proposi¢cdo de que
apenas a regiao N-terminal de cerca de quatro mon6meros das toxinas formaria a

parede de um poro com o raio hidrodinamico de cerca de 1 nm.

Figura 4. (A) Modelo geral de um poro toroidal formado por um peptideo antimicrobiano, o
cilindro corresponde a uma hélice anfipatica na qual a metade em azul corresponde a face
polar e a metade em cinza a face hidrofébica da hélice (Toke et al., 2004), (B) Modelo
estrutural de um poro toroidal formado pela Eqt Il (Kristan et al., 2009).
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1.3 Actinoporinas e Microdominios Lipidicos

A ligagao de St Il e Eqt Il com membranas modelo mostrou-se dependente da
presenca de SM na bicamada. Estudos da interagao de St Il com bicamadas contendo
SM e colesterol (Col) mostraram que tanto a ligacdo, quanto a lise de vesiculas
lipidicas carregadas com sonda fluorescente foram maiores na presenca de
composicdes ternarias de fofatidilcolina-SM-Col (Martinez et al, 2007), conhecidas por
apresentarem distribuicdo heterogénea dos lipidios na bicamada formando
microdominios (Gofii et al., 2008). Ainda, estudos de microscopia de epifluorescéncia e
microscopia confocal da interacdo de Eqt Il com membranas modelo mostraram que a
formacao de poros por esta toxina € dependente da presenca de coexisténcia de fases
na bicamada e, também, que Eqt Il se localiza na interface entre estas fases (Barlic et

al., 2004; Schon et al., 2008).

A segregacao de lipidios em membranas levando a formacdo de microdominios
(lipid rafts — balsas lipidicas) foi proposta para explicar a distribuicdo diferencial de
glicoesfingolipidios (GSL) e proteinas ancoradas a glifofatidilinositol (GPI) na face
apical de células epitelias polarizadas (Simons e van Meer, 1988). Estudos da
solubilizacdo de membranas biolégicas por Triton X-100 indicaram que fragmentos
ricos em esfingolipidios, nos quais proteinas ancoradas por GPI foram colocalizadas,
nao eram solubilizados pelo detergente, principalmente na presenca de colesterol
(Hoessli e Rugger-Brandle, 1985; Hooper e Turner, 1988; Brown e Rose, 1992).
Fragmentos lipidicos de centenas de nandometros, de razdo molar
glicerofosfolipidios:esfingolipidios:Col de 1:1:1 foram isolados em fracdes de baixa
densidade, por centrifugacdo em gradiente de glicose (Brown e Rose, 1992; Edidin,

2003). A presenca destes dominios lipidicos em membranas foi relacionada também a
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modulacdo da atividade de proteinas (Lingwood et al., 2009), por exemplo, a ativacao
de linfocitos por proteinas ancoradas a GPI e a formacéo de complexos sinalizadores

junto a balsas lipidicas (Edidin, 2003).

A utilizag&do de técnicas ndo invasivas de alta definicdo indicou a existéncia de
dominios lipidicos de tamanhos inferiores a 10 nm, com tempo de vida menor do que 1
ms (Edidin, 2003). Atualmente, a definicAo mais aceita para as balsas lipidicas é que
estas sdo microdominios lipidicos dindmicos, ricos em esterdis e esfingoliidios, que se
associam e dissociam rapidamente, podendo esta associacdo ser mediada por
proteinas de membrana (Lingwood et al., 2009). Além da importancia das ligacdes de
hidrogénio entre esfingolipidios para a formacdo de dominios em membranas,
proposicao inicial de Simons e van Meer para a segregacao de GSL na face apical de
células epteliais polarizadas (Simon e van Meer, 1988), estudos mostraram que
diferencas no empacotamento molecular dos lipidios sdo essenciais para a formacao

das balsas lipidicas (Brown e London, 1998a,b).

De maneira bastante geral, lipidios de membranas biologicas podem ser
agrupados em trés classes, com temperaturas de transicdo de fase (T.) diferentes:
glicerofosfolipidios (baixa Tn), esfingolipidios (alta T,,) e colesterol. O enriqguecimento
dos microdominios lipidicos em esfingolipidios e colesterol atribui caracteristicas
diferentes a estes dominios em relagdo ao restante da membrana, como por exemplo,
a resisténcia a solubilizacéo por Trition X-100 e a maior ordem molecular dos lipidios

no dominio (Ahmed et al., 1997; Schroeder et al, 1998).

A organizagdo molecular de bicamadas lipidicas se altera com a variagdo da
temperatura. Para sistemas formados por apenas um lipidio, em temperaturas abaixo

da T, caracteristica de cada lipidio, bicamadas lipidicas encontram-se em uma fase
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ordenada (fase gel Sy). Acima da T, as bicamadas se encontram em uma fase na qual
as cadeias acila estdo fluidas e desordenadas (fase liquido-cristalina L. ou liquido-
desordenada Lg) (figura 5). Misturas binarias de lipidios com diferentes T, podem
apresentar coexisténcia entre fases gel (S,), e desordenada (Lg). Quando um dos
componentes encontra-se em baixa concentracéo, a mistura é uniforme, acima de uma
concentracéo limite ocorre a separacao de fase - um processo cooperativo - e fases S,

e Lq coexistem (Brown e London, 1998).

Figura 5. Simulacdo de dinamica molecular de bicamadas de POPC nas fases gel e
liquido cristalina (fluida) (Heller et al., 1993).

Apesar de a separacao entre as fases S, e L4 ser bem caracterizada em
membranas modelo, a fase gel ndo parece existir em membranas biologicas, a ndo ser
em casos pouco usuais (Parasassi et al., 1993). Contudo, a coexisténcia entre duas
fases fluidas, liquido-ordenada (L,), dependente da presenca de colesterol, e Ly foi
descrita (Recktenwald e McConnell, 1981; Ipsen et al, 1987 e 1990; Sankaram e
Thompson, 1991; Schroeder et al., 1994; Reyes Mateo et al, 1995). Na fase L, as
cadeias acila possuem caracteriticas intermediarias entre as da fase gel e da fase

liguido-desordenada (Ipsen et al, 1987, M’'Baye et al., 2008).
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Assim como em dominios enriquecidos em esfingolipidios como SM, dipalmitoil
fosfatidilcolina (DPPC, T, 41 °C), quando na fase gel, também nao € solubilizada por
Triton X-100 (Ribeiro e Dennis, 1974; Schroeder et al., 1998). Apesar de DPPC ser um
glicerofosfolipidio, sua alta Ty, faz com que, a temperatura fisiologica, ela se encontre
na fase S,. Pelo fato de DPPC ser um lipidio de alta Tr,, misturas binarias entre esse
lipidio e Col foram largamente caracterizadas (Ipsen et al, 1987; Veatch e Keller, 2005;
Bakht et al., 2007). Estudos de misturas ternarias de DPPC, Col, e fosfatidilcolinas de

baixa T, também foram descritos (Silvius et al, 1996).
1.4 Estudos de peptideos correspondentes a regido N-terminal de actinoporinas

Como é sabido, a resolucéo atdbmica da estrutura tri-dimensional de proteinas,
principalmente de membrana, é bastante desafiadora devido a dificuldades na
aplicacdo de técnicas de alta resolucdo (cristalografia de raios X e NMR) a essas

proteinas.

Nesse contexto, a investigacdo da conformacéo e dinamica de fragmentos
protéicos tem sido uma abordagem alternativa. Similarmente ao que tem sido
encontrado para proteinas globulares (Dyson et al., 1985, 1995), estudos sugerem
que fragmentos de proteinas de membranas demonstram preferéncias
conformacionais comparaveis a conformacdo predita ou resolvida para esses
segmentos quando no conjunto da proteina (Pertinhez et al.,1995, 1997, 2002;

Franzoni at al., 1997, 1999; Salinas et al., 2002; Yeagle e Albert, 2007).

Foi mostrado pelo nosso grupo que peptideos correspondentes aos residuos
1 a 30 (Stlliz) e 11 a 30 (St ll11-30) da regido N-terminal de St Il adquirem estrutura

em a-hélice na presenga do solvente indutor de estrutura secundéaria trifluoretanol
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(TFE) e também possuem atividade litica frente a eritrocitos, mimetizando assim o
comportamento dessa regido na toxina (Casallanovo et al.,, 2006). Estudos
comparativos da atividade hemolitica de fragmentos N-terminais de St | e St Il
mostraram que as diferencas de atividade das proteinas sdo reproduzidas pelos
peptideos (Cilli et al., 2007). Enquanto a regido contendo os residuos 1-10 de St Il é
composta principalmente de aminoacidos hidrofébicos, a mesma regido em St |
apresenta dois residuos carregados negativamente Glu2 e Asp9, que lhes conferem
carga negativa. A presenca dos dez primeiros residuos hidrofébicos em St Il e St I11-
30 foi correlacionada com a maior capacidade da proteina e do peptideo de lisar
eritrocitos. Esses residuos também foram considerados responsaveis pela
capacidade do peptideo de se agregar em solugcdo, uma vez que seu analogo mais
curto (St ll11-30), o qual os primeiros dez residuos foram removidos, ndo apresenta

esta propriedade (Casallanovo et al., 2006).

Estudos conformacionais de um peptideo derivado da regido N-terminal de
Eqt Il mostraram que, de maneira similar ao observado para St j1.30, €sse peptideo
também adquire estrutura em a-hélice na presenca de TFE, micelas e bicamadas,
assim como promove o vazamento do contelddo de vesiculas (Dreschsler et al.,
2006; Drechsler et al., 2009; Lam et al., 2009). Estudos de NMR de estado sélido da
regido N-terminal de Eqt Il em presenca de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC)
mostraram que, enquanto 0s residuos iniciais deste fragmento penetram no core
hidrofébico da bicamada (ndo muito profundamente) a regido correspondente a a-
hélice anfipatica se orienta paralelamente a bicamada e permanece na interface

lipidio-agua (Lam et al., 2009).
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Para a elucidacdo a nivel molecular do mecanismo de formacgéo do poro, é de
grande interesse o0 estudo da regido N-terminal das toxinas e de suas propriedades
conformacionais, tanto em solugdo como em presenca de membranas - tanto
modelo como biolégicas - e ainda de seu papel na atividade biolégica das toxinas.
Nesse contexto, tem sido desenvolvido um projeto que enfoca as propriedades
conformacionais e funcionais de peptideos correspondentes as regiées N terminais

de St e St ll (tabela 1, em Materiais e Métodos).
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2. OBJETIVOS

Este projeto propde estudar a capacidade de peptideos correspondentes
a regido N-terminal de St | e St Il de mimetizar as propriedades conformacionais das
toxinas e compreender, no nivel molecular, a interagdo desses fragmentos com
membranas modelo. Estudos conformacionais dos peptideos correspondentes a
regido N-terminal de St | e St Il em solucdo e em presenca de membranas modelo —
micelas e bicamadas - foram realizados por meio do emprego da espectroscopia de
CD. O efeito da interacdo peptideos-membrana sobre a organizacdo molecular de
lipidios em membranas modelo foi estudado por EPR e espalhamento de raios-X a

baixo &ngulo (SAXS).
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Peptideos

Os peptideos estudados (Tabela 1) foram sintetizados pela técnica de sintese
em fase solida (Merrifield, 1963; Stewart e Young, 1984) através da metodologia F-
moc (Atherton e Sheppard, 1989) no laboratério do Prof. Dr. Eduardo M. Cilli, do

Instituto de Quimica, UNESP-Araraquara.

Resumidamente, a sintese de peptideos em fase sélida consiste basicamente
no crescimento da cadeia peptidica no sentido C a N-terminal, adicionando-se um
aminoacido de cada vez. A regido C-terminal se encontra covalentemente ligada a
uma matriz polimérica inerte, que pode ser: de poliestireno, poliamida,
polietilenoglicol (PEG) ou hibrida poliestireno-PEG. Durante a sintese, o grupo a-
amino dos aminoacidos é protegido por meio da ligacdo com 9-
Fluorenilmetilcarbonila (Fmoc) ou t-Butiloxicarbonila (Boc) (para a sintese dos
peptideos deste estudo foi utilizado o protetor Fmoc) e as cadeias laterais dos
residuos com os grupos: terc-butil (Tbut, residuos: Ser, Glu, Asp, Thr); tritil (Trt,
residuo: GIn); 2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzofurano-sulfonil (Pbf, residuos: Arg);
Boc (residuo: Lys). A sintese consiste de uma série de ciclos de desprotecao e
acoplamento do amino-grupo terminal do residuo n ao grupamento C-terminal do

residuo n+1.

Apés cada etapa do processo de sintese — acoplamento e desprotecédo - a
resina é submetida ao teste de ninidrina. A ninidrina, em altas temperaturas, reage

com grupos amino livres, liberando um composto de coloracdo azul. Este teste €,
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portanto, adequado para indicar a presenca de grupos amino livres e, neste caso
indicar a eficiéncia de cada passo de desprotecdo e acoplamento. Ao final da
sintese, a cadeia peptidica é clivada da resina e os protetores das cadeias laterais
removidos. O peptideo sintetizado é isolado e passa por um processo de purificacdo
no qual se emprega cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC) acoplada a
espectrometria de massa. A determinacdo do conteudo peptidico é obtida pela

analise de aminoacidos.

Tabela 1. Sequéncia dos peptideos sintetizados para o presente estudo.

Proteina Nome Sequéncia Residuos
St St 130 ALAGTIIAGASLTFQVLDKVLEELGKVSRK 1-30

St St l11-30 SLTFQVLDKVLEELGKVSRK 11-30
St St a1 SELAGTIIDGASLTFEVLDKVLGELGKVSRK  1-31

St Stlio.31 SLTFEVLDKVLGELGKVSRK 12-31

3.1.2 Reagentes

Os sais utilizados para a preparacao do tampéao foram citrato de sédio, da J.T.

Baker Chemicals Co., acido borico e fosfato de sddio dibasico, da Merck S.A..
3.1.3 Lipidios e Marcadores de Spin

Para preparacdo das vesiculas e micelas foram utilizados, respectivamente,
lipidios e lisofosfolipidios da Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama. Nos estudos de
EPR foram empregados os marcadores de spin 5-MeSL da Sigma, 5-PCSL e 16-

PCSL da Avanti Polar Lipids (Tabela 2).
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Tabela 2. Estrutura dos lipidios, lisofosfolipidios e marcadores de spin utilizados.

Nome (Sigla) Estrutura

1-Palmitoil-2-oleil-fosfatidilcolina (POPC): \_\g,\/oﬁﬁo\);/oY\/WWW

o]
/\/\/\\/\/\/\/\)k - .
1,2-dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC): P
\\/\/\\/\/\/\/\/\"/
Q

H OH o)
1]
u /\/\/\/\/\/\/\\\Ag{\o,r‘o\/\h‘(
Esfingomielina de cérebro (SM)™: R LU ™

Acido 1-palmitoil-2-oleil fosfatidico (POPA): "

Ho—R--o. o
5 WWVV
ﬁae o CAvant Polar Lipids
i Q
o . . .y . /\/\/\/\/\/\/\)’k ~P~
1-Palmitoil-2-hidroxi-fosfatidilcolina (LPC): © e 0(: 0\/\?(
O
1}
; /\/\/\/\/\/\)I\ —P~
Acido1-palmitoil-2-hidroxi fosfatidico (LPA): TS e
Na*

NN N ~_OCHj;
oN

5-doxil estearato de metila (5-MeSL): 0 g
o o
A SN o-P~0 .
1-palmitoil-2-estearoil-(5-doxil)- /:(H\ RN
fosfatidilcolina  (5-PCSL): s

1-palmitoil-2-estearoil-(16-doxil)- /?(H\ &
fosfatidilcolina (16-PCSL): N
CHa
CHs

# Estrutura predominante do lipidio natural obtido de cérebro de porco, de acordo com o
fabricante. As sondas 5-MeSL, 5-PCSL e 16-PCSL possuem o motivo 2,2-dimetil-N-oxil-
oxazolidina (doxil).
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3.1.4 Solucdes Estoque

Solucdes estoque dos peptideos foram preparadas dissolvendo-os em agua
Milli-Q, de modo a obter uma solugéo de concentracéo final maxima 1 mM.

Solugbes estoque 10 mM de lipidios e lisofosfolipidios foram preparadas em
CHCI3:CH30OH na proporgdo 1:1 (vol:vol). A concentracdo das solucbes foi
determinada através da dosagem de fosfato pelo método de Rouser (Rouser et al.,
1970). A solucdo dos marcadores de spin foi preparada em CHCIl; e sua
concentracédo foi determinada por EPR, utilizando-se como padrdo solucdo de 4-
hidroxi-2,2,6,6-terametil piperidina 1-oxil (Tempol, Sigma Aldrich) em agua.

3.2 Métodos
3.2.1 Preparacéo das vesiculas

Para a preparacao de vesiculas multilamelares (multilamellar vesicles, MLV)
ou unilamelares pequenas (small unilamellar vesicles, SUV) foram preparados filmes
lipidicos. Colocou-se a solucdo organica dos lipidios desejados em um tubo de
ensaio, o solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogénio e o filme formado foi
deixado sob vacuo por pelo menos 2 h para que todos os tracos do solvente
organico fossem eliminados.

Para a preparacdo de vesiculas unilamelares pequenas (SUV), para estudos
de CD, o filme lipidico foi ressuspenso em agua MilliQ e a suspensdo de MLV
submetida a radiacdo ultrassdnica em um equipamento Branson 450, com poténcia
de 30 watts em ciclos de 1 min com pausas de 1 min durante um total de 30 min, ou
até a amostra ficar translucida. Centrifugou-se por 15 min a 10000 g para eliminar

particulas de titdnio da sonda na suspenséo.
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Para estudos de EPR foram obtidas MLV ressupendendo-se o filme lipidico
em tampao fosfato-borato-citrato (PBC) 15 mM, pH 3,5.

Para os estudos de CD da interacdo dos peptideos com micelas foram
preparadas solu¢bes de micelas a partir dos lisofosfolipiods em pé, dissolvendo
quantidades apropriadas em agua Milli-Q. Para os estudos de EPR foram
preparados filmes lipidicos (como descrito anteriormente), a partir das solucdes
organicas dos lisofosfolipidos; as micelas foram obtidas ressuspendendo os filmes
em tampéao PBC.

Foram preparadas bicamadas de composicdo POPC (100), POPC:POPA
(90:10), POPC:SM (90:10), POPC:SM (50:50), POPC:SM:POPA (80:10:10),
POPC:SM:POPA (75:15:10), POPC:DPPC (90:10), POPC:DPPC (50:50), DPPC
(100) e SM (100), e micelas de composicao LPC (100) e LPC:LPA (90:10), todas as
composicdes sdo dadas na propor¢cdo mol:mol, esta informacdo ndo serd repetida
ao longo do texto.

Para a incorporacdo dos marcadores de spin, volumes apropriados das
solucdes cloroférmicas destes foram misturados as solugbes orgéanicas dos lipidios

ou lisofosfolipidios durante a preparacéo do filme.

3.2.2 Obtencao dos espectros

Espectros de CD dos peptideos na auséncia e presenca de SUV ou micelas
de varias composicoes lipidicas foram obtidos em um espectropolarimetro CD6
Jobin Yvon, na regido do UV distante (200-260 nm). A concentracdo final de

peptideo foi de 5 yM na presenca de SUV ou de 12 uM na presencga de micelas.
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Espectros de EPR foram obtidos em espectrobmetro Bruker EMX-200 em
frequéncias da ordem de 9.0 GHz. As concentracfes de lipidio (3 mM) e peptideo
(300 pM) foram mantidas constantes em todos os experimentos. Para garantir que
0s peptideos se distribuissem igualmente entre todos os compartimentos aquosos
das MLV, essas foram ressupensas no tampdo PBC contendo peptideo na

concentracdo desejada.

Todos os espectros foram obtidos a temperatura ambiente, 22 +2° C.

3.3 Dicroismo Circular (Woody, 1996)

A técnica de CD permite medir a absorcdo diferencial de luz circularmente
polarizada a direita ou a esquerda por moléculas ou agregados assimétricos, como
por exemplo moléculas que possuam um carbono quiral, ou que possuam assimetria
estrutural (para o caso de macromoléculas como proteinas). A luz que incide na
amostra contém quantidades iguais de luz circularmente polarizada a esquerda e a
direita;, ao passar pela amostra, uma das componentes € absorvida
preferencialmente, gerando luz elipticamente polarizada. Uma das medidas de
dicroismo é a tangente do angulo 6, que mede o desvio da luz polarizada, ilustrado
na figura 6; este angulo normalmente é tdo pequeno que sua tangente pode ser

aproximada ao valor de 6 em radianos.
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E.+E

Figura 6. A luz polarizada circularmente esta indicada em azul e a luz polarizada
elipticamente em roxo. Er e E. sdo as componentes da luz polarizada a direita e a
esquerda, respectivamente.

A medida de CD pode ser dada por um A de absorgao entre as quantidades

de luz polarizada a direita e a esquerda, de acordo com a equacao:

AA = A - Ar (eq. 1),

onde A_ é a absorcdo da componente de luz polarizada a esquerda e Ag a absorcéo
da componente de luz polarizada a direita. Esta equacédo também pode ser escrita

como:

AA = ¢Cl - ¢Cl (eq. 2),

sendo ¢ e g 0s coeficientes de absor¢cao molar para a luz polarizada a esquerda e a
direita, respectivamente, C a concentracdo molar da molécula estudada e | o

caminho Optico em cm. A partir da equacao anterior escreve-se a relacao:

AA = AeCl (eq. 3),

aqui Ae é denominado o dicroismo circular molar para uma molécula. Além destes
dois tipos de medida (AA e Ag) o CD também pode ser medido em elipcicidade

molar definida como:
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[6] = 100 8/CI (eq. 4).

Como discutido acima, o valor de 6 utilizado na verdade é sua tangente, mas por 6
ser bastante pequeno, o valor se aproxima do valor do angulo em radianos, que é
usado na equacéo. [0] é proporcianal ao valor de dicroismo pela relagao [0] = 3298

At. As unidades de [6] sdo dadas em deg.cm?.dmol™.

Proteinas e peptideos sdo moléculas assimétricas, portanto, geram espectro
de dicroismo circular. O estudo de proteinas por CD se baseia na absorcdo de
radiacdo ultra-violeta (UV) pela ligacdo peptidica. A luz UV circularmente polarizada
tera suas componentes absorvidas diferencialmente de acordo com o conjunto de
angulos ® e y das ligagbes Ca — N e Ca — C, respectivamente (figura 7). Desta
forma, o espectro de CD é dependente do conjunto de angulos @ e y da proteina.
Tais angulos de torcdo (figura 7) sdo determinantes da estrutura secundaria de
proteinas; desta maneira, por meio do espectro de CD € possivel caracterizar
qualitativamente e quantitativamente a estrutura secundaria de uma proteina ou

peptideo.

Figura 7. Representacdo esquematica de ligagédo peptidica, evidenciando os angulos
® e y. Codigo de cores: preto = carbono a; cinza = carbono; azul = nitrogénio;
branco = hidrogénio; laranja = cadeia lateral; vermelho = oxigénio.
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Cada tipo de estrutura secundaria, como a-hélice, folha 8, estrutura ao acaso,
da origem a espectros caracteristicos. Espectros topicos dessas conformacdes séo

mostrados na figura 8. Os espectros sdo ainda sensiveis a ocorréncia de dobras.
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Figura 8. Espectros de CD da poli(Lys) em a-hélice (a), folha B anti-paralela (b) e ao
acaso (c) (tirado de Woody, 1996).

3.4 Célculo das constantes de Ligacao

A partir dos valores do modulo de [6] a 222 nm (|[6]222|) obtidos nos espectros
de CD de St Il1.30, St Il11-30, St l1.31 € St l12.31, foram calculadas as constantes de
ligacéo (K) dos peptideos a SUV e a micelas de diferentes composicdes lipidicas. No
caso de St ll;1.30, St l1.31 € St l12.31 0s valores de K foram obtidos pelo ajuste dos
valores de A[B]222 em funcao da concentracdo de lipidio total a uma curva hiperbdlica
(figura 9A), sendo A[B], a diferenca entre os valores de [B],; nas Varias
concentragdes de lipidio e [0]22; do peptideo em solugdo. Para St Il1.39, K foi obtido
pelo ajuste dos valores de [[6]222] em funcdo da concentracdo de lipidio total a uma
curva hiperbdlica no caso da interacdo com SUV de POPC:POPA (90:10), POC:SM

(90:10), e com micelas de LPC e LPC:LPA (90:10). No caso da interagao de St Il;.39
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com SUV de POPC:SM:POPA (80:10:10) e POPC:SM:POPA (75:15:10), K foi obtido

pelo ajuste dos valores de |[B]222] @ uma sigmoide (figura 9B).
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Figura 9. (A) A[B].22 em funcéo da concentragdo de lipidio obtido nos espectros de St
[l11-30 na presenca de SUV de POPC:SM:POPA (80:10:10), pH 7,0, ajustados a uma
hipérbole. (B) [0].22 em funcéo da concentracéo de lipidio obtido nos espectros de St
ll1.30 na presenca de SUV de POPC:SM:POPA (80:10:10), pH 7,0, ajustados a uma
sigmoide.

A analise de uma hipérbole implica em uma estequiometria de ligacdo
peptideo:lipidio 1:1. Neste caso, a constante de ligacdo é o inverso da concentracao

lipidica quando |[B].22] € a metade do valor de |[B]222] maximo (na saturagéo). A

obtencé&o dos valores de K a partir de curvas sigmoide foi feita pela equacao de Hill,

\U :
log| —_%— | =nlog| Lip]+log K (eq. 5),

= '[9]222

onde Ygp22 € a fragéo de [B],2, considerando 100% o valor de [6],2,; na saturagéo,

log[Lip] é o logaritimo da concentracéo de lipidio. K foi obtido do valor da interseccao

Y[g]zzz

da reta do gréfico Iog{ ] x log[Lip] com o eixo x.

T [0]222

3.5 Ressonancia Paramagnética Eletrénica
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3.5.1 Introducédo a técnica de EPR (Wertz e Bolton, 1972)

A espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrdnica é uma técnica que
s6 pode ser aplicada a sistemas que possuem elétrons desemparelhados, ou seja,
que possuem momento angular de spin diferente de zero. A técnica se baseia na
interacdo do spin eletrdbnico com o componente magnético da radiacdo
eletromagnética, ocorrendo a transicao entre diferentes estados de spin. A transicéo
€ dependente do desdobramento do momento de dipolo magnético do elétron, e,
em diferentes niveis de energia pela interagcdo a um campo magnético externo, H
(interacdo Zeeman), como mostra a figura 9. A condicdo de ressonancia para que
haja transicdo entre os dois niveis € obedecida quando hv = gBH = AE, onde h é a
constante de Plank, v é a frequéncia da radiacdo eletromagnética, H é o campo
magnético, B o magnéton de Bohr e g para um elétron livre vale 2,00232. As
transicdes entre os niveis de Zeeman envolvem a reorientacdo do spin eletrénico
(figura 10). Essas transi¢cdes envolvem radiagdo eletromagnética na frequéncia de

microondas.
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H
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igura 10. Diagrama do desdobramento dos niveis de energia Zeeman na presenca
de um campo magnético H. A energia dos niveis é dada por E= +'.gBH. A direita, a
interacdo dos vetores campo magnético (preto) e momento de dipolo magnético de
spin (vermelho). Abaixo do diagrama esta representado o espectro de absorcéo,
bem como a primeira derivada deste.

Ao contrario de muitas técnicas espectroscopicas, nas quais a frequéncia da
radiacdo eletromagnética incidida na amostra é variada, na espectroscopia de EPR,
por motivos de desenvolvimento da técnica, a frequéncia da radiacao

eletromagnética é fixa e 0 campo magnético é variado.

3.5.2 Método do Marcador de Spin
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O termo marcador de spin (spin label) foi introduzido por H. M. McConnell
(Stone et al., 1965; Griffith e McConnell, 1965; Berliner e McConnell, 1966; Boeyens
e McConnell, 1966; Hubbell e McConnell, 1968) para descrever radicais livres
estaveis utilizados como sondas. Através do espectro de EPR dessas sondas
procura-se obter informacgéo de carater estrutural e dindmico a respeito do sistema

onde a molécula reporter se encontra.

Devido a sua grande estabilidade, radicais nitroxido tem sido extensamente
empregados como sondas de spin. Os radicais nitréxidos podem ser covalentemente
ligados a grupos funcionais especificos de moléculas ou podem ser intercalados em
regides de sistemas de interesse. Algumas estruturas de marcadores de spin
bastante utilizados para o estudo de membranas estdo apresentadas na figura 11.
No presente estudo foram utilizadas sondas do tipo VI, com R=COOCH; com o

grupo doxil no carbono 5, e do tipo VII com o grupol doxil nos carbonos 5 ou 16.



45

CHy—(CH,) —C — (CH;) — R
I Q-o 3 2 mOQ_O 2/q
VI
i sg @B
o—T—O(CHZ)z— rl« — CHy
o CHy
I OQ-O Hz(i‘,—CI:H-C'H;
0 /O EN /O
\C\R \C?CHZ),\ VII
o J/OJ_
\ o)
NH (CH2)
Iv chy

°og me
0—P—0(CH,);~ N — CHy
| |

o VIII
0 0
| 7(1 E(x\ H
M,c—<|:H-cn2 N o
I
o /°o /o ) OH
‘\c\ \\C\,
R R
¥ 5 IX
S H

Figura 11. Estrutura de alguns marcadores de spin utilizados no estudo de
membranas. | — Tempo, Il Tempol, Ill — Tempona, IV — estrutura geral de N-Tempo
amidas de acidos graxos, V — fosfatidilcolina marcada na cabeca polar. VI — acido
estearico ou seu éster metilico (R = COOH ou COOCH3) m + n =15, VIl —
fosfatidilcolina com a cadeia acila sn2 marcada com o grupamento doxil, VIII — 3-
doxil-5a-colestano (CSL), IX — 3-doxil-androstanol (Schreier et al., 1978).

A possibilidade de obter informac¢des de natureza conformacional e dinamica,
especialmente a respeito de macromoléculas ou agregados moleculares reside no
fato de a ressonancia paramagnética eletrénica ser uma técnica que opera na regiao
de microondas do espectro eletromagnético, o que corresponde a frequéncia de

movimentos translacionais, rotacionais e (ou) segmentais das estruturas em estudo.
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3.5.3 Ressonéancia Paramagnética Eletronica de Radicais Nitréxido

Nitréxidos séo radicais livres bastante estaveis (Hoffmann e Henderson, 1961;
Boocock e Ulliman, 1968), que possuem espectros de EPR sensiveis ao movimento
molecular e a polaridade do ambiente (Stone et al., 1965). A estrutura geral de um

radical nitroxido esta representada na figura 12.

A
R R i
Me>|\ Me % we
Me 1? Me o .
0o

Figura 12. (A) Estrutura geral de um radical nitroxido. (B) Atribuicdo dos eixos
moleculares principais. O eixo z se localiza ao longo do orbital T do nitrogénio, o
eixo x ao longo da ligacdo N — O e y € perpendicular a x e z. (Smith et al., 1976).

A interacdo do elétron desemparelhado de um radical nitréxido com o campo

magnético externo, H, é descrita pelo hamiltoniano de spin:

H= BeﬁogeS + SAT - BnﬁognT + fH;(roca + j'(dipolo (eq 6),

onde B é o magnéton de Bohr, By € 0 magnéton nuclear, H é o vetor campo
magnético, S e 1 sdo, respectivamente, os operadores de spin eletrdnico e nuclear,
gn € o fator Zeeman de desdobramento nuclear, ge € o tensor g do elétron e A é o
tensor de desdobramento hiperfino (Schreier et al., 1978). O primeiro termo da
equacdo 6 descreve a interacdo Zeeman entre o spin eletrbnico e o campo
magnético H, responsavel pelo desdobramento do momento de dipolo magnético

eletrdnico em niveis diferentes; o segundo termo, a interacdo entre o spin eletrdnico
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e 0 spin nuclear (interacdo hiperfina); o terceiro termo, a interacdo do spin nuclear
com 0 campo magnético externo que, para o caso das intensidades de H utilizadas
na técnica de EPR, é negligenciavel. H yoca € Haipolo descrevem as interagoes entre
elétrons desemparelhados, que podem ocorrer em concentracdes muito elevadas de

radicais ou em moléculas que possuem mais de um elétron desemparelhado.

Em radicais nitroxidos o elétron desemparelhado popula mais densamente o
orbital 2pmr do atomo de N ao qual foi atribuido a direcéio z (figura 12B), a interagéo
hiperfina entre o elétron e o nicleo de N leva ao desdobramento das linhas
espectrais (desdobramento hiperfino) em 2I+1 linhas, como | = 1 o espectro se

desdobra em 3 linhas, como mostra a figura 13.

Energia dos Estados
de Spin
Eletronico-Nuclear

-1
Desdobramento :\| 0
Hiperfino 1

1y oa ! |

—1

| | |

[ A A
Primeira Derivada de /{ £ /t‘

Absor¢ao de EPR t {

|
|
I
|

Campo Magnético

Figura 13. Diagrama ilustrando o
desdobramento hiperfino das linhas espectrais causado pela interacdo momento
magnético de spin do elétron desemparelhado com o momento magnético de spin
do ndcleo de um atomo de *N (I = 1). A parte inferior da figura ilustra o espectro
obtido.
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A e g. sdo grandezas tensoriais, ou seja, dependem da orientacdo entre o
campo magnético Hp e os eixos de simetria do radical nitréxido, figura 12B, isso
torna o espectro de EPR também dependente da orientacdo (Schreier et al., 1978).
Em sistemas anisotropicos os valores de A e g. dependem da orientacdo da

amostra em relacdo ao campo magnético como mostra a figura 14A, B e C.

e el Iy

= o cmnf mem - a—

—

Figura 14. Espectro de EPR de di-tert-butil nitroxido em um cristal diamagnético de
tetrametil-1,3-ciclobutanodiona. Campo magnético paralelo aos eixos do nitréxido; A,
eixo x; B, eixo y; C, eixo z. D, marcador de spin 10° M dissolvido em di-tert-
butilcetona, temperatura ambiente. A linha pontilhada representa o campo
correspondente a g = 2,0036 (Griffith e Waggoner, 1969).

206G

A dependéncia angular de A e ge € descrita pelas equacgdes 7 e 8:

g° = gl.sen’8 + g’ sen’Bseng + g, cos’d (eq. 7),
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AT = A7

Lsen’8 + AL sen’ Bseng + A2 cos®6 (eq.8),

onde B e @ sdo os angulos entre o vetor H e os eixos x,y e z de acordo com 0

diagrama da figura 15.

Y

Figura 15. Diagrama de coordenadas polares da orientacdo do campo magnético H
em relacao aos eixos X, y e z do radical nitréxido.

Como os eixos principais X, y e z atribuidos ao radical nitroxido coincidem, em
geral, com a direcdo dos componentes principais dos tensores A € (e, a
determinacdo dos valores destes tensores pode ser feita a partir da anélise dos
espetros de EPR de radicais nitroxidos introduzidos como impurezas substitucionais

em um monocristal diamagnético (Tabela 3).



50

Tabela 3. Principais valores dos tensores de desdobramento hiperfino (A, em Gauss)
e ge de nitréxidos orientados em cristais diamagnéticos.

o, Cristal Axx Ay Az

NItroxido  giamagnetico (@) (@) (@) P O 9=
6,3 2,0060

ot oo 2 8e = B9 o 2 oo
02 ' 0,0001

/Jr Tetra metil-1,3- 2,0058

) . 32,9 +
o N-0 ciclobutano-di- 5,9 54 05 2,0088 =+ 2,0022
X b ona ' 0,0005

*Gaffney e McConnell, 1974. "Griffith e Waggoner, 1969.

O espectro de EPR de nitroxidos também é bastante sensivel ao ambiente no
qgual a molécula se encontra, em particular, a velocidade de tombamento da
molécula (tempo de correlagdo rotacional 1). Para espécies paramagnéticas
pequenas e esféricas que possuem movimento rapido isotropico (t < 10 seg), o
espectro de EPR possui trés linhas estreitas (figura 13D) que permitem a
determinacao de valores isotropicos de ge € A, Ap € go, equacdes 9 e 10. Ap e go Sdo
resultantes da mérdia dos valores dos componentes principais devido ao rapido

tombamento da molécula.
AO = % (AXX + Ayy + Azz) (eq 9),

Jo = IZ (gxx T Oyt gzz) (eq 10).

A velocidade de tombamento de um radical nitroxido determina as larguras
relativas das linhas dos espectros, s@o estreitas para movimentos rapidos e se
alargam a medida que o movimento se torna mais lento. A figura 16 mostra a
dependéncia de espectros de EPR de dois radicais nitroxidos com a diminui¢do de t

devido ao aumento da viscosidade do meio.
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O tempo de correlacdo rotacional de uma molécula pequena e esférica se

relaciona com a viscosidade do meio n pela equacao de Stokes-Einstein:

4nrd
T= 3;71_ (eq. 11),

onde r é o raio da molécula, k € a constante de Boltzmann e T a temperatura em

Kelvin.
\J\/nj( Q T seg

43° _W— ——)" v"/‘Lf_h- 10-10
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Figura 16. Influéncia da viscosidade do solvente no espectro de EPR de 9,5 GHz de
duas sondas de spin, 50 uM, em glicerol. A esquerda, Tempo, a direita Tempol. A
temperatura foi variada de 43° a -100° C (Jost et al., 1971).

A medida que 1t aumenta, se aproximando de valores para 0s quais a

molécula encontra-se essencialmente parada na escala de tempo do aparelho (t =
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10°® seg), as linhas do espectro de EPR se alargam significativamente e a sua forma
€ alterada, espectros da figura 16 a partir de 0° C. Estes espectros representam a
soma das absor¢cbes em todas as diferentes orientacdes dos eixos X, y e z do radical
nitréxido em relagdo ao campo magnético. Tais espectros, denominados espectros
de pd, sdo caracteristicos de sistemas solidos ndo cristalinos, onde todas as
orientacdbes da espécie paramagnética em relagdo ao campo magnético sdo
possiveis. A figura 17 apresenta um esquema das superposicdo de todas as

absorcdes em varias orientacdes e o0 espectro de poé resultante.

Figura 17. Espectro de p6 de um radical nitroxido. (A) Superposi¢cdo esquematica de
espectros de absorbancia individuais a véarias orientacdes angulares. (B) Primeira
derivada do envelope de absorcdo (Smith et al., 1976).

O valor de t pode ser obtido por meio dos espectros de EPR a partir dos
valores das larguras e alturas das linhas dos espectros, t pode ser calculado de

duas formas:

Ty = -1,27x10°° %AWO (Jhy/n, —/hy/h,) (eq. 12a)
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7. =119%10°° %AWO[\/hO /h, +/n,/h, — 2] (eq. 12b),

onde AW, corresponde a largura pico a pico da linha de campo central, h_4, ho, € hiy
correspondem as alturas das linhas de campo baixo, central e alto, respectivamente
(Schreier et al., 1978). Os indices 0, +1 e -1 se originam do numero quantico m; que
caracteriza cada uma das ressonancias. As medidas de AW,, bem como das alturas

das linhas de um espectro de EPR, estéo ilustradas na figura 18.

S0 G

— —

Figura 18. Espectro de EPR do marcador de spin Tempo em glicerol a 9° C. Alturas
dos picos de campo baixo (h.1), central (hg) e alto (h.;) e largura da linha de campo
central AW,.

As equacOes 12a e b sdo adequadas para o tratamento de espectros de EPR
de moléculas esféricas pequenas que possuem movimento isotropico rapido, neste
caso 1g € 1c devem ser iguais. Para o caso de sistemas que ndo obedecem a esses

critérios 0 movimento molecular pode ser caracterizado por dois valores de t, 7| e 1,
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gue descrevem o movimento ao redor do eixo molecular principal e 0 movimento
pendular do eixo molecular, respectivamente. Apesar das equacdes 12a e b nao
poderem ser empregadas rigorosamente as diferengas entre 1z e Tc podem fornecer

informacé&o sobre o grau de anisotropia do movimento.

Os marcadores de spin IV a IX da figura 10, largamente utilizados no estudo
de membranas, séo estruturas as quais o tratamento descrito nas equacgdes 12a e b
ndo pode ser aplicado com rigor. Mesmo em ambientes isotropicos esses
marcadores possuem movimento anisotropico devido a sua estrutura. Na figura 19
estdo apresentados dois marcadores de spin derivados de &cidos graxos e esterodis

bem como a atribuicdo dos eixos x, y e z aos radicais nitroxidos.

ﬁ
z eixo longo molecular

O- =Nvg= =i e
~

>\\\ ' \ .
y N\ Y é Q ! | “eixo longo molecular
Gocmmodie e N R L LT T PP
>/\5‘~/\ \\\

Figura 19. Eixos principais para o grupo N-O em marcadores de spin derivados de
acidos graxos (A) e de esterdides (B). Em (A) o eixo z coincide aproximadamente
com o eixo longo molecular do marcador de spin, enquanto que em (B) o eixo
correspondente ao eixo longo molecular € y (Schreier et al., 1978).
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Os valores dos tensores A e ge para marcadores spin sdo dependentes da
orientacdo dos eixos X, y e z em relacdo ao campo magnético, A é maximo quando
0 campo magnético se orienta paralelamente ao eixo z (figura 13C e Tabela 3). A
anisotropia de A e g é a base para o célculo do pardmetro de ordem em

membranas.

A incorporacgdo de radicais nitroxidos em sistemas liquidos ordenados, como
bicamadas lipidicas, promove a orientacdo preferencial destes com seu eixo longo
molecular paralelo ao eixo normal a superficie (Libertini et al, 1969; Hsia et al.,
1970). Estudos de radicais nitroxido em um sistema liquido cristalino
decanol/decanoato/agua (Seelig, 1970) mostram apesar dos valores de A e ge serem
dependentes da orientacdo em relacdo ao campo magnético, indicando o movimento
anisotropico da sonda, os espectros possuem linhas estreitas, indicando um
movimento rapido da molécula. O movimento rdpido da sonda ao longo de eixo
molecular leva a obtencdo de valores de A e ge correspondentes as orientagdes
paralelas (A, e g;) e perpendiculares (AL e g1) em relacdo a normal a superficie.
Para estes sistemas o parametro de ordem, S, pode ser calculado. S é uma medida
da distribuicdo das orientacdes moleculares em relacdo a um eixo de referéncia e
pode ser descrito por dois modelos mostrados na figura 20, para sistemas que
possuem movimento isotrépico S tende a 0 e para sistemas muito ordenados S

tende a 1.
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Figura 20. Descricdo do parametro de ordem S. (A) S esta relacionado a amplitude
angular (B) do movimento anisotrépico da molécula em relagdo a normal a bicamada

(Seelig, 1970). (B) S esta relacionado a todos os movimentos (rotacionais,
oscilatério e segmental) confinados dentro de um cone que possui um angulo y com
a normal a bicamada (Jost et al., 1971).

Sistemas de membranas podem ser entendidos como sistemas liquidos
cristalinos. A incorporacédo de marcadores de spin em membranas leva a orientacéo
destes com seu eixo longo molecular aproximadamente paralelo a normal a
bicamada. A analise dos espectros de marcadores de spin lipidicos ou esteroidicos
intercalados em membranas foi feita inicialmente para sistemas de membranas
orientadas (Jost et al., 1971; Mailer et al., 1974). O espectro de marcadores de spin
nesses sistemas pode ser obtido a diferentes angulos entre o campo magnético e o
eixo normal a superficie da bicamada. A figura 21A mostra 0 espectro do marcador
de spin acido 5-doxil estearico em uma bicamada orientada composta por

fosfatidilcolina de ovo contendo 30% de colesterol.
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Figura 21. (A) Espectro de EPR do marcador de spin &cido-5-doxil-estearico
incorporado em multibicamadas orientadas de fosfatidilcolina de ovo contendo 30%
de colesterol. Em linha cheia o espectro com o campo magnético aplicado
perpendicularmente ao eixo normal a superficie da bicamada, em linha pontilhada o
espectro com o campo magnético aplicado paralelamente o eixo normal a superficie
da bicamada. (B) Espectro de EPR do marcador de spin 5-doxil-acido esteérico
incorporado em uma dispersao de fosfatidilcolina de ovo contendo 30% de
colesterol. Na figura esta indicada a obtencéo dos valores de A|| e AL (Schreier et
al., 1978).

A partir dos valores obtidos para os desdobramentos hiperfinos para os
espectros correspondentes ao campo magnético orientado paralelamente a (A)) e
perpendicularmente normal da bicamada (A,) pode-se calcular S para essa
bicamada. Para marcadores de spin no qual o eixo z € o eixo longo molecular, S
pode ser calculado a partir dos desdobramentos hiperfinos obtidos
experimentalmente pela equacéao:

S = A//_AJ.
A, (A, + AW)/Z

(eq. 13),

onde os valores de Ay, Ay e A, para marcadores de spin derivados de acidos
graxos ou esteroidicos sdo aproximadamente 6,0 G, 6,0 G e 32,0 G, como mostra a

Tabela 3.
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Em sistemas lipidicos ndo orientados, que possuem tempo de correlacdo
rotacional muito alto de modo que na escala de tempo do experimento de EPR eles
se encontram parados, o espectro obtido é a soma de todas as possiveis
orientacdes da normal a bicamada em relacdo ao campo magnético aplicado, como
0 espectro da figura 17B. Mesmo havendo uma distribui¢éo isotrépica de lipidios, o
espectro resultante é dependente da ordem local presente na bicamada e o calculo
de S, para esse espectro, pode ser feito utilizando a equacédo 13, a obtencédo dos
desdobramentos hiperfinos A, e A,, denominados, respectivamente, extremos

internos e externos do espectro, € mostrada na figura 21B.

3.5.4 Analise dos espectros de EPR

Os espectros de EPR foram analisados através do parametro de ordem nos
casos em gue 0 espectro apresentou extremos internos e externos. Para casos onde
o0 grau de ordem é baixo e a amplitude de movimento do marcador é tal que o
espectro resultante ndo possui extremos internos e externos bem resolvidos (obtem-
se espectros com trés linhas relativamente estreitas devido ao movimento pseudo-
isotropico do marcador), S ndo pode ser calculado a partir da equacao 13. Ainda, o
calculo de t ndo pode ser empregado, ja que se trata de um movimento anisotrépico.
Nesse caso foi introduzida a medida da relacdo de alturas dos picos de campo
central (ho) e de campo baixo (h.1) (ho/h.1) (figura 18). Essa relacdo € um parametro
empirico que engloba a contribuicdo de ordem e mobilidade (Schreier et al., 1984).
Quanto maior o valor hg/hs;, maior a ordem e/ou menor a mobilidade. Devido a
dificuldade de separar as contribuicées devido a alteracdo da ordem e mobilidade do

marcador de spin nos espectros nos quais se observa o movimento pseudo-
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isotrépico, utiliza-se o termo organizao molecular, que engloba as contribui¢des tanto

da ordem quanto a de mobilidade (Schreier et al., 1984).
3.6 Espalhamento de Raios-X a baixo angulo

Experimentos de espalhamento de raios-X de baixo angulo (SAXS)
empregando micelas de LPC na auséncia ou presenca do peptideo St Il;.30 foram
realizados no laboratério de Cristalografia do Instituto de Fisica da USP em
colaboracdo com o grupo de pesquisa da Profa. Dra. Rosangela Itri. Foram
estudadas amostras de LPC de concentracdes 20 mM, 60 mM e 120 mM. A amostra
de 20 mM de LPC na presenca de 2 mM de St Il;.3, foi preparada pela dissolucdo de
qguantidades apropriadas de LPC e do peptideo, ambos em pdo, em agua Milli-Q, pH
7,0. Amostras de concentracdes mais elevadas de lisolipidio foram obtidas pela
adicao de LPC em p0 a solucéo inicial de 20 mM. Foram obtidas razdes St Il1.30/LPC:

10/100, 3,33/100 e 1,67/100.

As medidas foram realizadas em um equipamento NanoStar (Bruker,
Alemanha) com distancia amostra-detector de cerca de 650 mm, a temperatura
ambiente, com radiacdo de comprimento de onda de 1,5418 A. Os dados foram
coletados durante 2 horas. As curvas obtidas foram corrigidas para homegeneidade
do detector, pelo espalhamento da solucdo aquosa e também considerando a

atenuacdo da amostra.

A intesidade de espalhamento, I(g), de uma solugdo de particulas
espalhadoras de baixa anisometria e isotropicamente distribuidas pode ser escrita

como:

1(q) = kn,P(a)S(q) (eq. 14),
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onde n, é a densidade numérica de particulas espalhadoras e k € um fator
relacionado aos parametros experimentais. P(q) € o fator de forma da particula
espalhadora, sendo q o vetor espalhamento, q = 41msen8/A, sendo 26 o angulo de
espalhamento e A o comprimento de onda do feixe de raios-X incidente. S(q) é a
funcdo de interferéncia entre particulas espalhadoras, que tende a 1 para sistemas

nao interagentes.

Em nossa analise, as micelas compostas por LPC sdo modeladas como
elipsoides prolatos. Uma descricdo desta metodologia pode ser encontrada em

Barbosa et al., 2006.
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4. Resultados

Os resultados aqui apresentados descrevem estudos da interagcdo dos
peptideos derivados da regido N-terminal de St 1 e St Il, St 131, St l12.31, St ll1.30 € St
ll11.30 (Tabela 1), com membranas modelo. Foi examinado o efeito da interacéo
sobre a estrutura secundéaria dos peptideos utilizando CD, bem como sobre a

organizacdo molecular de bicamadas e micelas através da técnica de EPR.

4.1 Estudos Conformacionais

Estudos conformacionais dos peptideos St Il1.30, St ll11-30, St l1.31 € St l12.31,
empregando CD, foram realizados em solugéo, na presenca de SUV e na presenca
de micelas, em pH 7,0. As SUV foram preparadas a partir dos fosfolipidios POPC,
POPA e SM, nas composi¢des: somente POPC (zwitteridnica); POPC:POPA, 90:10
(carga liquida negativa); POPC:SM 90:10 (zwitteriénica); POPC:SM:POPA 80:10:10
e 75:15:10 (carga liquida negativa); POPC:DPPC 90:10 (zwitteribnica). As micelas
foram preparadas a partir dos lisofosfolipidios LPC e LPA nas composicoes: LPC

(zwitteribnica) e LPC:LPA 90:10 (carga liquida negativa).

Foi considerado como indicativo de ligacdo dos peptideos a SUV ou micelas,
a formacgao de estrutura a-helicoidal, evidenciada pelos minimos em 208 nm e 222
nm. Os espectros dos peptideos em solucdo séo caracteristicos de conformacéo ao

acaso.

4.1.1 Peptideos em Solucéao

A natureza das interacdes entre os peptideos e membranas modelo é

dependente das propriedades intrinsecas a cada sequéncia. Na tabela 4 estéo
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reapresentadas as sequéncias dos peptideos estudados, bem como sua propensao
a adquirir estrutura em a-hélice, calculada pelo algoritimo HNN (Guermeur et al.,
1999), e ainda sua carga liquida em pH 7,0. As diferencas entre as sequéncias estdo
destacadas: a regido sublinhada compreende uma regido rica em aminodcidos
hidrofébicos, os residuos que diferem nas sequéncias de St ll;.30 (St l1:31) € St ll11.30

(St 112-31) estdo em vermelho.

Tabela 4. Sequéncia dos peptideos estudados, propensdo de aquisicdo de a-hélice
e carga liquida dos peptideos em pH 7,0.

Propensdo Carga

Nome Sequéncia % a-hélice  liquida
HNN? pH 7,0

St 31 SELAGTIIDGASLTFEVLDKVLGELGKVSRK 45,16% 0

Stlip.31 SLTFEVLDKVLGELGKVSRK 55,00% +2

St Il1.30 ALAGTIIAGASLTFQVLDKVLEELGKVSRK 53,33% +2

St 1130 SLTFQVLDKVLEELGKVSRK 65,00% +2

*O método HNN para predicdo de estrutura secundaria é descrito em Guermeur et
al., 1999.

Estudos de St ll;.30 e St lli130 em solugdo (Casallanovo et al., 2006)
mostraram que o primeiro sofre agregagéo, com concomitante aquisicéo de estrutura
secundaria em folhas B, com o aumento do pH, da concentracdo e da forca ibnica;
contudo, o0 mesmo ndo € observado para o peptideo mais curto St ll3;3.3. Essa
diferenca foi atribuida a presenca do segmento rico em residuos hidrofébicos entre
os residuos 1 e 10 de St ll;.30 (regido sublinhada na Tabela 4), essa regido esta
ausente em St ll11.30. Estudos similares para St l1.3; € St 112.3; mostraram que ambos
possuem menor tendéncia a sofrer agregacao em solucéo do que St Il1-30 (Ros, U.,
resultados néo publicados). A presenca dos residuos Serl, Glu2 e Asp9 na regiao
compreendendo os onze primeiros aminoacdios de St l1.3; altera as propriedades

dessa regido quando comparada ao mesmo segmento (residuos 1-10) em St Il;-30.
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Provavelmente a presenca daqueles residuos reduz a propenséao de St |;.3; de sofrer
agregacdo em solucdo, especialmente devido a repulsdo entre os residuos
negativamente carregados. De maneira analoga a St ll11-30, @ auséncia do segmento

hidrofébico em St 11231, diminui a propenséao do peptideo de se agregar em solucéo.

A presenca de duas cargas negativas a mais (Glu2 e Asp9) na sequéncia de
St l;.31 em relacdo a de St 1,30 confere a esse peptideo menos carga liquida positiva
em comparacdo aos demais. Os peptideos derivados de St | também possuem uma
menor propensao de aquisigdo de estrutura em a-hélice em relacdo aos derivados
de St Il. Tal diminuicdo na propensao de aquisicao de estrutura em a-hélice se deve,
muito provavelmente, a substituicdo de um residuo de Glu, posicdo 22 na sequéncia
de St ll;.30, por Gly, posicdo 23 na sequéncia de St l;.3;. Escalas das preferéncias
conformacionais de aminoacidos mostram que, enquanto Glu € um forte indutor de
hélice, Gly dificulta sua formacéo (Williams et al. 1987; Wilmot e Thornton, 1988). A
maior probabilidade de aquisi¢cdo de estrutura em a-hélice para St ll11.30 € St l12.31,
em relacdo aos seus analogos ndo truncados, se deve ao fato de estes peptideos

corresponderem exatamente a regido com maior propensdo de aquisicdo dessa

estrutura.

Predicbes para a extensdao da a-hélice para os quatro peptideos, obtidas
pelos programas Jpred e PSIPRED (Cole et al., 2008; McGuffin et al., 2000) (figura
22) mostram que os resultados obtidos pelos diferentes programas estéao
essencialmente em concordancia. A extensao da a-hélice predita pelo programa
Jpred para St ;30 (residuos 14 a 26) esta de acordo com o que foi obtido pela

resolucdo da estrutura da proteina por cristalografia de raios —X (residuos 14 a 23)



64

(Manchefio et al., 2003). Para todos os peptideos, a predicdo pelo o programa

PSIPRED resultou em uma a-hélice de maior extensao.

Os resultados da figura 22 estdo de acordo com o contetdo de estrutura em
a-hélice obtido pelo programa HNN. O conteudo de estrutura em a-hélice foi maior
para os peptideos derivados de St Il em comparagdo com seus anélogos de St I,
tanto para a predicao pelo programa Jpred quanto para o PSIPRED. O resultado
obtido para St I;.31, que prediz a existéncia de duas regides helicoidais conectadas
por uma regido desestruturada, estd de acordo com estudos de NMR do fragmento
N-terminal de St I, residuos 1 a 30, na presenca de 30% de TFE (Castrillo et al.,

2010).
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Figura 22. Predi¢des para a conformacéo de St Il;.39, St 11130, St l3.31 € St l12.31. E se
refere a conformacgao estendida (fita ), H a conformacéao helicoidal (a-hélice) e C a
conformacdo ao acaso (coil). Os simbolos abaixo das sequéncias resultantes da
analise por PSIPRED estéo descritos na legenda abaixo da figura.

Foi também predito o grau exposicdo ao solvente dos residuos dos quatro

peptideos (figura 23). Os residuos com menos que 25 e 5 % de exposicdo ao

solvente sdo os da regido dos primeiros 10(11) residuos de St ll;.30 € St l1.3; € 0s

residuos apolares da a-hélice.
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l _________ l 1 ________ 2 l ________ 1 _________ 1 1 ________
ALAGTIIAGASLTFQVLDKVLEE LGKVSRK SLTFOVLDKVLEE LGKVSRK
—--BRBBRBB-BB-BBR-BR—--BRB--BB-B--- <25% ———B-BB--BB=-B==B———
—————— B--—---B-BR--BR——————-—--- <58 S S

Stly.as Stly2.34
1- - 11-——————- 2l-———————- 1- - 11-————-——-
SELAGTITIDGASLTFEVLDKVLGELGKVSRK SLTFEVLDKVLGE LGKWSRK
--BRBRBRRE-BBE-BBB-BB--BB--BB-B--- <25% -B-B-BB--BB--BB-B-—-
——————— B-—--—-—-BB--BB-—-——--—--— <58 ——————B——-BB-————————

Figura 23. Predicdo da probabilidade de exposicdo ao solvente dos residuos dos
peptideos St 130, St ll11.30, St l131 € St lip3;. S0 dados os resultados para
probabilidade menor do que 25% e mnor do que 5% de exposi¢éo. (B = buried).

Os espectros de CD dos quatro peptideos em solucéo (figura 24) mostram
gue todos os peptideos assumem, essencialmente, conformacdo ao acaso. A tabela
5 apresenta os valores do conteudo de a-hélice, folha 3 e estrutura ao acaso, para
0s espectros da figura 23 obtidos por deconvolucdo através programa PEPFIT

(Reed et al., 1997).

2 T T T T T
0 =
24 4
-4 4
-6 4
-8 4
10 —Stll,_
-12 4 11-30 4
-14 4 Stl

-16 4 4
-18 4 4
-20 4 4
200 210 220 230 240 250 260

A (nm)

Figura 24. Espectros de CD de St ll;-30 (preto), St ll11-30 (vermelho), St I,.3; (azul) e St
l12.31 (verde), em agua deionizada, pH 7,0. Os espectros sdo a média de quatro
experimentos. Os valores de desvio padrdo foram omitidos para clareza da figura.
[peptideos] = 5 M.

[6] (10°.deg.cm’.dmol™)
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Tabela 5. Conteudo de a-hélice, folha B e estrutura ao acaso para os peptideos em
solucdo.?”

% estrutura ao

. 0 Al 0

Peptideo Yo a-hélice % folhas 3 2Caso

St 1130 18,8+ 0,84 16,6 + 1,14 65,6 + 0,55
St 11130 16,2+ 0,84 18,2+ 0,84 65,6 + 0,55
St l1.31 17,2+ 0,84 12,4 +1,14 70,4 £ 0,55
St l12.31 6,8 + 0,84 29,6 +1,14 63,6 + 0,55

 Obtido a partir da deconvolugdo dos espectros de CD da figura 24 pelo programa
PEPFIT (Reed et al., 1997).

® E dado o desvio padrdo da média dos valores das cinco melhores deconvolugées
(R*> 0,95) calculado pelo programa OriginLab 6.0.

Os dados da tabela 5 indicam que apesar de os espectros de CD dos
peptideos sugerirem uma estrutura essencialmente ao acaso, 0s peptideos ja

apresentam algum contetdo de estrutura secundaria.

Estudos funcionais mostraram que St ll;.30 possui maior atividade hemolitica
em relacdo aos outros peptideos, seguido de St I;3; e St lli30, que possuem
atividades similares, e St l;2.31 que possui a menor atividade (Casallanovo et al.,
2006; Ros. U., resultados ndo publicados). Provavelmente, de maneira analoga ao
gue ocorre com as toxinas, a formacdo de poro pelos peptideos também é
dependente da formacédo de um oligbmero. Contudo, o nimero de moléculas dos
peptideos que formariam o poro ainda ndo foi determinado. Levando em
consideracdo os resultados que indicam que St Il;.3p tem uma maior propenséo a
agregar em solucdo do que os demais peptideos (Casallanovo et al., 2006; Ros, U.,
resultados ndo publicados), € concebivel que esta propensdo a agregacéo esteja

relacionada a sua maior atividade hemolitica.

4.1.2 Interagdo com SUV
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Os estudos da interacdo dos peptideos com membranas modelo, constituidas
pelos lipidios POPC, POPA e SM, e POPC, tiveram como objetivo compreender as
interacbes peptideo-membrana ao nivel molecular, verificando a eventual
especificidade em relacdo a um ou mais lipidios (em particular, SM) avaliando o
papel de diferentes forcas (por exemplo, interacdes eletrostaticas, hidrofobicas)

envolvidas na interacéo.

4.1.2.1 SUV zwitteridonicas de POPC

A figura 25 mostra os espectros de CD dos peptideos St ll1.39, St 1l11-30, St 1131
e St l12.31, ha presenca de quantidades crescentes de SUV de POPC, em pH 7,0. Os
espectros de CD mostram de que ndo houve aquisi¢cdo de estrutura secundaria com
o aumento da concentracdo de POPC. Todos o0s peptideos mantiveram
conformacao randémica similar a observada nos espectros em agua (figura 24).
Analisando os valores de [0] 22, observa-se que as mudancas espectrais foram muito
pequenas, sugerindo que os peptideos, ou se ligam em baixa extensdo, ou ndo se

ligam, as SUVs formadas pelo fosfolipidio zwitteriénico.
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Figura 25. Espectros de CD de St ll1.30 (A), St ll11.30 (B), St l1.31 (C) e St l12.31 (D) na
presenca de quantidades crescentes de SUV de POPC, pH 7,0. [peptideos] = 5 uM.

4.1.2.2 SUV contendo o fosfolipidio negativamente carregado POPA

Para avaliar o papel de interacdes eletrostaticas na interacdo peptideo-

membrana, o fosfolipidio carregado negativamente POPA foi incluido nha composicao

das SUV. Foram obtidos espectros na presenca de concentracfes crescentes de

SUV de composicdo POPC:POPA (90:10) (figura 26).
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Figura 26. Espectros de St ll1.30 (A), St ll11.30 (B), St 131 (C) e St l1231 (D) na
presenca de quantidades crescentes de SUV de POPC:POPA (90:10), pH 7,0.
[peptideos] = 5 uM.

Ao contrario dos espectros na presenca de SUV contendo apenas POPC,
todos os peptideos adquiriram conformacao a-helicoidal, indicando sua ligacdo as
vesiculas. A figura 27 mostra os valores do médulo de [0]222 (|[6]222]) nos espectros
dos peptideos em funcéo da concentracao total de lipidio; St 1l;.3p adquiriu um maior
conteudo de estrutura a-helicoidal em relacdo aos demais peptideos. A extenséo da
ligacdo dos peptideos as SUV ndo pode ser inferida diretamente dos valores de
[0]222 devido a suas diferentes propensdes de aquisicado de estrutura a-helicoidal.
Para avaliar a extensdo da ligacdo dos peptideos as SUV foram calculadas as

constantes de ligacao (K) a partir dos dados da figura 27 (Tabela 6). Para o calculo
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de K foi considerado que a interacao peptideo-lipidio possui estequiometria 1:1; os

valores de [0]222 em fungdo da concentragéo lipidica foram aproximados para um

hipérbole, devido a impresi¢cées na obtencdo dos dados os valores de K possuem

uma confiabilidade relativa.
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Figura 27. |[0]222|n0s espectros de CD de St ll;.39, St ll11.30, St l1.31 € St l12.31, em

funcéo da concentragao de SUV de POPC:POPA (90:10), pH 7,0.

Tabela 6. Constantes de ligacdo (K) dos peptideos a SUV e micelas de diferentes

composicoes lipidicas, pH 7,0.

Peptideo K x 10° (M™)
Carga Eggg POPC:SM:POPA POPC:SM:POPA LPC LPC:LPA
liquida (90:10) (80:10:10) (75:15:10) (90:10)
Stllizp +2 13 13 21 84 19
Stllip30 +2 9,5 9,1 12 3,5 16
Stliza O 8,2 -- -- 19 9
Stlipgr +2 8,4 13 15 44 11

Os valores da constante de ligacédo (Tabela 6) sugerem que St ll;.30 se ligou

em maior extensdo as SUV. A ligacdo as vesiculas contendo POPA se deu na

ordem: St [11.30> St l111.30=St 11.31=St l12.31.
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A maior ligacéo dos peptideos as vesiculas contendo POPA evidéncia o papel
de interacdes eletrostaticas para a interacdo peptideo-membrana. A ligacdo em
menor extensdo de St I;.3; em comparagdo com St Il;.30 deve-se, provavelmente, a
presenca dos residuos carregados negativamente na regido correspondente aos
primeiros 11 residuos de St ;.31 (Glu2, Asp9) que, devido a repulsdo eletrostatica,

levariam a uma diminuicéo da afinidade do peptideo pela membrana.

4.1.2.3 SUV contendo o esfingofosfolipidio SM

Para analisar a influéncia do esfingofosfolipidio SM na interacdo peptideo-
membrana foi estudada a interacdo com SUV de POPC:SM (90:10). A figura 28
mostra os espectros de CD dos peptideos na presenca de concentracfes crescentes

de membranas modelo.
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Figura 28. Espectros de CD de St ll1.30 (A), St ll11.30 (B), St l1.31 (C) e St l12.31 (D) na
presenca de quantidades crescentes de SUV de POPC:SM (90:10), pH 7,0.
[peptideos] = 5 uM.

Diferentemente do que foi observado com vesiculas contendo POPA (figura
26), ndo houve aquisicao significativa de estrutura em a-hélice na presenca de SUV
contendo 10% de SM. Os espectros de CD (figura 28) e os valores de [0].22 (figura
29) indicam que St ll;.30 adquiriu maior contetdo de estrutura em a-hélice, seguido
de St l.3;. Apesar dos outros peptideos apresentarem um pequeno aumento na
intensidade de [[6]222] na presenca das vesiculas de POPC:SM (figura 28), a figura
29 mostra que esse aumento ndo € significativo. O inserto da figura 29 mostra a
variacao de |[0]222| para os espectros de CD dos peptideos na presenca de SUV de

POPC. E possivel observar que []a22 variou de 2000 a 7500 deg.cm?.dmol™. Na
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presenca de SM (figura 29) apenas St ll;.30 € St 1;.31, apenas em concentracfes mais
altas de lipidio, apresentam valores de |[6].22] maiores que 7500 deg.cm?.dmol™.
Para St ll11.30 foi observado |[0]222] > 7500 deg.cm®.dmol™ apenas na presenca de
0,5 mM de lipidio total. A pequena variacdo dos valores de [B]22, para St ll11.30, St I1-
31 € St l12.31 pode ser resultado do achatamento dos espectros de CD devido ao
espalhamento de luz pelas vesiculas (Bustamante et al., 1983; Wallace e Mao, 1984;
Wallace e Teeters, 1987). Devido a pequena variagao dos valores de |[8].22| para St
l1-31, St l1231 € St ll11.30 ndo foi possivel efetuar o célculo de K. O valor de Kpcsm
obtido para St lli3 foi 1,7 x 10* M?; este valor da constante de ligacdo é
essencialmente idéntico ao obtido para a ligacdo de St 111-30 as SUV de
POPC:POPA (90:10) (Tabela 6), sugerindo que SM é tdo importante quanto as

interacdes eletrostaticas para a ligacdo deste peptideo as SUV.
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Figura 29. |[0]222|n0s espectros de CD de St ll;.39, St ll11.30, St l1.31 € St l12.37, em
funcdo da concentragcao de SUV de POPC:SM (90:10), pH 7,0. No inserto estao
graficados os valores de [[0].22] para os peptideos em funcdo da concentracdo de
SUV de POPC, pH 7,0.
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Os espectros de CD da interacdo dos peptideos com SUV contendo SM
indicam que, apesar de nao haver carga liquida negativa na superficie da
membrana, os peptideos St Il1.30 € St 1133, em menor extensdo, ligaram-se as SUV
contendo o esfingolipidio. Essa interacdo sugere que SM € importante para a ligacédo
dos peptideos a membrana. A interagdo de St Il;.30 com as vesiculas zwiteribnicas
contendo SM e ndo com as vesiculas contendo apenas POPC, também
zwiteridnicas, poderia indicar uma preferéncia por SM, o receptor putativo das
toxinas na membrana. St Il;30, que possui 0 segmento 1-10 rico em residuos
hidrofobicos, interage em maior extensdo com as vesiculas; possivelmente essa
regido é importante para a interacdo do peptideo com bicamadas contendo SM. A
menor extensdo da ligacdo de St ;.33 as SUV provavelmente deve-se a presenca
dos residuos polares Serl e carregados Glu2 e Asp9 que diminuem a
hidrofobicidade do segmento correspondente aos primeiros 11 amino&cidos. A
diferenga na interagdo de ambos com as vesiculas contendo SM esta de acordo com
os resultados de atividade hemolitica, St ll;.3p possui maior atividade frente a

eritrocitos do que St 1;.3; (Cilli et al., 2007).

Para examinar a importancia de interacdes eletrostaticas em presenca de SM
foi também estudada a interacdo dos peptideos com vesiculas de composi¢céao
POPC:SM:POPA (80:10:10) (figura 30). De maneira similar ao observado com SUV
contendo 10% do fosfolipidio carregado negativamente POPA (figura 26), todos os
peptideos adquiriram estrutura em a-hélice, indicando ligacdo as vesiculas.
Novamente pode-se observar que St Il;-30 adquiriu maior conteudo de estrutura a-

helicoidal, seguido por St l;.31, St ll11.30 € St l12.3:. A comparagdo dos valores de
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[[0]222] (figura 31) mostra mais claramente a diferenga na aquisicdo de estrutura a-

helicoidal pelos peptideos.

Figura 30. Espectros de CD de St ll1.30 (A), St ll11.30 (B), St l1.31 (C) e St l12.31 (D) na
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presenca de quantidades crescentes de SUV de POPC:SM:POPA (80:10:10), pH

7,0. [peptideos] = 5 uM.
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Figura 31. |[0].22| para os espectros de CD de St 1330, St 111130, St l1:31 € St 112.31, em
fungéo da concentragdo de SUV POPC:SM:POPA (80:10:10), pH 7,0.

Os valores da constante de ligagdo (Ksmio) para os peptideos (Tabela 6)
sugerem que St ll11.30 se liga as SUV de POPC:SM:POPA (80:10:10) na mesma
extensdo que as SUV de POPC:POPA (90:10), enquanto que St ll;.30 € St l12.31 se
ligam mais a estas SUV. Para St ll;.3p 0s valores de |[0]222] foram melhor descritos
como uma sigmoide, indicando um processo de ligacdo cooperativo. O valor de
Ksmio N80 pode ser calculado para St l1.3;, pois ndo foi observada a saturacdo da
ligacdo deste peptideo nas condi¢cdes do estudo. Isso poderia ser um indicativo da

menor ligacao deste peptideo as SUV.

Para verificar mais detalhadamente o papel de SM na interacdo peptideo-
membrana foi estudada a interacdo dos peptideos com SUV de composicao
POPC:SM:POPA (75:15:10) (figura 32). Assim como na presenca de
POPC:SM:POPA (80:10:10), todos o0s peptideos apresentam espectros
caracteristicos de estrutura a-hélicoidal. O aumento do contetdo de SM diminuiu a

intensidade dos espectros de St Il;.3p quando comparados com 0s espectros da
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figura 30A, porém houve um

aumento na intensidade dos espectros para 0S outros

peptideos.
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Figura 32. Espectros de CD de St ll1.30 (A), St ll11.30 (B), St l1.31 (C) e St l12.31 (D) na
presenca de quantidades crescentes de SUV de POPC:SM:POPA (75:15:10), pH
7,0. [peptideos] = 5 uM.

A figura 33 apresenta os valores de |[0]222] para os peptideos, obtidos a partir
dos espectros da figura 32. Os valores de |[0]222] para St Il1.30 também possuem um
comportamento sigmoidal, sugerindo um processo de ligacdo cooperativo. Além
disso, foi observado que |[[0]222] para este peptideo aumenta até 0,1 mM de lipidio
total permanecendo praticamente constante para as concentracbfes mais altas,
indicando que praticamente todo o peptideo ja se encontra totalmente ligado as SUV

a partir desta concentracdo. Esse comportamento € bastante diferente do observado
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para a composi¢cdo contendo 10% de SM (figura 31):
valores de |[0]222] aumentaram até 0,25 mM de

constantes a partir dessa concentracgao.
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Figura 33. [[B]222] nos espectros de CD de St ll3.30, St ll11.30, St l1.31 € St l12.31, em
funcdo da concentracdo de SUV de POPC:SM:POPA (75:15:10), pH 7,0.
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Figura 34. |[B]222] nos espectros de CD de (A) St ll;.30 € St l111-30, (B) St 1131 € St l12.31,
em funcdo da concentracdo de SUV de POPC:SM:POPA (80:10:10, quadrados

fechados) e (75:15:10, quadrados abertos), pH 7,0.
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Para maior clareza na comparacao entre os valores de [0],2; Nnos espectros
na presenca de SUV de POPC:SM:POPA (80:10:10) e POPC:SM:POPA (75:15:10),
esses valores para os diferentes peptideos nas duas composicBes estdo
apresentados na figura 34. Na presenca de SUV contendo 15% de SM os valores de
|[0]222 de St 1130 foram menores do que para 10% de SM. |[6]222] para St ll11.30 € St 1.
31 aumentou em relacdo as SUV contendo 10% de SM; por outro lado, 0 aumento do
conteddo de SM ndo afetou o conteddo de estrutura secundaria de St ljz.31. AS
constantes de ligacdo (Ksmis) calculadas para os peptideos na presenca de SUV de
POPC:SM:POPA (75:15:10) (Tabela 6) indicam que a ligacdo de St ll;;.30 as SUV
aumentou com o aumento do conteudo de SM, apenas a ligacao de St I1,.3; pareceu
nao ser afetada. Apesar dos valores de [[6]222| para St ll;.30 na presenca de SUV
contendo 15% de SM serem menores do que para 10% de SM, o aumento do
conteddo de desse lipidio parece ter aumentado a afinidade do peptideo pela
bicamada. E possivel que a diminuicdo de |[B]22] se deva ao aumento do
espalhamento de luz pelas vesiculas devido ao aumento do conteido de SM. O
maior espalhamento também poderia ser indicativo de uma maior interagdo com as

SUV caso St Il;.30 promova agregacdo das vesiculas.

St ;.31 mostrou um comportamento bastante diferente dos demais peptideos,
nao apresentando uma estabilizacdo dos valores de |[0]222] em nenhuma das duas

composic¢des de SUV, indicando que a ligacdo nédo atingiu a saturacao.
4.1.2.4 SUV contendo DPPC, um fosfolipidio formador de fase ordenada

Para verificar a especificidade da interacdo dos peptideos com SM foi

estudada a interacdo de St ll;.30 com SUV de composicdo POPC:DPPC (90:10)
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(figura 35). SM e DPPC possuem temperatura de transicdo entre as fases gel (So) e
liguido-cristalina (Lg), Tm, acima da temperatura ambiente, DPPC 41°C e SM de
cérebro na faixa entre 35 e 45°C, dependendo do conteddo de cadeias estearoil
(Koynova et al., 1995) . Assim, SM e DPPC se encontram na fase S, a temperatura
ambiente. Estudos calorimétricos de bicamadas de composicdo POPC:DPPC
(Curatolo et al., 1995; Shoemaker et al., 2003) ou POPC:SM de cérebro (Pokorny et
al., 2006), contendo mais de 30% e 20% de DPPC e SM respectivamente,
mostraram que ha& coexisténcia de fases S, e Ly para ambos os sistemas a

temperatura ambiente.
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Figura 35. (A) Espectros de CD de St ll;.30, 5 yM, na presenga de quantidades
crescentes de SUV de POPC:DPPC (90:10), pH 7,0. (B) |[0]222| para os espectros de
CD de St ll;.30 em fungéo da concentracdo de SUV de POPC:DPPC (90:10), pH 7,0.

Os valores de [[6]222] para os espectros de St ll;.30 ha presenca de SUV
contendo 10% de DPPC sao menores do que para a interagdo com SUV de
POPC:SM (90:10). Neste estudo, o proprio peptideo em solugdo apresentou um
espectro de CD com intensidade menor do que o espectro obtido no estudo com
SUV de POPC:SM (90:10) (figura 28A). Apesar dos valores menores de [0]222,

observou-se um aumento nos valores de |[68]222Jcom 0 aumento da concentracéo de
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SUV. Para o efeito da interacao sobre os valores de [0]222 nos diferentes sistemas foi
calculado o aumento de [B].22 (A[B]) em funcdo da concentracédo de lipidio total em
relagdo ao valor de [B]2>; na auséncia de SUV, sendo a porcentagem de A[6]

calculada pela equacéo 23:

A, | — [0

Al6]% = [M] x 100 (eq.23),
e,

onde |[B]ip] € 0 mbdulo de [B]222 na presenca de diferentes concentracdes de lipidio

total e |[0]o] € 0 mddulo de [0],22 na auséncia de lipidio. A figura 36 apresenta os

valores de A[B], expressos em porcentagem, para St ll;.3p em funcdo da

concentracédo de SUV POPC:SM (90:10) e POPC:DPPC (90:10).
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Figura 36. Valores de A[B] expressos em porcentagem, calculados de acordo com a
equacdao 23, para St ll;.30 em funcdo da concentracdo de SUV de POPC:SM (90:10)
(V) e SUV de POPC:DPPC (90:10) (A).

Pelos valores na figura 35 é possivel observar que St Il1.3 interage com as
SUV de ambas composicdes lipidicas. Inicialmente sdo observados valores
negativos de A[6]% para a interagdo com SUV de POPC:DPPC (90:10), isso

provavelmente se deve ao fato de que o peptideo ndo interage com as SUV em
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baixas concentragdes de lipidio, ndo adquirindo estrutura em a-hélice o que poderia
levar a uma diminuicdo na intensidade do espectro devido ao espalhamento de luz
causado pelas vesiculas. Com o aumento da concentracdo de lipidio total é
observado um aumento nos valores de A[B]%, o que indicaria que St Il;3p estaria se
ligando as vesiculas e adquirindo estrutura helicoidal. Para compreender melhor a
interacdo de St ll;.30 com as bicamadas contendo DPPC, foram realizados estudos
de EPR com membranas de POPC:DPPC nas composi¢des 90:10 e 50:50 (secéo

4.2.1.1.2).

4.1.3 Interacdo com Micelas

4.1.3.1 Micelas do lisofosfolipidio zwitteriénico LPC

Além dos estudos com bicamadas (SUV), também foram obtidos espectros de
CD dos peptideos na presenca de micelas de LPC e LPC:LPA (90:10). A interacdo
dos peptideos com micelas também foi acompanhada pelo aumento dos valores de

[[0]222] (figuras 37 e 39).
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Figura 37. Espectros de CD de St ll;.30 (A), St ll11.30 (B), St l1.31 (C) e St l12.31 (D) na
presenca de concentracdes crescentes de LPC, pH 7,0. [peptideos] = 12 M.

Os espectros de CD mostram que os peptideos adquiriram estrutura em a-
hélice na presenca de concentracfes crescentes de LPC (figura 37), indicando sua
ligacdo as micelas. As concentracfes utilizadas encontram-se acima da
concentracdo micelar critica de 0,007 mM (CMC) da 1-palmitoil-2-hidroxi-

fosfatidilcolina empregada (Stafford et al., 1988; Heerklotz e Epand, 2001).

De maneira similar ao observado para a interacdo dos peptideos com as SUV
de POPC:POPA (90:10), POPC:SM (90:10), POPC:SM:POPA (80:10:10) e
POPC:SM:POPA (75:15:10), St ll;.30 € St ;.33 adquiriram maior contetudo de estrutura

a-helicoidal, seguidos de St Il11.30 € St l12.31, como indicam os valores de [[0]222]
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(figura 38). A figura 38 apresenta os valores de |[0]222|para os peptideos em funcao
da concentracdo de LPC (simbolos cheios) e POPC (simbolos vazios). Os valores
de |[6].22] mostram que, enquanto os peptideos interagiram com as micelas de LPC,
adquirindo estrutura em a-hélice, 0 mesmo nao ocorreu com as SUV de POPC. Os
valores da constante de ligacdo (K,) (Tabela 6), calculadas a partir dos valores de
[[6]222] (figura 38) indicam que a ligacdo dos peptideos as micelas se deu na

Seguinte ordem: St l1.31>St 1130~ St II11.3ozSt |12.31.
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Figura 38. |[B]222] para os espectros de CD de St ll;.30 (W,0), St ll15.30 (M,0), St 1131
(m,) e St l12.3; (M, ), na presenca de concentracdes crescentes de LPC (simbolos
cheios) e POPC (simbolos vazios), pH 7,0.

4.1.3.2 Micelas contendo o lisofosfolipidio negativamente carregado LPA

Foi também estudada a interacéo dos peptideos com micelas de LPC:LPA na
proporcao 90:10 (figura 39). Da mesma maneira que com LPC, todos os peptideos
adquiriram estrutura em a-hélice. Na figura 40 sdo apresentados os valores de

|[0]222] para os espectros dos peptideos na presenca de concentracdes crescentes
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de LPC:LPA (90:10) (simbolos cheios) e POPC:POPA (90:10) (simbolos vazios). Os
valores de |[B]222| para St ll1.30, St ll11.30 € St l12.31 S&0 menores dos que para St |;.31
e, também, menores do que os obtidos dos espectros de CD dos peptideos com
micelas de LPC. Esta diminuicdo poderia ser resultado da agregacao das micelas
negativas por St Il1.30, St Il11.30 € St l12.31 que possuem carga teorica +2 a pH 7,0, St

l1.31, que possui carga tedrica zero a pH 7,0 ndo promoveria agregacao.
40 T T T T T T T T T

' [LPC:LPA] mM
—0
30+ A 1] B 4——0,02
0,05

— o1
201 17 T 02
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4 4 . 1,0
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20 - 1t .
10-\ .
0

T T T T T T T T T T
200 210 220 230 240 250 26000 210 220 230 240 250 260
A (nm) N

(nm)
Figura 39. Espectros de CD de St ll1.30 (A), St ll11.30 (B), St l1.31 (C) e St l12.31 (D) na
presenca de concentracdes crescentes micelas de LPC:LPA (90:10), pH 7,0.
[peptideos] = 12 pM.
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LPC:LPA (90:10) (mM)
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Figura 40. |[B]222] para os espectros de CD de St ll;.30 (W,0), St ll15.30 (M,0), St 1131
(m,0) e St 123 (W,O), na presengca de quantidade crescente de micelas de
LPC:LPA (90:10) (simbolos cheios) e SUV de POPC:POPA (90:10) (simbolos
vazios), pH 7,0.

Os valores das constantes de ligacdo dos peptideos as micelas (K.pa) (Tabela
6) sugerem que a introducao de LPA levou a um pequeno aumento da ligacao de St
ll130 € St l12.31, porém, a ligacdo de St ll;1.30 € St l;.3; essencialmente ndo sofreu
alteracdo. Diferentemente do observado na figura 38, os peptideos adquiriram
estrutura a-helicoidal tanto na presenca de micelas contendo LPA quanto na
presenca de SUV contendo POPA (figura 40). Os valores de Ky (Tabela 6)
sugerem que a ligacao dos peptideos as SUV de POPC:POPA (90:10) é comparavel

a ligacao destes a micelas de LPC:LPA (90:10).

Os resultados da interacdo dos peptideos com micelas de LPC e LPC:LPA
(90:10) sugerem que a presenca de carga negativa € mais importante para a ligacéo

dos peptideos a SUV, do que para a ligagdo a micelas.

4.2 Efeito da interacdo peptideo-membrana na organizacdo molecular de

bicamadas e micelas - Estudos de EPR
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Através de estudos de EPR foi examinado o efeito da interacdo peptideo-
membrana na organizacdo molecular de bicamadas e micelas. Foi analisada a

influéncia da composicao lipidica, bem como o papel de interacdes eletrostaticas.

4.2.1 Interacdo dos peptideos com multibicamadas (MLV)

Para investigar o efeitos dos peptideos sobre a organizacdo molecular de
bicamadas foram obtidos espectros de EPR de marcadores de spin incorporados em
MLV com as mesmas composicdes lipidicas empregadas nos estudos de CD:
POPC, POPC:POPA (90:10), POPC:SM (90:10), e POPC:SM:POPA (80:10:10), e

ainda POPC:SM (50:50).

Foi empregado o marcador 5-MeSL, um derivado do éster metilico do &cido
estearico e os marcadores fosfolipidicos 5-PCSL e 16-PCSL, que possuem o
grupamento nitroxido respectivamente nos carbonos 5 e 16 da cadeia acila sn-2 do

fosfolipidio (ver secéo 3, Materiais e Métodos).

4.2.1.1 Estudos com o marcador de spin 5-MeSL

A figura 41 mostra os espectros de EPR de 5-MeSL incorporado em MLV de
diferentes composicdes lipidicas na auséncia (primeira linha) e na presenca de St Il;.
30, St ll11.30, St l1.31 € St l123;. Os espectros na auséncia dos peptideos (linhas

pontilhadas) foram sobrepostos aos espectros na presenca destes.

Os espectros de 5-MeSL incorporado em MLV de POPC, POPC:POPA
(90:10), POPC:SM (90:10), POPC:SM:POPA (80:10:10), na auséncia dos peptideos,
apresentam linhas relativamente estreitas, caracteristicos do movimento pseudo-

isotrépico do marcador, indicando que o marcador experimenta um ambiente com



89

relativa mobilidade e/ou pouca ordem. Os espectros foram analisados pela medida
do parametro empirico ho/h,; (relacdo das linhas de campo central e campo baixo
(Schreier et al.,, 1984, ver Materiais e Métodos)). A semelhanca visual destes
espectros (figura 41), refletida em valores de ho/h:; essencialmente iguais (1,98 para
POPC; 1,93 para POPC:POPA; 2,02 para POPC:SM; 2,02 para POPC:SM:POPA),
sugere que a organizacdo molecular nestas bicamadas é semelhante. Em
contrapartida, o espectro de 5-MeSL incorporado em MLV de POPC:SM (50:50)
possui linhas mais alargadas, sugerindo um ambiente com menor mobilidade e/ou
maior ordem. A interacdo dos peptideos com MLV de POPC ndo promoveu
alteracdo significativa dos espectros, sugerindo que os peptideos ndo interagem

significativamente com as vesiculas.
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Figura 41. Espectros de EPR do marcador de spin 5-MeSL incorporado em MLV de diferentes composicdes lipidicas na

auséncia (espectros em preto e linhas pontilhadas) e na presenca de St ll;.30 (cinza), St Il11-30 (vermelho), St 1;.3; (azul) e
St l1231 (verde), pH 7,0.



91

Os valores da razéo ho/h,; para os espectros de 5-MeSL em POPC (Tabela 7)
mostram que apenas St ll;.30 promoveu um aumento dessa relacéo, indicando que o
peptideo se liga as vesiculas, mesmo em pequena extensdo, causando um aumento

da organizacdo molecular dos lipidios.

Tabela 7. Relagdo ho/h.; e pardmetro de ordem S para os espectros de 5-MeSL
incorporados em MLV de diferentes composi¢cbes lipidicas na auséncia e na
presenca de St ll;.30, St ll11-30, St l1.31 € St l12.31.2

Razdo hg/hsq Parametro de

ordem S
~opc _ POPCPOPA POPC:SM POPC:SM:POPA  POPC:SM
(90:10) (90:10) (80:10:10) (50:50)
Qgsenc'a 1,08 1.03 202 202 0,568
, 1002  +0.06 +0,06 +0,08 +0,029
peptideo
Stlls 2,16 226 226 2 30 0.673
Stllhis 207 206 208 210 0632
Stls 204 1.97 201 210 0.589
Stlips 202 209 226 220 0575

®Desvio padrdo calculado pelo programa OringinLAB 6.0 a partir da média de trés
experimentos.

A incorporacdo do fosfolipidio negativamente carregado POPA as MLV
aumentou a interacdo de St ll;.30 com a bicamada, como mostra o espectro de EPR
da figura 41 que apresenta linhas significativamente mais alargadas em relacédo a
auséncia do peptideo. Os valores de hg/hs; (Tabela 7) mostram que, enquanto St Il;.
30 ligou-se as bicamadas, promovendo um aumento signicativo na organizacao
molecular dos lipidios, St ll11.30 € St l12.3; parecem ter-se ligado em menor extensao,

e St l;.3; parece nao se ter ligado.

Esses resultados ndo concordam com os obtidos por CD para os peptideos
na presenca de SUV contendo POPA que indicam ligacdo de todos os peptideos as
bicamadas (figura 26). E possivel que os peptideos se liguem as bicamadas e

permanecam na interface cabeca polar-agua, ndo penetrando na regido hidrofobica
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da membrana. Desta forma, o movimento do marcador de spin, um ester metilico do
acido estearico contendo o grupamento nitroxido em C5 seria pouco perturbado
pela ligacdo dos peptideos. O fato de que apenas St ll;.3p levou a alteracbes
significativas na organizacao molecular dos lipidios de MLV contendo POPA poderia
dever-se a que a regido rica em residuos hidrofobicos (1 a 10), penetraria na
bicamada, tendo mais efeito sobre a organizacdo dos lipidios. Enquanto isso, os
peptideos mais curtos, por ndo possuirem essa regido, teriam menor capacidade de
alterar o empacotamento da bicamada. St I;.3; poderia ligar-se, mas nao causar
alteracdes na organizacdo molecular dos lipidios devido a presenca de residuos
polares e carregados na sua regido N-terminal, o que diminuiria a propensdo a

penetracdo desta regido na bicamada lipidica.

De maneira semelhante ao observado para as MLV contendo 10% de POPA,
a incorporacao de 10% de SM (terceira coluna da figura 41) promoveu a interacao
de St ll;.30 com as bicamadas, como indicado pelo alargamento das linhas. Além
disso, diferentemente do observado para POPC e POPC:POPA (90:10), St l123;
também promoveu um alargamento pequeno, porém significativo das linhas
espectrais, 0 mesmo nao ocorrendo para St ll;1.30 € St l;.31. Esses resultados
também concordam apenas parcialmente com o observado nos estudos de CD no
caso de SUV de POPC:SM (90:10). Os valores do moédulo de |[0]222| (figura 29) e a
constante de ligacéo calculada para St Il1.3p (Kpesm = 1,7 X 10% mostraram que St Il;.
30 adquiriu maior conteudo de a-hélice em relacdo aos demais peptideos, porém os
valores de |[8]222] para St l12.3; foram inferiores em relacéo aos dos outros peptideos.
Como 10% de SM néo causa separacdo de fase (Pokorni et al., 2006), pode-se
sugerir que o efeito € pelo menos parcialmente especifico para a cabeca polar desse

lipidio.
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Como mencionado anteriormente, os estudos de EPR permitem uma maior
variacdo da composicdo lipidica, ja que ndo ha perda de informacdo devido ao
espalhamento de luz como ocorre no CD. Assim, foram realizados estudos com uma
maior quantidade de SM nas MLV. A figura 41 mostra que os espectros de EPR de
5-MeSL incorporado a MLV de POPC:SM (50:50) apresenta linhas mais largas, com
extremos internos e externos, permitindo o célculo do parametro de ordem, S. A
tabela 7 apresenta os valores de S (calculado conforme descrito em 3.4.2.3 e 3.4.3)
para 0s espectros na auséncia e na presenca dos peptideos. A tabela mostra que o

efeito ocorreu na ordem: St 1l11.30>St 111130 >St 11.31>St [12.31.

Para comparar o efeito dos peptideos nas diferentes composicdes lipidicas foi
calculada a porcentagem de variacdo (A%) para o parametro calculado para cada

espectro na presenca dos peptideos:

Pep — Fo
A% =| —— | x100 (eq.24),
I:)O

onde Ppep € Pg sé@o: o valor de S ou he/hs; na presenga e auséncia dos peptideos
respectivamente. A figura 42 apresenta um histograma de A% para os peptideos nas

diferentes MLV.

O histograma da figura 42 mostra que, de maneira geral, St Il;.30 promoveu
um maior aumento na organizacdo molecular dos lipidios das bicamadas de todas
as composicdes lipidicas, seguido de St ll11.30 € St l12.31. St |31 causou menor
alteracdo na organizacdo molecular das bicamadas em relacdo aos outros peptideos
no caso das MLV de POPC:POPA (90:10), POPC:SM (90:10), POPC:SM (50:50) e

POPC:SM:POPA (80:10:10). Apenas para as MLV de POPC, o valor de A% foi
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maior do que o valor para St l;2.31, porém devido a limitagbes na precisdo das

medidas, mudancas menores que 5% né&o foram consideradas confiaveis.
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Figura 42. Porcentagem de mudanga (A%) de he/hs; (histogramas A-D, F) ou S
(histograma E) nos espectros de 5-MeSL causada pela adicdo de St 111309, St Il111-30,
St l1.31 € St l12.31 em MLV de composicao variada, pH 7,0. O valor de A% para todos
0os peptideos foi calculado de acordo com a equacdo 24. O desvio padrdo foi
calculado a partir dos valores de desvio padrdo obtidos para o0s espectros na
auséncia dos peptideos.



96

4.2.1.2 Estudo com o marcador 5-PCSL

Os espectros de EPR dos marcadores 5-MeSL, 5-PCSL e 16-PCSL, tanto na
auséncia quanto na presenca dos peptideos sdo bastante diferentes. Em sistemas
lipidicos de fase fluida 5-PCSL apresenta um espectro contendo extremos internos e
externos bem definidos (Hubbell e McConnell, 1971), enquanto que 5-MeSL
apresenta um espectro de trés linhas estreitas (de Paula e Schreier, 1995; Bianconi
et al., 1988). Essas diferencas entre os espectros de 5-PCSL e 5-MeSL refletem as
diferencas na anisotropia axial que o grupo nitroxido sente na posicdo C5 dos dois
marcadores, consequéncia do fato que a cabeca polar do fosfolipidio ancora
fortemente a molécula a interface membrana-agua, restringindo a mobilidade das
cadeias acila. em contraposicédo a baixa polaridade do grupo éster ndo possibilita o
ancoramento de 5-MeSL, fazendo com que o marcador tenha muito maior

mobilidade e, possivelmente, monitore uma regido mais profunda da bicamada.

Por outro lado, os espectros de 16-PCSL, em sistemas fluidos, também
apresentam espectros com trés linhas estreitas (Hubbell e McConnell, 1971). As
diferencas nas larguras das linhas dos espectros dos marcadores 5-MeSL e 16-
PCSL refletem diferencas nos ambientes que os marcadores experimentam dentro
da bicamada; os espectros de 16-PCSL refletem o ambiente do core hidrofébico da
bicamada, sendo que o nitréxido se encontra préximo as metilas terminais dos

lipidios. Dessa forma o marcador experimenta maior liberdade de movimento.

A figura 43 apresenta os espectros de EPR de 5-PCSL incorporado em MLV
de composic¢des: POPC, POPC:POPA (90:10), POPC:SM (90:10), POPC:SM (50:50)

e POPC:SM:POPA (80:10:10).
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Figura 43. Espectros de EPR do marcador 5-PCSL incorporado em MLV de composi¢cdo POPC, POPC:POPA (90:10), POPC:SM
(90:10), POPC:SM:POPA (80:10:10) e POPC:SM (50:50) na auséncia e na presenca de St Il1.30, St 111130, St l1.31 € St l12.31, pH 7,0.



98

Para todos os espectros do marcador 5-PCSL incorporado nas diferentes
MLV, extremos internos e externos foram observados. Todos 0s espectros possuem
forma bastante similar com excecdo do espectro do marcador em MLV contendo
50% de SM. Neste sistema, mesmo na auséncia de peptideo, sdo observadas
maiores valores de 2A, e uma diminui¢do significativa na altura da linha estreita de
campo alto. Os valores de S calculados a partir dos espectros da figura 43 estdo na

tabela 8.

Tabela 8. Valores de S obtidos dos espectros do marcado 5-PCSL incorporado em
MLV de diferentes composicées lipidicas na auséncia e na presenca de peptideos. 2

Peptideo POPC POPC:POPA POPC:SM POPC:SM:POPA POPC:SM

(90:10) (90:10)  (80:10:10) (50:50)
auséncia 0,691 0,689 0,709 0,708 0,754
+0,006 +0,012 +0,003 0,003 +0,012
StllL 0,719 0,733 0,729 0,735 0,789
Stlliis 0,689 0,691 0,712 0,705 0,763
Stlis 0,694 0,701 0,709 0,695 0,758
Stlps 0.686 0,699 0,712 0,726 0,776

®Desvio padrédo calculados pelo programa OringinLAB 6.0 a partir da média de
quatro experimentos.

Os valores de S indicam que apenas St ll;.30 promoveu um pequeno, porém
significativo, aumento na organiza¢do molecular dos lipidios em todas as bicamadas.
Pode se dizer que, ou a regido de C5 em 5-PCSL néo é sensivel, ou o peptideo, ao
se encaixar, mantém o mesmo grau de empacotamento existente na sua auséncia.
Histogramas de A%, calculada de acordo com a equacéo 24, para cada composi¢cao

lipidica e para cada peptideo estédo apresentados na figura 44.
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Figura 44. Porcentagem de mudanga (A%) de S nos espectros de 5-PCSL causada
pela adicdo de St ll;.309, St ll11.30, St l1.31 € St l12.31. (A) a (E) composigdes lipidicas
POPC, POPC:POPA (90:10), POPC:SM (90:10), POPC:SM:POPA (80:10:10),
POPC:SM (50:50), respectivamente, pH 7,0; (F) A% para todos os lipidios, pH 7,0. O
valor de A% foi calculado de acordo com a equacdo 24. O desvio padrao foi
calculado a partir dos valores de desvio padrdo obtidos para 0s espectros na

auséncia dos peptideos.
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4.2.1.3 Estudos com o marcador 16-PCSL

A figura 45 apresenta os espectros de EPR do marcador 16-PCSL

incorporado em MLV de diferentes composi¢cdes lipidicas, a pH 7,0.
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Figura 45. Espectros de EPR do marcador 16-PCSL incorporado em MLV de diferentes composicées lipidicas na auséncia e na
presenca de St ll;.30, St ll11-30, St l1.31 € St 1231, pH 7,0.
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A incorporacdo do marcador 16-PCSL nas MLV teve como objetivo verificar
se o efeito dos peptideos sobre a organizacdo molecular dos lipidios também
poderia ser observado mais profundamente na bicamada. Um aumento da
organizacdo molecular dos lipidios observado na posicdo C16 pode ser o resultado
da penetracdo dos peptideos nas bicamadas. Assim, resultados que indicam que
nao houve alteracdo na organizacdo molecular da bicamada na posi¢cdo C16 podem
ser entendidos como evidéncia de que os peptideos ndo penetram na bicamada. Os
espectros da figura 45 apresentam linhas estreitas, caracteristicas de um ambiente
no qual o marcador possui consideravel liberdade de movimento. Assim como
observado anteriormente, os espectros do marcador incorporado em MLV contendo
50% de SM apresentam linhas mais alargadas, indicando um ambiente mais
organizado (para estes espectros foi observada a presenca de um pico de baixa

intensidade, em campo alto, caracteristico do marcador em agua).

O efeito dos peptideos nas diferentes bicamadas foi analisado através da

relacéo de alturas ho/h,; (tabela 9 e figura 46).

Tabela 9. Relacao ho/h.; nos espectros do marcador 16-PCSL incorporado em MLV
de diferentes composicdes lipidicas na auséncia e na presenca de peptideos.

Peptideo POPC POPC:POPA POPC:SM POPC:SM:POPA POPC:SM

(90:10) (90:10) (80:10:10) (50:50)
auséncia 1,08 1,09 1,12 1,12 1,35
+0,01¢ +0,01 +0,03 +0,02 +0,004¢
Stll; 30 1,13 1,17 1,17 1,16 1,45
Stlli130 1,07 1,07 1,10 1,11 1,38
auséncia 1,08 1,09 1,12 1,12 1,47
+0,01 0,01 +0,03 +0,02 +0,01¢
Stz 1,11 1,09 1,12 1,12 1,47
Stlip3 1,08 1,08 1,11 1,12 1,45

¢ Desvio padréo calculado pelo programa OringinLAB 6.0 a partir da média de quatro
experimentos..? Desvio padréo obtidos da média de dois experimentos.
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Os valores da tabela indicam que apenas St ll;30 promoveu aumento
significativo na relagéo ho/h:1. No caso de MLV contendo 50% de SM, na auséncia
de peptideo, diferencas significativas foram encontradas entre os valores de hg/h.;
para as amostras usadas como controle para St Il1.30, St ll11.30 € para St l;.31, St l12-31.
Por esse motivo a andlise do efeito dos peptideos derivados de St Il foi efetuada em
relacdo a um grupo de espectros enquanto que a analise do efeito dos peptideos

derivados de St | foi realizada relativamente a outro grupo de espectros (Tabela 9).

Foi calculada a porcentagem de mudanca (A%) gerada pelos peptideos na
presenca das MLV. Os histogramas da figura 44 e 46, mostram mais claramente que
apenas o peptideo St ll;30 levou a um aumento significativo na organizacao
molecular dos lipidios, tanto na regido mais préxima a cadeia polar, como na regiao

mais proxima as metila terminais dos lipidios na bicamada.
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POPC:POPA (90:10)

7

St 112-31

;

St II1£30

1 stu1-30 St11-31

D
w POPC:SM:POPA (80:10:10)

StI1-31  St112-31

POPC
F 7771 POPC:POPA (90:10)
POPC:SM (90:10)
[”1POPC:SM (50:50)

St 111-30 St1111-30

~ Stl1-30 St 1111-30 St11-31 St112-31

Figura 46. A% de ho/hiicausada pelos peptideos St Il1-30, St 1l11-30, St l1.31 € St 11231
nas MLV, de: (A) POPC, (B) POPC:POPA (90:10), (C) POPC:SM (90:10), (D)
POPC:SM (50:50) e (E)POPC:SM:POPA (80:10:10), pH 7,0. (F) A% para todos os

peptideos, pH 7,0.

POPC:SM:POPA (80:10:10)
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4.2.2 Efeito do conteudo de SM e de DPPC na interagdo com St ll1.39

Os resultados de CD e EPR para a interacdo de St ll;.30 com bicamadas
sugerem que este peptideo se liga em maior extensdo a SUV e, também, produz
alteracdo significativa na organizacdo molecular dos lipidios em MLV. Ainda,
resultados de CD mostraram que a interacdo de St ll;.30 com SUV foi sensivel a
presenca do esfingofosfolipidio SM. Assim, para obter mais informac¢des sobre a
natureza da interacdo deste peptideo com bicamadas foram realizados estudos de
EPR do marcador 5-MeSL incorporado em MLV de composicdes lipidicas:
POPC:SM:POPA (75:15:10), POPC:DPPC (90:10), POPC:DPPC (50:50), DPPC

(100) e SM (100).

A figura 47 apresenta os espectros de EPR de 5-MeSL incorporado em MLV
de POPC:SM:POPA (75:15:10); para avaliar com mais clareza o efeito do aumento
do conteudo de SM, de 10% (figura 41) para 15%, os espectros de 5-MeSL
incorporado em MLV de POPC:SM:POPA (80:10:10) na auséncia e na presenca de

St ;.30 estéo reapresentados na figura 47.
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POPC:SM:POPA POPC:SM:POPA
(75:15:10) (80:10:10)
ausénciade
peptideo ——
106
St 11,3,

Figura 47. Espectros de EPR do marcador 5-MeSL incorporado em MLV de
POPC:SM:POPA (75:15:10) e POPC:SM:POPA (80:10:10), na auséncia e na
presenca de St Il;.30, pH 7,0.

O aumento de 10% para 15% de SM leva ao alargamento das linhas
espectrais, mesmo na auséncia dos peptideos, sugerindo um aumento na
organizacdo molecular dos lipidios na bicamada, como indica 0 aumento da relacao
ho/hs; (Tabela 12). A adicdo de St ll;.30 a MLV contendo 15% de SM levou ao
aparecimento de extremos internos e externos nos espectros, sugerindo que a
interacdo aumentou a ordem da bicamada. Os valores da relacdo ho/h.; ou S, para
0s espectros da figura 47 (Tabela 12), sugerem que St ll;.30 promoveu o0 aumento da
ordem dos lipidios na bicamada. St ll;.30 promove alteracdo significativa na
organizacdo molecular das MLV contendo 10 e 15% de SM. Os estudos de EPR da
interacdo de St Il;.30 com bicamadas com diferentes conteados de SM corroboram
os resultados obtidos por CD, indicando que SM tem um papel importante para a

interacéo peptideo-membrana.
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Tabela 12. Relacdo ho/hs; e parametro de ordem S para os espectros de 5-MeSL
incorporado em MLV de POPC:SM:POPA (80:10:10) e POPC:SM:POPA (75:15:10)
na auséncia e presenca de St ll;.30 € St ll11-30.

POPC:SM:POPA POPC:SM:POPA
Peptideo (80:10:10) (75:15:10)

ho/h+1 ho/hs1 /'S
Auséncia 2,02 2,29 (ho/h4q)
St ;.30 2,30 0,51 (S)

Quanto a DPPC, os espectros de CD de St ll;.30 em presenca de SUV de
POPC:DPPC (90:10) (figuras 35 e 36) indicaram que o peptideo ligou-se a essas
bicamadas. Devido ao fato de que o aumento do contetdo de DPPC, assim como o
de SM, leva ao aumento do espalhamento de luz pela amostra, dificultando a
obtencéo de espectros de CD com qualidade, foram realizados estudos de EPR da
interacao do peptideo com MLV compostas por POPC:DPPC (90:10) e POPC:DPPC
(50:50) e também com MLV compostas somente por DPPC ou SM. O estudo da
interacdo com as bicamadas contendo DPPC tem como objetivo avaliar a
especificidade da interacao de St ll;.3 com SM, ja que € reportado que DPPC possui
propriedades similares a SM quanto a separacdo de fases e a formacgao de
microdominios em membranas modelo (Ribeiro e Dennis, 1974; Curatolo et al.,
1985; Ipsen et al., 1987; Silvius et al., 1996; Schroeder et al., 1998; Bakht et al.,
2007; M’Baye et al.,, 2008). A figura 48 apresenta o0s espectros de 5-MeSL
incorporado em MLV destas composi¢Oes lipidicas. Para maior clareza na
comparacao, os espectros de 5-MeSL incorporado em MLV de POPC:SM (90:10) e

(50:50) séo reapresentados nesta figura.
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POPC:DPPC(90:10) POPC:DPPC(50:50) DPPC
ausénciade
peptideo
St "1_30 ﬂ/\/v \JJ\/\,‘/*

POPC:SM (90:10) POPC:SM (50:50)

ausénciade
peptideo

by

Figura 48. Espectros de EPR do marcador de spin 5-MeSL incorporado em MLV de
POPC:DPPC (90:10), POPC:DPPC (50:50), DPPC (100%), POPC:SM (90:10),
POPC:SM (50:50) e SM (100%) na auséncia e na presenca de St Il;.39, pH 7,0.

T
T

De maneira geral, a forma dos espectros de 5-MeSL incorporado em
bicamadas contendo SM ou DPPC é bastante similar. A interacdo de St ll;.30 com
bicamadas contendo 10% ou 50% de DPPC ou SM promoveu um alargamento
significativo das linhas; para ambas as composi¢cdes, 0s espectros resultantes da
interacéo de St Il;.30 com as bicamadas sendoi bastante parecidos. Os espectros de
MLV compostas apenas por DPPC ou SM sao caracteristicos do marcador
altamente imobilizado (espectro de pd). Devido a auséncia dos extremos internos
nesses espectros, a analise foi feita medindo a separacao, 2Amax, €Ntre 0s extremos

externos do espectro.
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A tabela 13 apresenta os valores de 2Anax para os espectros da figura 48.
Enquanto os espectros correspondentes as bicamadas contendo 50% de SM na
auséncia e na presenca de peptideo possuem extremos internos e externos, no caso
das MLV contendo 50% de DPPC o espectro possui linhas de larguras comparaveis

as dos espectros contendo apenas 10% de DPPC.

Tabela 13. Valores de 2Anax NOs espectros do marcador 5-MeSL incorporado em
MLV na auséncia e na presenca de St Il1-3o.

POPC:SM POPCISM POPCDPPC o\, POPC:DPPC  POPCIDPPC oo
(90:10) (50:50) (90:10) (90:10) (50:50)
2Amax
auséncia 43,01 47,51 44,18 59,43 44,18 43,21 59,92
StllLy, 44,87 53,37 46,82 60,70 46,82 51,61 60,12

®Desvio padrdo calculado pelo programa OringinLAB 6.0 a partir da média de trés
experimentos.

Os valores da tabela 13 mostram que em todos os casos a presenca de St |5
30 levou a um aumento da organizacdo molecular dos lipidios na bicamada. O
peptideo interagiu aproximadamente na mesma extensdo com bicamadas contendo

SM ou DPPC (Tabela 14).

Tabela 14. Porcentagem de mudanca de 2Amax NOS espectros do marcador 5-MeSL
incorporado em MLV de diferentes composicoes lipidicas.

POPC POPC:SM POPC:DPPC POPC:SM POPC:DPPC
(90:10) (90:10) (50:50) (50:50)

Stll30 4,36 4,31 5,97 12,3 19,4 2,13 0,033

SM DPPC

4.2.3 Interacado dos peptideos com micelas

Os resultados de CD da interacdo dos peptideos com micelas de LPC e
LPC:LPA (90:10) sugerem que os peptideos se ligam em maior extenséo as micelas
do que as SUV de POPC e POPC:POPA (90:10) (itens 4.1.2.1 e 4.1.2.2, Tabela 6).

Com o objetivo compreender ao nivel da organizacdo lipidica a interacdo dos
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peptideos com micelas, foram obtidos espectros de EPR do marcador de spin 5-
MeSL incorporado em micelas de LPC e LPC:LPA (90:10) na auséncia e na
presenca dos peptideos (figura 49). Os espectros do marcador incorporado nas
micelas, na auséncia de peptideo, possuem linhas mais estreitas em relacdo aos
espectros do mesmo marcador incorporado em MLV (figura 41), evidénciando um

ambiente menos empacotado onde o marcador experimenta maior liberdade de

movimento.
LPC LPC:LPA
(90:10)
auséencia de
peptideo W‘
St ”1_30 /Vf
Stllyy o JW ’4/
Stz \/\/VV J\/\/Vf

Figura 49. Espectros de EPR do marcador 5-MeSL incorporado em micelas de LPC
na auséncia e na presenca de St Il1.30, St l11.30, St 1131 € St l12.31, em pH 7,0.
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De maneira geral, a interacdo dos peptideos com as micelas promoveu o
aparecimento de duas componentes no espectro de EPR: um de linhas mais largas
caracteristico de um ambiente com maior organizacdo molecular, e outro de linhas
estreitas. A quantidade da componente mais imobilizada variou de acordo com os
peptideos. St ll;.30 € St ll11.30 levaram ao aparecimento de extremos internos e
externos nos espectros de LPC e LPC:LPA (90:10), sugerindo que estes peptideos
promovem uma grande alteracdo na ordem dos lisofosfolipidios. Ja a adicao de St I;-
31 € St l12.31 levou a um menor alargamento das linhas espectrais, com menor
definicdo do componente imobilizado. No caso de St li23;, enquanto que nos
espectros de LPC quase ndo se observa o componente mais imobilizado, nos
espectros de LPC:LPA (90:10) esse componente é claramento vizualidao originando

extremos externos no espectro.

Para os espectros da figura 49 foram obtidos os valores da relacdo hg/hiy
(Tabela 15). Apesar desta analise ndo ser correta para espectros contendo extremos
internos e externos, essa relacdo foi obtida para poder comparar a interacdo dos
diferentes peptideos com as micelas. A tabela 15 sugere que todos os peptideos
promoveram aumento na organiza¢cdo molecular dos lisofosfolipidios, sendo que St

I11.30 teve maior efeito.
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Tabela 15. Relagdo hg/hy; ou S obtidos de espectros do marcador 5-MeSL
incorporado em micelas na auséncia e na presenca de St ll3.309, St ll11-30, St l1.31 € St

l12-31.

Peptideos LPC LPC:LPA (90:10)
ho/h+1

Auséncia 1,71 +0,04* 1,74 £+ 0,152

St ll1-30 2,59 2,82

St 11130 2,33 2,38

St 131 2,29 2,21

Stliz31 2,23 2,47

®Desvio padrdo calculado pelo programa OringinLAB 6.0 a partir da média de trés
experimentos.

A interacdo dos peptideos com micelas contendo o lisofosfolipidio
negativamente carregado LPA sofre influéncia de interacdes eletrostaticas. Os
maiores valores de ho/h.; nos espectros de micelas de LPC:LPA (90:10) na
presenca de St Il;.30, St ll11.30 € St l12.31 indicam que estes peptideos se ligam mais a
estas micelas em comparacdo com as de LPC. Ainda, a interacdo de St I;.3; com as
micelas contendo LPA ocorreu em menor extensao. Os valores de ho/h,; (Tabela 15)
para a interacdo de St I;.3; com micelas sugerem que este peptideo possui um maior
efeito sofre a organizacdo molecular de micelas de LPC. Provavelmente a repulsdo
eletrostatica entre os residuos Glu2 e Asp9 de St I;.3; € as cargas negativas do
grupo fosfofato de LPA fazem com que este peptideo ndo interaja na mesma

extensdo com estas micelas em comparacdo com as micelas zwitteridnicas de LPC.

Os resultados de EPR e CD (figuras 37 a 40, Tabela 6) para a interagdo dos
peptideos com micelas mostram que a adicdo de LPA ao sistema leva ao aumento

da ligacdo de St Il1.30, St ll11-30 € St l12.3; as micelas e a diminui¢do da ligacédo de St

l1.31.

4.3 Estudo da interacao de St Il;.30 com micelas de LPC por Espalhamento de

Raios-X a Baixo Angulo
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Os resultados obtidos por CD e EPR indicaram que a interacdo peptideo-
micela é bastante diferente da observada em bicamadas. Para avaliar se a interacao
peptideo-micela promove alteracdes na forma e/ou tamanho das micelas foram
realizados estudos de SAXS de micelas de LPC na auséncia e na presenca de St I3
30. A figura 50 mostra as curvas de SAXS dos sistemas compostos por LPC em
auséncia do peptideo, normalizadas pela concentracdo de LPC. Como é possivel
observar, as curvas de SAXS para as diferentes concentracdes de LPC possuem um
comportamento muito similar na regido de meédios e grandes valores de q (q > 0,04
A™1). No entanto, pode ser observado um desvio da curva correspondente a
concentracdo 120 mM na regido de pequenos valores de q (q < 0,04 A™). Isto se
deve ao aparecimento de uma funcéo de interferéncia entre as micelas devido ao
aumento da concentracdo. Mesmo as micelas sendo eletricamente neutras um
grande aumento na concentracdo pode gerar o aparecimento da funcdo de

interferéncia devido ao fato de que as micelas passam a sentir a presenca uma das

outras.
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Figura 50. Curvas de SAXS de micelas de LPC (20, 60 e 120 mM) em solugéo, pH
7,0, normalizadas pela concentracdo micelar, pH 7,0.
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As curvas de SAXS (figura 50) indicam que a micela de LPC néo é alterada
pelo aumento da concentragdo de surfactante. Assim, podem-se ajustar os fatores
de forma de uma destas curvas de SAXS e impor estes mesmos parametros
estruturais para as demais curvas. Neste caso, foi utilizado o ajuste Global,
empregando o programa desenvolvido pelo grupo de do prof. Paolo Mariani da
Universita Politecniche delle Marche, Ancona, Italia. Este programa € capaz de
analisar diversas curvas de SAXS ao mesmo tempo, possibilitando inclusive a uniao
de diferentes parametros de ajustes de diferentes curvas experimentais. Este
procedimento garante a unicidade da solucédo final. A partir desse ajuste para as
curvas de SAXS de LPC 20 mM, foram obtidos os valores do raio parafinico, Rpar, da

anisometria (razdo entre os raios) e a densidade eletronica da cabeca polar, ppol,

assim como sua espessura, o (figura 51, Tabela 16)

P agua

R par

cadeias acila

cabecapolar

solucao aquosa

Figura 51. Modelo de elipséide prolato para a micela de LPC e os parametros
obtidos pelo ajuste global: raio parafinico, Rpar, anisometria (v), densidade eletronica
da cabega polar, ppol.
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Tabela 16. Parametros Rpa, anisometria e pyo Obtidos para as curvas de SAXS de
LPC 20 mM na auséncia e presenca de St Il;.30 2 mM.

Parametros LPC (20 mM) + St ll1.30 (2 mM)
Rpar (A) 18,5 15,0
anisometria 1,7 1,4

Ppot (A) 10,5 13,5

A interacdo com St Il1.30 foi estudada com trés concentracfes de LPC (20, 60
e 120 mM) em auséncia e presenca de 2 mM de St ll;.3p, obtendo-se razdes
peptideo/LPC: 10/100; 3,33/100; 1,67/100 (figura 52). Os graficos da figura 52 estao

organizados em fungéo da raz&o molar peptideo/LPC.

A presenca do peptideo induz um deslocamento das curvas de SAXS para
maiores valores de g, dependente da concentracdo micelar. O deslocamento foi
maior em de 20 mM de LPC. O deslocamento das curvas para maiores valores de q
é indicativo de que o peptideo induz uma diminuicdo no raio parafinico da micela
(Tabela 16). Ainda, a presenca de St Il;.3p induz o aparecimento de um pico na
regido de q = 0,025 A, indicativo de uma funcéo de interferéncia entre micelas. Tal
funcdo provavelmente é oriunda de um desbalanco de cargas na superficie micelar
devido a ligacdo de St I3 (carga liquida formal +2) A maior diferenca entre as
intensidades dos picos em q = 0,025 A™ para o sistema contendo 20 mM de LPC se
deve ao fato de que nessa concentracdo ndo ha a presenca de uma funcédo de

interferéncia devido a concentragéo de micelas.
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Figura 52. Curvas de SAXS dos sistemas compostos por LPC 20, 40 e 120 mM na
auséncia e presenca de 2 mM de St Il1-30, pH 7,0.

Para dar continuidade & andlise, o sistema contendo 20 mM de LPC foi escolhido
ja que possui a mesma razao peptideo/lipidio utilizada nos estudos de EPR e
também pelo fato de haver menor interagdo entre as micelas na auséncia de
peptideo. A figura 53 mostra as curvas de SAXS do sistema composto por 20 mM de

LPC em presenca de 2 mM do peptideo, juntamente com 0s ajustes respectivos.
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Figura 53. Curvas de SAXS dos sistemas compostos por 20 mM de LPC em
auséncia (circulos pretos) e presenca (quadrados vermelhos) de St ll;.30 2 mM, pH
7,0, juntamente com os respectivos melhores ajustes através do modelo de elipséide
prolato.

Os parametros obtidos para o ajuste da curva de SAXS de LPC na presenca
de St ll1.30 (Tabela 16) mostram que houve uma diminuicdo de Ry, de 18,5 A na
auséncia de peptideo para cerca de 15,0 A em presenca do mesmo. Foi também
observada uma pequena diminuicdo na anisometria, de 1,7 para 1,4 assim como um
aumento da espessura da cabeca polar, de 10,5 para 13,5 A. Estes valores indicam
que o peptideo deve se localizar, preferencialmente, na regido das cabecas polares
de modo a alterar a distribuicdo de cargas na superficie da micela. Além dos
parametros estruturais mencionados aqui, a presenca do peptideo induz o
aparecimento de uma funcdo de interferéncia. Nossa analise indica que devem

existir cerca de 10 cargas positivas na superficie micelar.

Os valores da Tabela 16 indicam que a presenca do peptideo além de reduzir
0 o raio parafinico da micela, também altera sua forma, tornando-a mais esférica. A

diminuicéo de R, levaria ao aumento do empacotamento dos lipidios, o que esta de
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acordo com os espectros de EPR da interacao de St ll;.3p com micelas de LPC, que

indicam o aparecimento de um ambiente bastante organizado (figura 49).
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5. DISCUSSAO

Nosso laboratério em colaboracdo com o Centro de Estudos de Proteinas da
Universidade de Havana, Cuba, e com o Laboratério de Peptideos da UNESP-
Araraquara, vem contribuindo para o avanco na compreensdo do mecanismo de
formacao de poro pelas toxinas esticolisina | e esticolisina Il, bem como do papel da
composicao lipidica na formacéo do poro (Alvarez et al., 1998, 2001, 2003; Lanio et
al., 2002, 2003; Martinez et al., 2001; Casallanovo et al., 2006; Pazos et al., 2006;

Cilli et al., 2007).

Apesar da alta homologia entre as actinoporinas (93% entre St e St 1l e 66%
entre St Il e Eqt Il (Huerta et al., 2001), sdo observadas diferencas consideraveis na
sua atividade hemolitica: 21700 e 30000 UH/mg para St | e St Il, respectivamente
(Lanio et al., 2001), sendo St Il 4 a 5 vezes mais hemolitica do que Eqt Il (Cilli et al,
2007). Foi sugerido que a diferenca na atividade hemolitica seria resultado de
diferencas entre as regides N-terminais das toxinas (Cilli et al., 2007); uma vez que
estas regibes sdo as menos conservadas na familia (Huerta et al., 2001), e que
estudos comparativos da atividade hemolitica de fragmentos da regido N-terminal de
St | e St Il mostraram que esses fragmentos sdo capazes de reproduzir as

diferencas de atividade hemolitica das toxinas (Cilli et al, 2007).

Trabalhos na literatura, também realizados em nosso laboratorio enfocando
receptores acoplados a proteinas G (Pertinhez et al.,1995, 1997, 2002; Franzoni at
al., 1997, 1999; Salinas et al., 2002), tem revelado que fragmentos de proteinas sao
capazes de adquirir a conformacédo conhecida ou predita para essas sequéncias na
proteina inteira. Neste contexto, o0 estudo conformacional de peptideos

correspondentes a regido N-terminal de St | (St l;.3; € St l12.31) € St 1l (St 1130 € St
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ll11.30) € da interacdo destes com sistemas miméticos de membranas (bicamadas e
micelas) foi considerado como uma abordagem promissora para investigar o
mecanismo de formacdo do poro. Ja foi observado que esses peptideos
(Casallanovo et al., 2006; Cilli et al., 2007), bem como o peptideo derivado da regido
N-terminal de Eqt Il (Dreschsler et al., 2006 e 2009; Lam et al., 2009) (Tabela 17),
sdo capazes de adquirir conformagao em a-hélice, observada para esta regiao nas
estruturas de St Il (Manchefio et al., 2003) e Eqt Il (Athanasiadis et al., 2001; Hinds
et al., 2002). Foi também observado que os peptideos sdo capazes de mimetizar a
atividade litica das toxinas, porém as concentracfes necessarias sdo de trés a
quatro ordens de grandeza maiores (Casallanovo et al., 2006; Dreschsler et al.,
2006; Cilli et al., 2007). Esses resultados sdo compreensiveis, uma vez que ndo esta
presente a regido de residuos aromaticos, que ancora as proteinas a membrana.
Por outro lado, vale notar que as concentracdes liticas dos peptideos sdo da ordem
de micromolar, ou seja, concentraces bastante baixas. E interessante notar ainda
gue concentracdes dessa ordem correspondem as concentracées em que sao ativos
peptideos antimicrobianos (Matsuzaki et al., 1998; Travis et al., 2000; de Smet e

Contreras, 2005)

Tabela 17. Alinhamento dos peptideos correspondentes a regiao N-terminal de St |,
StlleEqtll?

Peptideo Toxina Residuos Sequéncia

St l131 St 1-31 —SELAGTIIDGASLTFEVLDKVLGELGKVSRK
St 1231 St 12317 @ - SLTFEVLDKVLGELGKVSRK
St ll1-30 Stll 1-30 ——ALAGTITIAGASLTFQVLDKVLEELGKVSRK
St Il11-30 Stll 11-30 @ - SLTFOQVLDKVLEELGKVSRK
Eqtlliz, Eqtll 1-32 SADVAGAVIDGASLSEFKILKTVLEALGNVKRK

% Alinhamento obtido pelo programa ClustalWw.

No presente estudo, a interacdo de St .31, St l12.31, St ll1.30 € St ll13.30 com

membranas modelo foi analisada sob duas perspectivas: o efeito da interacdo
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peptideo-membrana na estrutura secundaria dos peptideos, monitorado por CD, e
sobre a organizacdo molecular dos lipidios e lisofosfolipidios de bicamadas e

micelas, monitorado por EPR.

A interacdo peptideo-membrana foi examinada em bicamadas contendo
apenas fosfolipidios zwitteribnicos como POPC, DPPC e SM e em bicamadas
contendo também o fosfolipidio negativamente carregado POPA. A incorporacao de
POPA teve como objetivo avaliar a importancia de interacdes eletrostaticas na
interacdo. O estudo com SM é de grande interesse uma vez que foi mostrado que as
actinoporinas possuem alta afinidade por este esfingolipidio (Bernheimer e Avigard,
1976; de los Rios et al., 1998; Belmonte et al., 1993). Além disso, € conhecido que
pode ocorrer coexisténcia de fases em misturas contendo POPC e SM, tendo sido
proposto que tanto a ligacdo das toxinas, como a formacdo do poro, estdo
relacionadas a topografia desses sistemas (Barlic et al., 2004; Schon et al., 2008).
Por esse motivo, decidiu-se estudar também bicamadas de POPC onde foi
incorporada DPPC. Contudo, a coexisténcia de fases, tanto no caso de SM como de
DPPC, néao foi descrita para sistemas contendo 10 % desses lipidios (Pokorny et al.,
2006; Curratolo et al.,, 1985). Porém, estudos de CD s6 foram possiveis para
bicamadas com essa composi¢do, uma vez que conteudos mais altos produziram
sistemas que causaram um grau de espalhamento de luz que inviabilizou a obtencao
de espectros. Assim, os estudos de CD envolveram apenas amostras com 10 % de
SM ou DPPC. No entanto, como a turvacao da amostra nao representa um problema
para o EPR, estudos com essa técnica foram realizados com amostras contendo

além de 10 %, 50 % e 100 % desses lipidios.

5.1 Aquisicao de estrutura a-helicoidal como indicador qualitativo da ligacéao a

membranas modelo
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Os estudos conformacionais de St ll;.39, St 1330, St l131 € St li231 na
presenca de membranas modelo fornecem evidéncias para a ligacdo dos peptideos
a SUV e micelas. A aquisicdo de estrutura a-helicoidal informa que ocorreu a
ligacdo, uma vez que em solucdo estes peptideos se encontram essencialmente ao

acaso.

N&o se observou ligacdo dos peptideos a SUV de POPC, como indicam o0s
valores da porcentagem de estrutura em a-hélice calculados para os peptideos a
partir dos espectros de CD (Tabela 18). De maneira geral, quando ocorreu ligacéo,
St 1l;.30 adquiriu maior conteudo de estrutura em a-hélice que os demais peptideos.
Contudo, deve-se considerar que o conteudo de estrutura em a-hélice ndo pode ser
diretamente correlacionado com a afinidade dos peptideos pelas diferentes
membranas. Para os casos em que foram obtidas constantes de ligacao altas e
baixo conteudo de estrutura em a-hélice, observou-se aumento no conteudo de
estrutura em folha B (Tabela 19). O aumento do conteudo de folha B poderia estar

relacionado com a agregacao dos peptideos na membrana.

O conteudo de a-hélice para St ll;.30 em presenca de varias membranas
(Tabela 18) corresponde a um namero maior de residuos do que o encontrado para
a regiao N-terminal na estrutura de St Il por cristalografia de raios X (10 residuos,
Manchefio et al., 2003), especialmente no caso da interacdo com micelas de LPC,
onde foi observado que praticamente todo o peptideo forma uma a-hélice. O mesmo
foi observado para os demais peptideos na presenca dessas micelas. A formacéao de
uma hélice de maior extensdo foi também observada para St Il;.30 em TFE
(Casallanovo et al., 2006): em 40% desse solvente, o peptideo se encontra 60 % em
estrutura a-helicoidal, o que corresponde a 18 residuos. Estudos de NMR da regido

N-terminal de St | (Castrillo et al., 2010) e de Eqt Il (Dreschsler et al., 2006) (Tabela



123

17) também mostraram que, tanto na presenca de TFE quanto na presenca de
micelas de dodecilfosfocolina (DPC), praticamente toda a extenséo destes peptideos
encontra-se estruturada em a-hélice. O aumento da extensao da regidao em a-hélice
para os peptideos como resultado da interacdo peptideo-membrana esta de acordo
com o aumento do conteudo de estrutura secundaria observado para St | e St |l
guando as toxinas se ligam a bicamadas lipidicas (Alvarez et al., 2003; Menestrina et

al.; 1999; Alegre-Cebollada et al., 2007D).
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Tabela 18. Conteudo de a-hélice para St ll;.30, St 111.30, St 11-31 € St 11231 na presenca de SUV e micelas de diferentes composicdes
lipidicas na concentracdo correspondente a saturagcdo da aquisi¢do de estrutura secundaria®.

bentiden  Solucho oOPC POPCPOPA POPC:SM  POPC:SM:POPA POPC:SM:POPA | LPC.LPA
P ¢ (90:10) (90:10) (80:10:10) (75:15:10) (90:10)
% n % n % N % n % n % n % n % n
18.8 16.8 73.0 292 + 67.0 46,072 98 8 42 8
Stlls, |+ 57 |+ 50 |+ 21,9 |ohs 88 |t 201 | {a 138 |+ 207 |* + 128
0,84 0,84 1,58 ! 1,58 ’ 0,84 0,84
16,2 14,2 79,0 e 34,8 og 84,8 8
Stllys |+ 33 |+ 28 |+ 158 | Jan 28 |z 6.9 opa | 92 + 169 |, 8.4
0,84 0,84 1,58 ! 0,84 ) 0,84 o84
17.2 16.0 528 542 . 98 8 98.8
St Iy, N 53 |+ 49 |+ 16,4 (2)25,gi 70 | + 16.8 ?81'3 212 |4 306 | *+ 306
0,84 0,71 0,84 ! 0,84 ’ 0,84 0,84
19.8 45 6 36.8 982 572
St Iy g’gf 14 |+ 39 |+ 9.1 ézéii 24 |+ 7.4 868'3 74 + 197 |* + 114
: 0,84 0,55 ' 0,84 ’ 0,84 0,84

%Para o caso de SUV concentracio de lipidio total = 0,3 mM; para micelas concentragdo = 5 mM.
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Tabela 19. Conteudo de folhas B e de estrutura ao acaso (R) para os peptideos na presenca de SUV e micelas de diferentes
composicdes lipidicas na concentragdo correspondente a saturacdo da aquisicao de estrutura secundaria.

, - POPC.POPA POPCSM____POPC.SM:POPA _POPC.SM:POPA LPC.LPA
Peptideo  Solugdo  POPC (90:10) (90:10) (80:10:10) (75:15:10) LPC (90:10)
B R |B__R [P R |B R |B R B R B R | R
166 656 | 256 57.6 27,0 36,4 344 | 330 54,0 0.80 040 |56.4 2.6
St ;.30 + + + + + 0 + + + 0 + 0 + + + +
1,14 055|114 055 |1,58 114 055 | 1,58 1,58 0,84 055 |1,14 055
182 656 282 576|210 332 526 |538 114 488 54  |108 440 |528 5,40
Stllya |2 + + + + 0 + + + + + + + + + +
0,84 055|084 055158 0,84 055 |08 055 |08 055 |084 055|084 0,55
124 704 | 27,0 57,0 | 208 264 |362 412 | 422 36 31,4 0,80 040 |0,80 0,40
St s + * + + + + + + + + * 0 + + + +
114 055|100 071|084 055 |084 084|084 055 |1,14 0,84 055 |084 055
206 636|198 228|282 262 (382 496 [616 160 | oo , 20 |L4 04 |424 04
St l12.31 * * + + + + + + + + 160 I = + + + +
114 055084 084|084 084 |084 055|114 055 : 071 |14 055|114 055
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Os valores da constante de ligacdo, K, e o ganho de estrutura secundaria
para os peptideos na presenca de SUV contendo POPA e de micelas contendo LPA
evidénciam a importancia de interacdes eletrostaticas para a ligacdo dos peptideos.
Ainda, enquanto que St ll;.3p (carga liquida +2 em pH 7,0) se ligou em grande
extensdo a membranas modelo contendo carga liquida negativa (em pH 7,0 a carga
liquida negativa do grupo fosfato de POPA e LPA é de -1), St I1.3; (carga liquida 0),
gue possui residuos com carga negativa em sua porcdo N-terminal (Glu2 e Asp9) se
ligou em menor extensdo. O estudo da interacdo dos peptideos com membranas
contendo SM, na presenca ou auséncia de POPA, sugere que este
esfingofosfolipidio tem papel importante para a ligacéo de St 11130 a bicamadas. Esse
peptideo parece ser o Unico a se ligar a SUV de POPC:SM (90:10). Além disso, o
aumento do contetdo de SM de 10 para 15% em membranas contendo 10% de

POPA levou a um aumento significativo da constante de ligagao.

A interacéo de St ll;.30 com SUV de POPC:DPPC (90:10) mostrou que, apesar
de haver interacédo do peptideo com as SUV (K = 6,7 x 10® M™), esta ocorre em
menor extensdo quando comparado com SUV contendo 10% de SM. Isso sugere
uma possivel especificidade de interacdo com SM. Um estudo de NMR de estado
sélido do peptideo correspondente aos 32 primeiros residuos da regido N-terminal
de Eqt Il mostrou interagdo mais intensa com bicamadas contendo SM do que com
bicamadas de dimiristoilfosfatidilcolina (Lam et al., 2009). Com mencionado acima, o
estudo da interacdo dos peptideos com bicamadas contendo maiores conteudos de
SM ou DPPC foi comprometido pelo espalhamento de luz causado por essas

amostras.

Enguanto nao foi observada ligacéo dos peptideos a SUV de POPC, todos se

ligaram em grande extensdo a micelas de LPC, adquirido conteado de hélice
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proximo a 100%. Esta interacdo diferencial indica que a ligagdo a micelas e
bicamadas € dirigida por fatores qualitativa e/ou quantitativamente diferentes.
Considerando que as cabecas polares sdo as mesmas, é provavel que diferencas de
empacotamento molecular entre micelas e bicamadas influenciem a ligacdo (ver

abaixo).

5.2 A ligacdo a bicamadas e micelas promove alteracdo na organizacao

molecular dos lipidios

Os valores de K obtidos para os peptideos na presenca de SUV de
composicdes diversas indicam que a interacdo peptideo-membrana é sensivel a
composicdo lipidica. Estudos de EPR da interacdo dos peptideos com MLV e
micelas foram realizados observando alteracdes promovidas pelos peptideos no
espectro de trés marcadores de spin incorporados nas membranas modelo. Com a
técnica de EPR é possivel utilizar amostras com maior propor¢cdo de SM e DPPC,

uma vez que a turbidez da amostra nao tem influéncia sobre os espectros.

A analise dos espectros de EPR foi feita medindo a porcentagem de variacao
promovida pelos peptideos nos parametros: relacdo de alturas ho/h.1, parametro de
ordem (S), largura da linha de campo central (AWy), e separacao entre 0s extremos
externos, 2Amax. Aumentos nos valores de todos os parametros indicam que a
ligacdo dos peptideos induz um aumento da ordem e/ou mobilidade dos lipidios na
membrana. De uma forma geral, serdo empregados as expressdes empacotamento

ou organizacdo molecular para indicar esses efeitos de forma combinada.

5.3 Efeito da Carga

Para avaliar o efeito da carga da membrana sobre o empacotamento

molecular dos lipidios resultante da interacdo com MLV e micelas, foi comparada a
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variacdo nos valores da relacdo de alturas ho/h.1, para os espectros dos marcadores
5-MeSL e 16-PCSL, e a variacdo de S para os espectros de 5-PCSL em MLV
(Tabelas 20-22) contendo ou ndo POPA e em espectros de 5-MeSL em micelas

contendo ou ndo LPA (Tabela 23).

Tabela 20. Porcentagem de variacao de hg/hs1 nos espetros de 5-MeSL em MLV.

) POPC:POPA POPC:SM POPC:SM:POPA
Peptideo POPC 90:10) (90:10) (80:10:10)
St ll1.30 9,09 17,1 11,9 13,4
St ll11.30 4,55 6,72 2,03 3,96
Stlia 3,03 2,07 0,5 3,96
St a1 2,02 8,29 11,9 8,01

Tabela 21. Porcentagem de variacdo de S nos espetros de 5-PCSL.

POPC:POPA POPC:SM POPC:SM:POPA

Peptideo POPC (90:10) (90:10) (80:10:10)
St 11730 4,20 5,80 4,23 4,23

St ll1s0 0 0 0 0

S 0 1,45 0 141

St 1251 0 1,45 0 2,82

Tabela 22. Porcentagem de variacao de ho/h.; nos espetros de 16-PCSL.

POPC:POPA POPC:SM POPC:SM:POPA

Peptideo POPC (90:10) (90:10) (80:10:10)
St 130 4,63 7,34 4,46 3,57

St s 20,92 1,83 1,07 20,89

St 151 2.78 0 0 0

St hipsr 0 0,92 0,84 0

Tabela 23. Porcentagem de variagao de ho/h.; e da largura da linha campo
central, AWy, nos espectros de 5-MeSL em micelas

LPC.LPA LPC.LPA
Peptideo LPC (90:10) LPC (90:10)
ho/hos AW,
Stlliag 51,5 62,1 20,01 21,45
St 1150 36,2 26.9 18,00 21,41
St a1 33.9 27.0 15,01 14.29

Stlip31 30,4 42,0 7,16 9,99
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Os valores das tabelas 20-23 mostram que, de maneira geral, a introducéo de
POPA nas bicamadas e de LPA nas micelas promove um aumento da organizacéo
molecular, tanto nas bicamadas como nas micelas, em consequéncia da interacao
com os peptideos. Nota-se ainda que o0s espectros de 5-MeSL foram mais sensiveis
a interacdo com os peptideos do que os espectros dos fosfolipidios marcados. E
também possivel observar que o efeito em MLV foi muito mais pronunciado no caso
de St ll;.3, tanto em auséncia como em presenca dos lipidios carregados
negativamente. O fato de que os espectros de 16-PCSL também revelam um
aumento do empacotamento no caso de St ll;.3p (Tabela 22) sugere que os residuos

1-10 do peptideo penetram na regido das cadeias acila.

Quando se comparam os efeitos da incorporacdo de POPA em MLV contendo
SM, observa-se também, de maneira geral, um aumento da organizacao dos lipidios

na presenca do fosfolipidio carregado negativamente (Tabelas 20-22).

Alteracdes consideraveis foram observadas nos espectros de 5-MeSL
incorporado em micelas em conseqiiéncia da interacdo com todos os peptideos. A
Tabela 23 apresenta a variagdo dos parametros he/hs; € AW, Quando se examina a
variagcdo de hg/h,1, observa-se que a incorporacdo de LPA levou a um maior
empacotamento molecular no caso da interagcdo com St ll;.30 € St l12.30, € uma
diminuicdo desse empacotamento no caso de St Il;;3.30 € St I1.3:. A diminuicdo do
efeito no caso de St |,.3; poderia dever-se as cargas negativas dos residuos Glu2 e
Asp9, que sofreriam repulsdo das cabecas polares carregadas negativamente de
LPA. Essa possibilidade € corroborada pela observacdo de um efeito menor também
quando se examina a variagdo de AW,. Contudo, seria de se esperar que o efeito
aumentasse para St ll;;.30. De fato, isso é observado na analise de AWy, sugerindo

que a relacédo das alturas ndo € um parametro adequado para a analise do espectro
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do marcador nessa amostra. E possivel que a presenca de duas componentes
espectrais (Secao 4.2.3), especialmente o pico estreito de campo baixo, introduza

uma impreciséo significativa nessa medida.

Também foram observados baixos conteudos de a-hélice para St ll;.30 ha
presenca LPC:LPA (90:10) em comparacédo St l1.3;, enquanto que os valores de K
para St ll;.30 foram significativamente maiores. Neste caso foi observado que a
interacdo de St ll;.30 com micelas de LPC:LPA (90:10) levou a um aumento do

conteudo de folhas 3, provavelmente devido a agregagao do peptideo.

O maior efeito em micelas quando comparado com bicamadas sera discutido

mais abaixo (Secédo 5.6).
5.4 Efeito de SM

O efeito da presenca de SM também foi avaliado utilizando os trés
marcadores: 5-MeSL, 5-PCSL e 16-PCSL, os valores de hg/hs1 € S estdo

apresentados nas tabelas 24 a 26.

Tabela 24. Porcentagem de variacdo de ho/hs; ou S nos espetros de 5-MeSL.

Peptideo No/hey S
POPC POPC:SM (90:10) POPC:SM (50:50)
St .30 9,09 11,9 18,5
St 11130 4,55 2,93 11,3
Stz 3,03 -0,5 3,70
St l12.31 2,02 11,9 1,23

Tabela 25. Porcentagem de variagdo S nos espetros de 5-PCSL.

Peptideo POPC POPC:SM (90:10) POPC:SM (50:50)
St 111-30 4,20 4,23 3,95

St 1111-30 0 0 0

St11-31 0 0 0

St112-31 0 0 1,32
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Tabela 26. Porcentagem de variacdo de ho/h.; nos espetros de 16-PCSL.

Peptideo POPC POPC:SM (90:10) POPC:SM (50:50)
St 111-30 4,63 4,46 7,40

St 1111-30 -0,92 -1,07 2,22

St 11-31 2,78 0 0

St 112-31 0 -0,84 -1,36

De uma forma geral, os valores nas Tabelas 24-26 sugerem que a
incorporacdo de SM as bicamadas levou a um aumento da organizacdo molecular
como resultado da interacdo com os peptideos, e, em maior extensdo, com St Il;-30.
Novamente apenas 0s espectros de 5-MeSL se mostraram sensiveis as alteracdes
promovidas por todos os peptideos; os espectros de 5-PCSL e 16-PCSL se

mostraram sensiveis apenas a alteracdes promovidas por St 1l;.30.

Na tabela 24 s&o apresentados os valores da variagdo he/hs; para o0s
espectros de 5-MeSL em POPC e em POPC:SM:POPA 90:10:10 e os valores da
variacdo de S para os espectros do marcador em POPC:SM (50:50). Apesar destes
valores se referirem a parametros diferentes, a comparacdo entre eles tem como
objetivo mostrar que o aumento do contetdo de SM levou ao aumento da interacédo
dos peptideos com a bicamada. A comparacdo dos valores nas tabelas 25 e 26
sugere que o0s espectros de 16-PCSL foram mais sensiveis as alteracdes
promovidas por St ll;30 nas bicamadas, principalmente em bicamadas contendo
proporcdes iguais de POPC e SM. Tal comportamento ja foi descrito na literatura:
estudos com 5-PCSL incorporado em bicamadas de POPC:SM (50:50) mostraram
que nessa composi¢cao este marcador ndo é sensivel a presenca de uma fase mais

ordenada (rica em SM) (Veiga et al., 2000, 2001; Collado et al., 2005).

5.5 Efeito da coexisténcia de fases
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Tem sido descrito na literatura que misturas ternarias de POPC:SM:colesterol
(Col) em certas proporcbes apresentam distribuicdo heterogénea dos lipidios com
formacdo de microdominios (revisdo em Gofi et al., 2008). Esse tipo de
comportamento também foi observado para misturas ternarias de POPC:DPPC:Col

(Zhao et al, 2007).

Martinez et al (2007) estudaram a ligacdo de St Il a lise de vesiculas lipidicas
carregadas com sonda fluorescente em membranas compostas de fosfatidilcolina de
ovo e/ou SM, contendo ou ndo Col. componentes Esses estudos mostraram que tanto
a ligacdo da toxina como o vazamento do conteudo interno das vesiculas foram
maiores na presenca de composicdes ternarias dos lipidios (Martinez et al., 2007).
Além disso, estudos de microscopia de epifluorescéncia e vazamento (Barlic et al.,
2004) e por microscopia confocal da interacdo de Eqt Il com membranas modelo
observaram que a formacdo de poro foi dependente da presenca de coexisténcia de
fases em bicamadas de POPC:SM:Col e, também, que Eqt Il se localiza na interface

entre estas fases (Schon et al., 2008).

Neste trabalho nao foi investigado o papel do Col na interacdo dos peptideos
com bicamadas. Porém, estudos existentes de diagramas de fase dos sistemas
binarios POPC:SM e POPC:DPPC sugerem a coexisténcia de fases para certas
propor¢cdes dos lipidios (Pokorny et al., 2006, figura 54A e Curatolo et al., 1985, figura

54B).
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Figura 54. Diagramas de fase dos sistemas binarios (A) POPC:SM (Pokorny et al,

2006) e (B) POPC:DPPC (Curatolo et al., 1985).

Com base nessas informacdes, decidiu-se investigar, por meio de EPR sistemas
binarios de POPC:SM nas composi¢des 90:10 e 50:50, bem como sistemas binarios
POPC:DPPC, nas mesmas propor¢cdes. Dessa forma, buscou-se verificar se a
presenca de SM em condi¢c6es de ndo formacdo de microdominios (10 %, Figura 54A)
teria um papel na ligacao de Stll1-30 a bicamada. Por outro lado, amostras contendo
50 % de SM dé&o origem a coexisténcia de fases. Assim, essas amostras permitiram
examinar o papel dessa topografia na interacdo do peptideo com a bicamada. Ainda, a
fim de avaliar a se especificidade atribuida a SM na interagdo com as toxinas também
ocorre em relacdo aos peptideos, foram estudadas membranas onde SM foi
substituida por DPPC, cujo diagrama de fases apresenta comportamento analogo ao

do esfingolipidio.

Os estudos de CD da interagdo de St ll;.30 com SUV contendo 10% de SM
apresentados sugeriram que o peptideo se liga as vesiculas mais fortemente do que na

auséncia desse lipidio e que a presenca de 10 % de DPPC também intensifica a
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ligacdo. O efeito de St Il;.30 sobre membranas contendo 10 %, 50 %, e 100 % de SM ou
DPPC foi examinado através dos espectros de EPR de 5-MeSL (figura 48). A Tabela
14 (Secéo 4.2.2) mostra que a introducdo desses lipidios levou a um aumento da
organizacdo molecular maior do que o observado para POPC, mas o efeito foi pequeno
para os dois lipidios nas propor¢des de 10 e 100 %. Ao contrario, o efeito foi bastante
pronunciado para 50 %. Os resultados para 10% de SM e DPPC estdo em contraste
com os resultados de CD, que evidenciaram ligacdo consideravel do peptideo as
membranas contendo 10 % desses lipidios (K = 1,7 x 10* M para 10 % de SM e 6,7 x
10° M para 10 % DPPC). A Tabela 27 abaixo retine a avaliagéo de varios parametros
medidos nos espectros de EPR (ho/hs1, AW, e Amax). Nota-se que, apesar da pequena
variacdo para 10 % de SM e DPPC, a tendéncia € de um aumento do efeito, quando
comparado a POPC sozinha. O efeito também foi pequeno para 100 % de SM e DPPC.
Por outro lado, o efeito foi consideravel para 50 % desses lipidios. Dessa forma fica
claramente evidenciada a importancia da coexisténcia de fases para o efeito de St 113

sobre a organizacdo molecular da bicamada.

Tabela 27. Porcentagem de variagao de ho/h.1, AWy, € Amax promovida por St 1l;.3p nos
espectros de 5-MeSL incorporado em bicamadas de composicao variada.

POPC:SM POPC:SM POPC:DPPC POPC:DPPC

POPC 90100  (s0.50) oM POPC (5450 (50:50) DPPC
hyh 9,09 119 . 909 159 . .
AW, 627 881 111 509 627 6,08 16.7 2.08
A 454 408 12.33 0,33 454 5098 10.44 2.10

5.6 Ligacdo a micelas — possivel modelo do poro toroidal

A ligagcédo dos peptideos a micelas de LPC e LPC:LPA (90:10) foi observada
tanto por CD como por EPR; ambas as técnicas indicaram extensas alteracdes

conformacionais dos peptideos, com quase todos o0s residuos adquirindo
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conformacdo helicoidal (Tabela 18) e pronunciado aumento do grau de
empacotamento dos agregados micelares (Tabela 28). Os resultados mostraram
claramente que a ligacdo a micelas ocorre de forma qualitativa (diferente influéncia
de interacdes eletrostaticas) e quantitativamente (valores de K, Tabela 6) diferente
da ligacdo a bicamadas, mesmo considerando que as cabecas polares dos
compostos formadores de ambas as estrututras sdo as mesmas. Além do alto
conteudo de a-hélice, observado por CD (Tabela 18), o aumento da organizacao
molecular das micelas, observado por EPR (Tabela 28), ocorreu em muito maior
extensdo do que em bicamadas. A interacdo com o0s peptideos promoveu o
aparecimento de uma componente bastante imobilizada, apresentando extremos
externos e internos, no espectro de 5-MeSL (figura 49), enquanto que a interacao

com as bicamadas levou apenas ao alargamento das linhas espectrais.

Tabela 28. Porcentagem de variagdo de hg/hy; nos espectros de 5-MeSL
incorporado em micelas e MLV.

POPC:POPA LPC:LPA

Peptideo POPC LPC (90:10) (90:10)
St 1130 9,09 51,5 17,1 62,1
St ll11-30 4,55 36,2 6,72 26,9
Sty 3,03 33,9 2,07 27,0
St 131 2,02 30,4 8,29 42,0

Os valores da porcentagem de variacdo do parametro ho/h.; (Tabela 28)
indicam que St Il;.30 teve maior efeito sobre a organizacdo molecular das micelas,
possivelmente devido a interacdo do segmento hidrofébico compreendendo os

residuos 1 a 10 com as cadeias acila dos lisofosfolipidios.

Estudos de SAXS tiveram como objetivo verificar se a interacdo com St Il;.30
teria um efeito sobre a forma e tamanho de micelas. Foi realizado um estudo

preliminar com micelas de LPC. Os resultados mostraram que a ligacéo do peptideo
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a essas micelas levou a diminuicdo do raio parafinico (Rpa, raio da regido
hidrofébica, figura 51), enquanto a espessura da regido polar da micela (ppol, figura
51) aumentou (Tabela 16). Assim, apesar da interacdo com St ll1.30 diminuir o raio
hidrofébico da micela, o aumento da espessura da regido polar faz com que nao
haja alteracdo significativa no seu tamanho. Também foi observada diminuicdo na
anisometria (relacdo entre os raios da micela, que possui forma elipsoide), de 1,7
para 1,4, indicando que a interacdo com o peptideo promove alteracdo da forma do

agregado.

A partir dos valores de Rpar, Ppol € da anisometria foram calculados os raios da
micelas na auséncia e na presenca de St Il;.30, € a partir destes valores foi calculado
o tempo de correlacdo rotacional 1, na aséncia e presenca do peptideo, fazendo uso

da equacao de Stokes-Einstein (equacgéo 11, Sec¢ao 3.5.3) (Tabela 29).

Tabela 29. Raio da micela de LPC e tempo de correlacéo rotacional T na auséncia e
na presenca de St 111-30.

eixo curto eixo longo

raio (A) 7(10%) raio (A) 7(10%s)
Sem peptideo 29,0 2,4 41,95 7,3
St 111-30 28,5 2,3 34,50 4,03

Os valores de t indicam que as micelas se encontram paradas na escala de
tempo do EPR e que os espectros refletem as propriedades de organizacéo
molecular de seus componentes. Assim, as alteracdes espectrais induzidas pela
ligacdo de St ll;.3p permitem concluir que ocorreu um pronunciado aumento no
empacotamento molecular. Por outro lado, os resultados de SAXS mostraram que
ndo ocorreram alteracdes drasticas na forma ou tamanho da micela (por exemplo,
agregacdo de micelas). O aumento da espessura da regido da cabeca polar é

provavelmente resultante da inser¢cdo do peptideo nessa regido e a diminuicdo do
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raio parafinico poderia ser decorrente (de um aumento) da interdigitacdo das
cadeias alifaticas. Vale lembrar que os residuos 1-10 do peptideo provavelmente

também se encontram inseridos nessa regiao.

A interacédo diferencial entre micelas e bicamadas é provavelmente decorrente
de diferencas no empacotamento molecular entre os dois tipos de agregados. O
empacotamento resultante da curvatura positiva em uma micela possivelmente se
assemelha aquele presente na estrutura do poro toroidal (figura 55). Assim,
enguanto a interacdo com a bicamada representaria a etapa de ligacdo da regidao N-
terminal das toxinas, com a a-hélice anfipatica acomodada na interface membrana-
agua e a penetracao inicial dos residuos 1-10 (ou 1-11) na regido das cadeias acila,
a topografia da sequéncia 1-30 (ou 1-31) nas micelas corresponderia ao
comportamento dessa regido no poro toroidal, agora com o segmento 1-10
ancorando mais fortemente a hélice anfipatica a. regido das cadeias acila. A hélice
anfipatica permaneceria na regido das cabecas polares formando, juntamente com
estas as paredes do poro. Essa localizacdo é também sugerida pelo aumento da
espessura da regido das cabecas polares evidenciado por SAXS. Tem sido proposto
que a regido do poro consistiria de lipidios formadores de curvatura positiva, como
os lisofosfolipidios, formadores de micelas (Valcarcel et al., 2001; Lohner e Blondele,

2005).
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Figura 55. Empacotamentos e curvatura dos lipidios no poro toroidal s&o
semelhantes aos observados em uma micela.

5.7 Implicagdes para o mecanismo de ag&o das toxinas

Os resultados obtidos neste estudo fornecem subsidios para a compreenséo
a nivel submolecular das alteracbes conformacionais e do mecanismo de ligacdo e
interagcdo com membranas alvo das toxinas St | e St Il. Detalhes mecanisticos e

topograficos da formacédo do poro podem ser propostos em base a esses resultados.

O conhecimento existente a respeito da interacdo de actinoporinas com
membranas bioldgicas e modelo tem levado a proposta de que essas toxinas , (cuja
estrutura € conhecida para St Il e Eq Il) ligam-se a membrana alvo através de um
grupo de residuos aromaticos, ancorando-se na bicamada sem que o corpo da
proteina penetre profundamente na mesma. SM tem sido vista como

desempenhandoum papel importante na ligacédo das toxinas.

Em seguida, ocorreria dissociacdo da regido N-terminal do corpo da proteina
com a acomodacéao da hélice anfipatica na interface mmembrana-agua. A habilidade
do segmento anterior a essa hélice (residuos 1-10 (ou 1-11) de penetrar

namembrana dependeria do carater hidrofébico desse segmento e poderia ser
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responsavel, ao menos, parcialmente pela diferente atividade hemolitica dessas

toxinas.

Numa etapa posterior, ocorreria a oligomerizacdo das proteinas e, num
processo. dependente da presenca de lipidios com propensdo a formacédo de
curvatura positiva, formar-se-ia um poro toroidal, cuja superficie seria recoberta pela
héliceanfipatica da proteina e as cabecas polares dos lipidios. Varios estudos, tanto
com as proteinas inteiras como com fragmentos daregido N-terminal, tem mostrado
gue a extensdo da hélice determinada em solugcdo aumenta em consequéncia da

interacdo com a membrana.

Em estudos de epifluorescéncia e microscopia confocal com a Eq IlI, foi
observado que a proteina tende a se concentrar na regido de fronteira entre
dominios liquido-ordenados (Lo, formados pelo eriquecimento em SM e Col) e
liguido-desordenados (Ld, formadospor fosfolipidios insaturados como POPC).
Devido a diferenca de empacotamento entre Lo e Ld e, eventualmente daespessura
dos dois tipos de dominios (mismatch), a fronteira entre ambos seria uma regido
irregular, criando espacos inexistentes em outras regides da membrana. Em base a
esses dados foi proposto que as actinoporinas ligam-se preferenciamente a regides

Lo e que a formacé&o do poro ocorreria nos espacos da fronteira Lo-Ld.

A figura 56 apresenta um esquema das varias possiveis etapas (conhecidas

ou propostas) envolvidas na interacdo das actinoporinas com membranas.
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Figura 55. Modelo proposto para a formacédo de poro por actinoporinas (tirado de
Alegre-Cebollada et al., 2007a). Monémenos das toxinas estdo desenhados como
quadrados (representando o sanduiche de folhas B e a hélice C-terminal) e um
apéndice retangular (representando a a-hélice N-terminal). S: monémero em agua.
T: tetrAmero em agua. My: mondmero ligado a membrana. M; e My: tetrAmeros
ligados a membrana sem formar poro. P: poro tetramérico.

No contexto das idéias existentes, acima apresentados, para a descri¢cdo do
mecanismo de interacdo das actinoporinas com membranas e formacao de poro por
essas proteinas, os resultados obtidos neste trabalho para os peptideos derivados
de St | e St Il corroboram de forma inequivoca varios aspectos dos eventos
propostos como etapas desse mecanismo. Assim, foi inicialmente, observado que os
fragmentos sdo capazes de causar hemalise, sendo St Il;.3p mais ativo que St |33,

mostrando que essa regido da proteina é capaz de formar poros.

Estudos conformacionais mostraram que o0s peptideos, ao se ligar a
membranas modelo possuem a capacidade de adquirir estrutura a-helicoidal, como
essa mesma regido nas proteinas inteiras. Foi ainda visto que a extensao da hélice

€ maior do que a determinada para as proteinas em solucao (10-11 residuos).
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Estudos com variacdo da composicdo lipidica mostraram a importancia da
presenca de SM para a ligacdo. Contudo, observou-se que a presenca de
microdominios teve um papel mai importante para a ligacédo dos peptideos. Em base
a esses resultados, é concebivel que a molécula individual de SM seja necessaria
para o ancoramento do grupo de residuos aromaticos da proteina (ausente nos
peptideos estudados), tendo sido determinado o sitio de ligacéo de fosforilcolina na
estrutura cristalina de St I, mas que a molécula individual ndo tenha um papel tao

relevante na ligacdo da regido N-terminal a membrana.

Por outro lado, a coexisténcia de microdominios ordenados e desordenados,
mesmo sem a presenca de SM, levou a um aumento consideravel da ligacdo dos
peptideos, corroborando o papel proposto para essa topografia no mecanismo de

acado das actinoporinas.

Finalmente, os estudos com micelas representaram uma mimetizacao da
topografia do proprio poro toroidal. E extremamente interessante que os peptideos
adquiriram conformagéo a-helicoidal em praticamente toda asua extensao quando

da ligacdo a esses agregados.

Assim, foram obtidos uma série de resultados que corroboram as propostas
existentes para a sequéncia de eventos que ocorrem no processo de ligacdo das
actinoporinas a membranas e da formacdo de poro por essas proteinas. Os
resultados mostraram ainda que fragmentos de proteinas sao capazes de mimetizar
o comportamento dessas proteinas, tanto do ponto de vista conformacional como

funcional.
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