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RESUMO

MONTANHA, E .A. Efeitos da dimerizacdo e modificagcdes na por¢cao N-terminal
do peptideo antimicrobiano Aureina 1.2 em sua interacdo com filmes de
Langmuir e atividade bioldgica. 2016. 72p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de Séo Paulo, S&o Carlos, 2016.

Filmes de Langmuir sdo usados como modelos simplificados de membranas
celulares, cujas propriedades podem ser correlacionadas com efeitos fisiologicos de
moléculas de interesse biolégico, como os peptideos antimicrobianos (PAMs). Nesta
dissertacdo investigamos a interagcdo do peptideo Aureina 1.2, na forma de
mondmero (AU), dimero ((AU).K) e com variagbes na porcdo N-terminal (KAU e
DAU), com filmes de Langmuir obtidos do extrato lipidico da bactéria Escherichia
coli. Todos os peptideos injetados em concentracdes de 20 a 200nM se
incorporaram ao filme de Langmuir, causando expansdo nas isotermas de pressao
superficial, que foi significativamente maior para o dimero. O moédulo de
compressibilidade do filme de E. coli a presséo superficial correspondente a de uma
membrana real praticamente dobrou, de cerca de 40mN/m para 80nM/m para o
dimero, ao passo que para 0s outros peptideos a alteracédo nao foi significativa. Dos
espectros de reflexdo e absor¢cdo no infravermelho com modulagdo de polarizacao
(PM-IRRAS), observou-se que todos os peptideos interagiram tanto com as caudas
quanto com as cabecas polares das moléculas do extrato de E. coli no filme de
Langmuir. Diferentemente dos resultados de pressdo e compressibilidade, ndo ha
tendéncia de um peptideo ter interacdo mais relevante do que os outros. O maior
efeito do dimero na expansdo e compressibilidade do filme de Langmuir ndo se
refletiu numa maior atividade bactericida contra E. coli, pois sabe-se da literatura que
a atividade é maior para a Aureina 1.2 (AU). Provavelmente porque essa atividade
deve depender da camada externa de lipopolissacarideos de uma bactéria Gram-

negativa.

Palavras-chave: Monocamadas de Langmuir. Peptideo antimicrobiano. Membrana

celular.






ABSTRACT

MONTANHA, E. A. Effects of dimerization and modifications in the N-terminal
portion of the antimicrobial peptide Aurein 1.2 in its interaction with Langmuir
monolayers and in its biological activity. 2016. 72p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Carlos, 2016.

Langmuir films are used as simplified cell membrane models whose properties
can be correlated with physiological effects of molecules of biological interest, such
as antimicrobial peptides (AMPSs). In this dissertation we report on the interaction of
Aurein 1.2 peptide as monomer (AU), dimer ((AU)2K) and modified peptide in the N-
terminal portion (KAU and SAD), with Langmuir films obtained from a lipid extract of
Escherichia coli. All peptides injected at concentrations from 20 to 200nM were
incorporated into the Langmuir film, causing the surface pressure isotherm to
expand, particularly for the dimer. The compressibility modulus of the E. coli
Langmuir film at the surface pressure corresponding to an actual membrane nearly
doubled, from about 40mN/m to 80nM/m for the dimer, whereas for the other
peptides the change was not significant. From the polarization-modulated infrared
reflection - absorption spectra (PM-IRRAS), we observed that all peptides interacted
with both tails and polar heads of the molecules of E. coli extract in the Langmuir film.
Unlike the results of pressure and compressibility, there was no tendency of a
peptide having more relevant interaction than the others. The larger effect of the
dimer in the expansion and compressibility of the Langmuir film was not reflected in a
higher bactericidal activity against E. coli, since it is known from literature that the
activity is higher for Aurein 1.2 (AU). Probably because this activity should depend on
the outer layer of lipopolysaccharides of Gram-negative bacteria.

Keywords: Langmuir monolayers. Antimicrobial peptides. Cell membrane.
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1 OBJETIVOS

O trabalho desenvolvido nesta dissertacdo visa a compreender a interacao
entre o peptideo antimicrobiano (PAM) Aureina 1.2, na forma de monémero, dimero
e com variagcdes de carga na extremidade N-terminal (adicdo de uma lisina ou um

aspartato), com modelos de membrana celular, constituidos por filmes de Langmuir.

Objetivos especificos:

- Determinar como os compostos afetam as propriedades dos filmes de Langmuir,

constituidos de extratos lipidicos reais da bactéria Gram-negativa Escherichia coli.
- Caracterizar os filmes de Langmuir correspondentes através de isotermas de
presséo superficial e espectroscopia de reflexdo e absorgcéo no infravermelho com

modulacao de polarizacdo (PM-IRRAS);

- Verificar o efeito das modificacées no monémero da Aureina 1.2.
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2 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

A acdo de farmacos e drogas depende de sua interacdo com a membrana
celular, cujos mecanismos em nivel molecular s6 podem ser estudados com a
tecnologia atual empregando-se modelos de membrana. Os modelos mais
empregados sao os filmes de Langmuir (1) e os lipossomos ou vesiculas (2), com os
quais pode-se obter informacdo sobre efeitos na compactacdo da membrana,
possibilidade de ruptura e até mesmo verificar os grupos quimicos envolvidos na
interacdo. Os filmes de Langmuir, em particular, sdo considerados como miméticos
de metade da membrana celular, com a subfase aguosa desempenhando o papel
dos meios intra ou extracelular. (3) Sdo muito variados os tipos de moléculas
investigadas com filmes de Langmuir (4), desde farmacos constituidos por pequenas
moléculas como os peptideos (5) até macromoléculas, como polissacarideos (6),
enzimas (7) e outras proteinas. (8)

Uma das classes de moléculas de interesse para este trabalho de mestrado é a
de farmacos e antibiéticos. Sua interacdo deve depender do tipo de membrana, se
tipica de mamiferos ou de micro-organismos. Um antibiético, por exemplo, deve
idealmente ter pouco efeito na membrana de mamiferos, mas efeito muito maior na
membrana de bactérias. Isso explica, em parte, porque a maioria dos antibiéticos é
composta por moléculas positivamente carregadas em meio fisioldégico, pois tém
maior interacdo com as membranas de bactérias carregadas negativamente (9) do
que com as membranas predominantemente neutras (10) dos mamiferos. Ressalte-
se, também, que muitas vezes a acdo farmacolégica depende da interacdo com
receptores na membrana, o que obviamente dificulta a correlacdo entre
propriedades com modelos de membrana e a acéo fisiolégica. Neste contexto, a
analise do fenébmeno de resisténcia de bactérias a antibibticos é interessante, pois a
resisténcia se desenvolve a partir da inativagao de receptores da membrana.

Por razdes Obvias de saude publica, tem havido grande interesse em encontrar
novos compostos antimicrobianos, principalmente aqueles com poucas propriedades
indutoras de resisténcia. Uma possivel linha de pesquisa para tal busca é a de
encontrar antibidticos que matem bactérias sem necessidade de interacdo com
receptores, 0 que pode ser alcancado se a membrana bacteriana for destruida, ou
se forem formados poros que causem vazamento de conteudo intracelular. Alguns

dos compostos mais promissores para essa finalidade s&o peptideos
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antimicrobianos (PAMs) (11-13), os quais acredita-se agir diretamente na membrana
bacteriana. A maioria dos PAMs tem como caracteristicas comuns a baixa massa
molecular, carga positiva e carater anfipatico. Em conjunto, estas caracteristicas
determinam o mecanismo de acdo dos PAMs que envolve principalmente a
membrana plasmética de micro-organismos. (14)

Neste trabalho foi investigada a interacdo do PAM Aureina 1.2, e de alguns
analogos, com filmes de Langmuir constituidos de extratos lipidicos da bactéria
Gram-negativa Escherichia coli, com o objetivo de identificar seus mecanismos de
acao. A seguir sera apresentada uma revisao sobre os principais tépicos relevantes

a este estudo.

2.1 Membranas de bactérias

Organismos procariotos e eucariotos sdo quimicamente similares, no sentido
de que ambos contém &cidos nucleicos, proteinas, lipidios e carboidratos. A
estrutura das paredes celulares e membranas e a auséncia de organelas (estruturas
celulares especializadas que possuem funcgbes especificas) distinguem procariotos
de eucariotos. As bactérias, que sdo organismos procariotos, existem em diversos
tamanhos (entre 0,2 e 2,0um de didmetro) e formas (esféricas, bastdes e espirais). A
parede celular de uma célula bacteriana € uma estrutura complexa, semirrigida,
responsavel pela forma da célula e pela protecdo da membrana plasmética e seu
interior das alteracBes adversas no ambiente externo. Sua composi¢cdo quimica é
usada para diferenciar os principais tipos de bactérias. A parede celular € importante
para a acdo de farmacos e drogas, pois esta ligada a capacidade de algumas
espécies causarem doencas e também por ser o local de acdo de alguns
antibidticos.

A parede celular bacteriana é composta de uma rede macromolecular
denominada peptideoglicana, que consiste em um dissacarideo repetitivo ligado por
polipeptideos para formar uma rede que circunda e protege toda a célula,
isoladamente ou em combinacdo com outras substancias. Na maioria das bactérias
gram-positivas, a parede celular apresenta muitas camadas de peptideoglicana,
sendo espessa e rigida, enquanto as paredes celulares de gram-negativas contém

somente uma camada fina de peptideoglicana e uma membrana externa. A
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membrana externa da célula gram-negativa consiste de lipopolissacarideos (LPS),
lipoproteinas e fosfolipidios, e possui varias funcdes especializadas. Sua grande
carga negativa é importante para contornar as defesas do hospedeiro (evasdo da
fagocitose) e para causar lise de células e promover a fagocitose.

Uma ilustracdo esquemética da membrana de uma bactéria gram-negativa é
mostrada na Figura 1. A membrana externa também representa uma barreira para
alguns antibiéticos, mas ndo para todas as substancias no ambiente, pois o

metabolismo celular depende de nutrientes que devem atravessa-la. (15)

‘ﬁ Polissacarideo O

Cerne polissacaridico

Partes do LPS

Proteina porina

Polissacarideo O
Lipopolissacarideo < Cerne polissacaridico
Lipideo A

Lipoproteina

Membrana externa Fosfolipideo

Parede celular
Peptideoglicana

Membrana
plasmatica

: i Proteina

Periplasma

Figura 1 - Parede celular de bactéria gram-negativa.
Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE. (15)

2.2 E. coli

Organismo descoberto em 1885 pelo pediatra germano-austriaco Theodor
Escherich, foi isolado nas fezes de individuos saudaveis. Foi inicialmente batizado
de Bacterium coli commune, por ser encontrado no colon, e mais tarde renomeado
como Escherichia coli, em homenagem ao seu descobridor. (16) A ascenséo
meteodrica e o “status” elevado da E. coli na biologia vém da facilidade de encontrar e
trabalhar com ela. Cepas robustas, ndo patogénicas e versateis que crescem

rapidamente em varios nutrientes, podem ser isoladas a partir de praticamente
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gualquer humano. Estas caracteristicas fizeram da E. coli um pilar nos acervos dos
laboratérios de ensino de microbiologia. Assim, quando microbiologistas no inicio do
século XX procuraram por um organismo modelo, a E. coli foi uma das opc¢des
preferidas. Sua utilizacdo em muitos estudos fundamentais gerou conhecimento
suficiente para torna-la a bactéria modelo para investigacdes da biologia molecular,
na década de 1950. Por isso, foi 0 primeiro organismo a ter seus aspectos basicos
estudados, como o cédigo genético, transcri¢do, traducéo e replicacdo. (17)

E. coli é uma bactéria gram-negativa, anaerobia facultativa, em forma de
bastonete, normalmente encontrada no intestino grosso de organismos
endotérmicos. (18) Uma imagem de um microscoépio eletrénico da E. coli € mostrada
na Figura 2. A maioria de suas cepas € inofensiva, mas algumas podem causar séria
intoxicacdo alimentar, e ocasionalmente sdo responsaveis por recalls de produtos
devido a contaminacdo de alimentos. (19) As cepas inofensivas podem
desempenhar papel nutricional no trato intestinal, através de sintese de vitaminas,
como a vitamina K. Por sua natureza aerdbia facultativa, auxilia também no
consumo de oxigénio, impedindo a colonizacdo do intestino por bactérias

patogénicas. (20)

Figura 2 - E. coli em imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura.
Fonte: BLOUNT. (17)
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2.3 Peptideos antimicrobianos (PAMs)

A resisténcia bacteriana aos antibidticos convencionais tem sido um problema
de alto impacto no mundo todo. (21) Esta situacdo leva a procura de novos
compostos antimicrobianos, principalmente aqueles que atuam mediante
mecanismos aos quais 0s micro-organismos dificilmente desenvolvem resisténcia.
(22) Alguns dos compostos mais promissores sdo 0s peptideos antimicrobianos
(PAMs) (23). Os PAMs sédo parte vital do sistema de defesa de muitas formas de
vida e podem ser encontrados em microrganismos, insetos, plantas, anfibios e
mamiferos. (24) Alguns destes PAMs matam o0s agentes patogénicos por
permeabilizacdo de sua membrana plasmatica através de um mecanismo especifico,
mas nao mediado por receptores. (25) O grande potencial dessas moléculas origina
de seu amplo espectro de atividade, rapida acdo microbicida e possibilidade de uso
combinado com outros antibidticos. (26)

A maioria das PAMs tem as seguintes caracteristicas em comum: baixa massa
molecular, carga positiva e carater anfipatico. Estas caracteristicas - em conjunto -
determinam seu mecanismo de acdo. (27) Por possuirem, em sua maioria, cargas
positivas, os peptideos se ligam preferencialmente as membranas com cargas
negativas, o que explica a especificidade de sua acdo contra as bactérias. Pois
bactérias e outros micro-organismos tém membranas compostas por moléculas
anibnicas, ao passo que membranas celulares dos mamiferos apresentam em sua
maioria lipidios neutros (zwitterionic). (28)

Trés mecanismos foram propostos para descrever o processo de permeacéo
da membrana fosfolipidica por PAMs: formacao de uma estrutura em formato de um
barril ("barrel-stave"), de um poro toroidal (“toroidal-pore”) e estrutura como um
tapete (“carpet-like”). A Figura 3 mostra os trés mecanismos de maneira
esquematica. No mecanismo de acdo do tipo de barril, os peptideos ligados a
membrana reconhecem uns aos outros, se oligomerizam e formam poros que
atravessam a membrana. Teoricamente, tais poros podem ser formados a partir de
poucas moléculas, cerca de trés. (29) Nesse modelo, a face hidrofébica do peptideo
interage com as caudas apolares dos fosfolipidios da membrana, enquanto a face
hidrofilica permanece voltada para o interior do poro. No mecanismo de poro
toroidal, baseado também na formacdo de poros, a agregacdo dos peptideos

associados as cabecas polares dos fosfolipidios faz com que a membrana se afine,
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induzindo uma curvatura na bicamada lipidica, gerando um poro. Esse modelo difere
do modelo do barril, pois além dos peptideos, as cabecas polares dos lipidios fazem
parte do interior polar do poro. (30) No mecanismo com formacdo de um tapete
(“carpet-like”), as moléculas peptidicas acumulam-se paralelamente a superficie da
membrana provocando desagregacdo por meio da acao detergente dos peptideos,
solubilizando a membrana. O processo de solubilizag&o inicia-se quando um limiar
de concentracdo (threshold) de peptideos na superficie da membrana é atingido,

levando a formacéao de agregados micelares. (31)
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Figura 3- Representagdo esquematica dos modelos de mecanismo de acdo dos PAMs. A) Atracédo
eletrostatica pela superficie anibnica da membrana, B) passagem através da membrana externa
e/lou parede celular, C) atragdo eletrostatica pelos fosfolipideos anibnicos da membrana
citoplasmatica, D) estruturacdo, insercdo na membrana e acumulagdo, E) formacédo de poro pelo
modelo toroidal, F) permeabilizacdo da membrana pelo mecanismo de tapete e G) formacéo de poro
pelo modelo do barril.

Fonte: Adaptada de TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO. (30)
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2.4 Aureina 1.2 (AU)

Aureina 1.2 é um peptideo de 13 aminoacidos (GLFDIIKKIAESF-NH;), com
massa molecular de 1480g/mol, originalmente isolado das ras australianas Litoria
aurea e Litoria raniformis (32), sendo o menor PAM secretado por vertebrados.
Sabe-se que a Aureina 1.2, representada na Figura 4, interage especificamente com
lipidios carregados negativamente, o que acredita-se ser um mecanismo de
direcionamento para alvos bacterianos. (29) Sua atividade antimicrobiana, avaliada
em termos da concentracdo inibitéria minima (CIM), para Escherichia coli € de
16pmol/L. (33)

Com relacdo a sua estrutura secundaria, o peptideo ndo mostra estrutura
definida em solugdo aquosa, mas adota conformacdo de a-hélice quando
incorporado as membranas lipidicas. (34) Seu mecanismo de acao proposto € o do
modelo de tapete. (35)
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Figura 4 - Representacéo “helical wheel” da Aureina 1.2. Estdo representados os residuos hidrofilicos
como circulos, residuos hidrofébicos como losangos, potencialmente carregados
negativamente como triangulos, e potencialmente carregados negativamente como
pentagonos. A hidrofobicidade é codificada por cores: o residuo mais hidrofobico é verde e
a quantidade de verde vai diminuindo proporcionalmente a hidrofobicidade, com a
hidrofobicidade zero representada em amarelo. Os residuos hidrofilicos sdo vermelhos,
com o vermelho puro sendo o residuo mais hidrofilico (ndo carregado), e a quantidade de
vermelho vai diminuindo proporcionalmente a hidrofilicidade. Os residuos potencialmente
carregados sao de cor azul claro.

Fonte: HELICAL... (36)

Além de possuir atividade antimicrobiana, a aureina 1.2 ndo apresenta
toxicidade contra hemacias em suas concentracdes biologicamente ativas (37),
carateristicas que fazem do peptideo um modelo interessante a partir do qual
diferentes analogos tém sido desenhados. (31)

2.4.1 Possiveis modificagcfes para Aureina 1.2

A maioria dos PAMs apresenta baixa biodisponibilidade e seletividade, o que
pode limitar sua utilizacdo terapéutica. Por esta razdo, modificacbes em sua
estrutura tém sido feitas para aumentar sua atividade antimicrobiana. (38) Tais

modificacdes incluem adicéo de residuos carregados, substituicdo de L-aminoacidos
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por D-aminoacidos, adi¢do de residuos hidrofébicos, além de outras modificagbes
especificas. (39-41) A carga liquida de PAMs conhecidos, que € a soma de todas as
cargas de grupos ionizaveis do peptideo, pode ser positiva ou negativa. Este € o
principal fator para a interacdo inicial com membranas celulares carregadas
negativamente. Ao alterar a carga liquida de um PAM, suas atividades
antimicrobiana e hemolitica podem ser alteradas para alcancar maior seletividade de
micrébios, mas com efeitos minimizados nas células do hospedeiro. (42)

A reducdo da helicidade, que € a capacidade de um PAM formar estrutura
helicoidal, através da incorporacdo de D-aminoacidos na sequéncia primaria de
PAMs, pode ocasionar reducdo no efeito hemolitico, mantendo o efeito
antimicrobiano. (43) Por exemplo, Papo et al. (44) modificaram alguns peptideos a-
helicoidais substituindo 35% dos L-aminoacidos por D-aminoacidos e descobriram
que esta modificacdo eliminava a atividade hemolitica. Além disso, alguns destes
PAMs modificados ndo eram sensiveis a proteases. Portanto, incorporando D-
aminodacidos para alterar helicidade é uma estratégia util para a concepcao de novos
peptideos sintéticos com menos atividade hemolitica e maior estabilidade contra
clivagem proteolitica.

Independentemente do tipo de modificagdo, a posicao desta modificagdo na
estrutura primaria do peptideo se mostra particularmente importante. Estudos
recentes mostraram que a regido N-terminal de varios PAMs € determinante para
sua estrutura e, consequentemente, para sua atividade. (45) Como a atividade
biolégica dos PAMs é normalmente associada ao niumero de cargas positivas da
molécula, incluindo o grupo N-terminal, modificacbes na carga desta regido podem
alterar sua atividade. Pesquisas mostram que peptideos com modificacdo na porcao
N-terminal tém atividade hemolitica semelhante (relacionada a toxicidade), mas
diferem na atividade antimicrobiana, comparados a estrutura peptidica néo-
modificada. (46) Para analogos de PAMs com adicdo de um aspartato (D) na
posicdo N-terminal, resultados sugerem que em pH fisiol6gico a carga negativa na
cadeia lateral deste aminoacido poderia neutralizar parcialmente a carga positiva na
posicdo N-terminal, aumentando a hidrofobicidade da molécula. Porém, este tipo de
modificacdo pouco altera atividade biologica, em comparacdo com a molécula
nativa. Por outro lado, o PAM Hylin-al, por exemplo, modificado pela adicdao de uma
lisina (K), passando a conter mais uma carga positiva na por¢géo N-terminal, mostrou

maior atividade antimicrobiana do que a molécula nativa. Este fato pode ser
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explicado pelo aumento da carga positiva na por¢cdo N-terminal e pelo alto caréater
hidrofilico da molécula. Estes resultados mostraram que ha uma correlagdo entre a
atividade antimicrobiana e hidrofilicidade. (46)

Outra modificacdo interessante é a dimerizacdo dos peptideos. Sendo a
oligomerizacdo um pré-requisito para a atividade dos PAMs, a ligacdo de duas
moléculas para formar dimeros tem sido alvo de estudos recentes. Em alguns casos,
a dimerizacdo leva a moléculas mais ativas. (47) No entanto, os efeitos desta
alteracdo na atividade dos PAMs ainda sdo pouco compreendidos, pois algumas
versdes diméricas apresentaram reducdo de atividade antimicrobiana ou aumento
de toxicidade. (48,49) Uma estratégia de dimerizacdo consiste de uma ligacdo
dissulfeto entre dois residuos de cisteina. Para o peptideo magainina 2, estes
residuos foram adicionados a regido C-terminal do peptideo. Quando testados
contra as bactérias gram-negativas Stenotrophomonas maltophilia e Escherichia coli,
o dimero mostrou maior atividade antimicrobiana do que o monémero. Isso foi
particularmente acentuado em concentracfes baixas de peptideos. (50)

Outra estratégia de dimerizacao foi feita para o peptideo Aureina 1.2 (AU),
onde um residuo de lisina (K) foi utilizado como ligante entre as duas cadeias de AU,
dando origem ao (AU)2K. A lisina tem dois grupos amino a partir dos quais se pode
realizar a elongacdo de cadeias peptidicas, e desta forma obter moléculas
diméricas. Dos dados com o dimero (AU).K, fica claro que a dimerizacdo do
peptideo reduz a atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Stafilococos
aureus e Candida albicans, mas ndo a capacidade de permeabilizar miméticos de
membrana. (33) Estes fatos estariam relacionados com a interacdo dos dimeros com
componentes da parede celular dos microrganismos. Analogamente, a perda de
atividade antibacteriana poderia também estar relacionada a interacdo dos dimeros

com componentes da membrana, como lipopolissacarideos. (33)

2.5 Sistemas miméticos de membrana celular

Tendo em vista que muitos dos PAMs tém como principal alvo as membranas
dos microrganismos e que muitos estudos, por questdes praticas, sdo impossiveis
de serem realizados com os alvos de agdao em si, diferentes sistemas que
mimetizam as membranas destes sdo utilizados. (29,51) Lipossomos e vesiculas

unilamelares de diversos tamanhos séo alguns dos modelos usados, que mimetizam
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as bicamadas de uma membrana. (52) Como alternativa aos sistemas compostos
por bicamadas, ha as monocamadas de Langmuir (1), que mimetizam metade da
membrana. Algumas vantagens deste sistema sao: controle da composicdo das
membranas, do estado de compactacdo e da estruturagdo da monocamada, e a
planaridade, que se aproxima melhor ao formato de uma superficie celular do que os
lipossomos, por exemplo, que tém grande curvatura. (53)

2.6 Filmes de Langmuir

Monocamadas de Langmuir, como a ilustrada esquematicamente na Figura 5,
sao formadas ao se espalhar um material anfifilico (tenso-ativo) na interface ar-agua.
(54) Quando uma quantidade pequena de material é utilizada formam-se filmes com
espessura monomolecular, comprimidos por barreiras moveis, que regulam a area
disponivel por molécula. Variando-se o grau de compactacdo da monocamada,
certas propriedades superficiais podem ser medidas. Filmes de Langmuir podem ser
transferidos da superficie da agua para substratos solidos, o que é conseguido pela
imersdo e emersdo sucessiva deste ultimo através da interface, sendo entéo
chamados de Filmes Langmuir-Blodgett (LB). A repeticdo dos processos de imersao
e emersdo permite deposicdo de multicamadas, que podem ser altamente

organizadas. (55)

e 11TV N

subfase aquosa

Figura 5 - Representacéo de Filme de Langmuir numa Cuba de Langmuir.
Fonte: FERREIRA et al. (56)

Ha relatos de filmes interfaciais sendo utilizados desde a pré-histéria para
previsao do futuro (povos babildnicos) (57) ou para “acalmar” a superficie da agua
(Benjamin Franklin). (58) Uma mencgé&o especial deve ser feita aos estudos da jovem

alema Agnes Pockels, que desenvolveu protétipos do que hoje sdo as cubas de
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Langmuir, cerca de 30 anos antes de Langmuir e Blodgett, estudando filmes
interfaciais na cozinha de sua casa. (59) As monocamadas de Langmuir tém sido
estudadas desde as primeiras décadas do século 20 pelo americano Irving
Langmuir, que descreveu em detalhe sua estrutura em nivel molecular, recebendo o
prémio Nobel em 1932 pelos trabalhos na area de quimica de superficies. (54) Os
filmes LB foram desenvolvidos por Katharine Blodgett em parceria com Langmuir.
(60)

2.6.1 Filmes de Langmuir — Técnicas de caracterizagéo

Uma grande variedade de técnicas experimentais tem sido empregada no
estudo de filmes de Langmuir; a mais classica delas é a pressdo superficial (n). Esta
€ a variacao da tenséo superficial da solucdo aquosa devido ao filme, ou seja: © =y,
- v, onde y é a tenséo superficial com o filme, e y, € a tensdo superficial da solucdo
aquosa. Esta pressdo pode ser obtida pelo método da placa de Wilhelmy, no qual
uma eletrobalanca mede a forca exercida pelo filme (tensdo de superficie) sobre
uma pequena placa (sensor), mais comumente um papel filtro, de perimetro
conhecido. O sensor é imerso parcialmente na subfase, atravessando o filme de
Langmuir. Considerando que a agua molha completamente a placa de papel de
filtro, 0 &ngulo de contato com a subfase aquosa € nulo. Para uma placa em posicéo
estacionéaria, a pressado superficial € obtida pela variacdo da forca medida pela
eletrobalanca dividida pelo perimetro do sensor que toca a interface. O esquema de
compressdo de uma monocamada e medida de pressao superficial € mostrado na

Figura 6.
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Figura 6 - Representacao da técnica utilizada na medida da presséao superficial de Filmes de
Langmuir.
Fonte: Adaptada de GIRARD-EGROT; GODOY; BLUM. (61)

Uma curva de pressao superficial versus area por molécula € o analogo
bidimensional de uma isoterma pressao-volume. Um exemplo de curva € mostrado
na Figura 7. Podem ser definidas varias fases para a monocamada. Para areas
superficiais extensas, as moléculas encontram-se na fase gasosa (G). A fase liquida
(L) ocorre quando as moléculas se aproximam umas das outras e a area por
molécula diminui. Dependendo da molécula a ser estudada, podem estar presentes

as fases liguido-expandida (LE) e/ou a liquido-condensada (LC). (62)
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Figura 7 - Representacdo esquematizada das fases de uma monocamada de Langmuir com as
diferentes regides de compressao do filme, em uma isoterma de pressao superficial por
area molecular.

Fonte: Elaborada pela autora.

Outra técnica de medida util para os filmes de Langmuir € a espectroscopia de
reflexdo e absorcdo no infravermelho com modulagdo da polarizacdo (PM-IRRAS),
pois torna possivel determinar interacdes de grupamentos quimicos no nivel
molecular. Sua antecessora mais simples, a espectroscopia de absorcédo e reflexao
no infravermelho (IRRAS), permite caracterizar a conformacdo da cadeia e da
estrutura de grupos, além de fornecer informacGes sobre a orientacdo molecular.
Esta técnica apresenta a vantagem de a luz perpendicularmente (p) polarizada ser
preferencialmente absorvida na reflexdo, enquanto a luz paralelamente (s)
polarizada ndo é absorvida. Entretanto, a técnica IRRAS ndo apresenta boa
sensibilidade para filmes de Langmuir, pois qualquer diferenca entre os sinais da luz
paralela e da perpendicularmente polarizada pode ser atribuida a absorcéo
especifica da superficie. (63)

A utilizacdo da modulacdo por polarizacdo (PM) em conjunto com a
espectroscopia de infravermelho, onde a luz incidente é continuamente modulada
em alta frequéncias entre polarizacbes s e p, melhora significativamente a
sensibilidade da técnica, pois permite a medida simultdnea de modo eficiente do
espectro das duas polarizagbes. A diferenca fornece a informacédo especifica de
superficie e a soma fornece o espectro de referéncia. (64) A técnica de PM-IRRAS

foi aplicada pela primeira vez a filmes de Langmuir no inicio dos anos 1990 por
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Daniel Blaudez. (65) Para filmes na interface ar-agua é possivel estimar a orientagéo
relativa de grupos quimicos componentes das moléculas a partir da refletividade
diferencial, dada pela Equacdo 1, onde Rp e Rs sao as refletividades para

polarizacdes p e s, respectivamente.

__ Rp—Rs
"~ Rp+Rs (1)

Ressalte-se que, de acordo com a Equacédo 1, as bandas em um espectro de
PM-IRRAS podem ser positivas ou negativas. Ou seja, acima ou abaixo de uma

linha de base, dependendo se a componente Rp € maior ou menor do que Rs.
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 Reagentes

O extrato lipidico total de E. coli foi comprado da Avanti Polar Lipids Inc.
(100500P), tendo em sua composicdo 57,5% de L-a-fosfatidiletanolamina (PE),
15,1% de L-a-fosfatidilglicerol (PG), 9,8% de cardiolipina (CA) e 17,6%

desconhecido. As estruturas quimicas dos compostos majoritarios sao mostradas

na figura 8.
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Figura 8 - Estrutura molecular dos componentes do extrato total de E. coli (100500P): a) L-a-
fosfatidiletanolamina (PE); b) L-a-fosfatidilglicerol (PG) e c¢) cardiolipina (CA).
Fonte: PHOSPOLIPIDS... (66)

Os peptideos AU (GLFDIKKIAESF) (Massa Molar: 1.480,8g/mol), K-AU
(KGLFDIIKKIAESF) (Massa Molar: 1.607,9g/mol), D-AU (DGLFDIIKKIAESF) (Massa
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Molar: 1.594,9g/mol) foram sintetizados por sintese de peptideos em fase sélida
(SPPS) (68), utilizando o protocolo padréo 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) sobre
uma resina amida MBHA (0,6mmol/g). O peptideo dimérico (AU).K (Massa Molar:
3.070,2g/mol) foi sintetizado de acordo Lorenzon. (31)

Para todas as sinteses, os aminoacidos (excesso de duas vezes em relacao
aos sitios ativos da resina) foram acoplados utilizando diisopropilcarbodiimida
(DIC)/N-hidroxibenzotriazol (HOBt) em 50% (v/v) de DCM (cloreto de metileno)/DMF
(N, N-dimetilformamida) como agentes de acoplamento. Os passos de desprotecao
do grupo a-amino foram realizados com uma solugéo 20% de piperidina em DMF
durante 1 e 20 min. A clivagem do peptideo da resina e remocdo dos grupos
protetores das cadeias laterais foram realizadas simultaneamente com 95% de acido
trifluoroacético (TFA), 2,5% de agua, e 2,5% de triisopropil silano, durante 2 h. ApGs
este procedimento, os peptideos foram precipitados com éter etilico anidro,
separados do material ndo-peptidico por centrifugacdo, extraidos com 5% de
solvente B (0,036% (v/v) de TFA/acetonitrila) e 95% de solvente A (0,045% (v/v) de
TFA/H,0) e liofilizados. Os peptideos brutos foram purificados por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) semi-preparativa num cromatografo Beckman
System Gold utilizando uma coluna C18 de fase inversa. A homogeneidade dos
peptideos foi verificada por CLAE analitica usando uma coluna C18 de fase inversa
num sistema Shimadzu. Os solventes utilizados foram A e B com um gradiente linear
de 5-95% (v/v) de solvente B durante 30 minutos, a um fluxo de 1,0mL/min e
deteccdo UV a 220nm. As andlises por CLAE das fracdes puras mostraram que as
purificacdes foram eficientes, atingindo, para os trés peptideos, porcentagens de
pureza maiores que 98%. A identidade dos peptideos foi confirmada por
espectrometria de massa. Os espectros foram obtidos em um espectrébmetro
AmaZon SL (Bruker) com ionizacdo por eletrospray e deteccdo em modo positivo.
Este equipamento esta localizado no Departamento de Bioquimica do Instituto de
Quimica de Araraquara — UNESP. A sintese e caracterizacdo dos peptideos foi

obtida sob supervisao dos Profs. Drs. Esteban N. Lorenzén e Eduardo M. Cilli.
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Solid Phase Peptide Synthesis Scheme
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Figura 9 - Esquema de sintese de peptideos em fase sélida.
Fonte: SOLID...(68)

Outros regentes, como os fosfatos monossodico monohidratado e dissodico

heptahidratado, usados para preparacdo de tampdao, e cloroférmio, para dissolucédo
dos lipidios foram obtidos da Panreac.
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3.2 Filmes de Langmuir

Os filmes de Langmuir foram produzidos em cubas de Langmuir da empresa
KSV Instruments (Finlandia), alocadas em uma sala limpa classe 10.000 com
temperatura controlada em 23+1°C, e equipadas com prova de Wilhelmy para medir
a pressdo superficial. Um esquema da cuba € mostrado na Figura 9. A subfase
utilizada para as medidas foi solugéo tampao Fosfato-Salino (PBS) pH 7,4 com forca
ibnica de 0,1 M (fosfato monossodico monohidratado e fosfato dissodico
heptahidratado). A 4gua usada na preparacao do tampéao, com resistividade de 18,2
MQ.cm e pH 6, foi fornecida por um purificador Milli-RO acoplado a outro purificador
Milli-Q (Millipore).

Figura 10 - Cuba de Langmuir.
Fonte: KSV... (69)
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3.2.1 Filmes de Langmuir — Técnicas de caracterizacéo
3.2.1.1 Isotermas de presséao superficial

Nestes experimentos, os filmes de Langmuir foram produzidos em uma cuba
de Langmuir da empresa KSV Instruments (Finlandia) modelo Micro minitrough (area
superficial de 15.900mm? e volume de 70mL). O procedimento para a obtencdo dos
mesmos consistiu do espalhamento de 12uL da solucdo orgéanica do extrato lipidico
de E. coli (1,0mg/mL) na superficie da subfase aquosa. Esperou-se 15 minutos para
a completa evaporacdo do solvente organico (cloroférmio). As amostras dos
peptideos foram diluidas em agua para uma concentracdo final de 0,2mg/mL e
injetadas na subfase apo6s a formacdo do filme de Langmuir (= O0mN/m) em
volumes escolhidos de modo a conseguir concentracdes finais de peptideo na
subfase entre 20 e 200nM. Avaliou-se a cinética de adsorcdo dos peptideos nas
diversas concentragOes estudadas, monitorando-se a pressao superficial em funcao
do tempo, de modo a garantir que o sistema estivesse em equilibrio. Ent&o, os filmes
de Langmuir foram comprimidos simetricamente pelas barreiras moveis da cuba com
a velocidade de 10mm/min.

As propriedades mecéanicas dos filmes de Langmuir podem ser avaliadas
através de medidas de elasticidade. Em regime estatico, 0 modulo de compressao
(Cs™), que é o inverso do fator de compressibilidade (Cs), pode ser calculado a partir
das isotermas de pressdo superficial, e sua unidade é mN/m. E calculada pela

Equacéo 2, onde A representa a area por molécula e 1T a pressao superficial.
-1 _ _ on
CS - A (5A)T (2)

Isotermas de modulo de compressao, que podem ser tracadas em funcdo da
area por molécula ou da pressao superficial, sdo empregadas no estudo das fases

da isoterma de um composto e suas regioes de transicao.
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3.2.1.2 Espectroscopia de reflexdo-absorgao naregiédo do infravermelho
com modulagéo da polarizacdo (PM-IRRAS)

As medidas de PM-IRRAS foram feitas em equipamento modelo PMI550 da
KSV Instruments (Finlandia), mostrado esquematicamente na Figura 10. O
equipamento conta com lampada de carbeto de silicio (Globar) como fonte de luz IR,
um modulador de polarizacéo fotoelastico composto por um cristal de ZnSe, e um
detector de HgCdTe (MCT) modelo PCI-3TE-10.6 com &rea ativa de 1 x 1 mm?
Todas as medidas foram realizadas com angulo de luz incidente de 80° e a
temperatura de 23+1 °C. A cuba de Langmuir onde as medidas foram realizadas

possui area superficial de 24.300mm? e volume de 290mL.

Figura 11 - Equipamento de PM-IRRAS acoplado & Cuba de Langmuir.
Fonte: KSV... (69)
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O procedimento para a obtencédo dos filmes de Langmuir foi 0 mesmo descrito
anteriormente, com excecdo de que 19uL da solucdo do extrato lipidico de E. coli
foram espalhados em funcdo da area da cuba. As solu¢cdes das amostras dos
peptideos foram injetadas na subfase em volumes escolhidos de modo a conseguir
a concentragdo final na subfase de 100nM. Os espectros de PM-IRRAS foram
obtidos para diferentes valores de presséo superficial. Para tal, a compressao da
isoterma parava no valor de pressdo superficial estabelecido com as barreiras,
mantendo o valor através de ligeiras compressdes/descompressdes do filme,

durante 10 minutos, que é o tempo de aquisicdo dos espectros.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Peptideos utilizados e sua atividade contra E. coli

Os quatro peptideos empregados neste trabalho de mestrado, denominados
AU, DAU, KAU e (AU)2K, foram sintetizados pelo Dr. Esteban Nicolas Lorenzon. (32)
Os resultados de cromatografia sdo mostrados no Anexo A, enquanto os dados de
massa e atividade contra E. coli, extraidos da ref. 31, sdo apresentados na Tabela 1.
Observa-se que a maior atividade ocorre para o peptideo AU, sendo que para o
dimero (AU)2K a atividade é consideravelmente reduzida.

Tabela 1 - Estrutura primaria e caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos estudados.

Atividade Bioldgica

(concentragdo inibitoria

Peptideo Sequéncia Peso Molecular® (g/mol) Carga o )
minima) contra E. coli
(umol/mL)
AU GLFDIIKKIAESF 1479.9/1479.8 +1 16
KAU KGLFDIIKKIAESF 1608.0/1607.9 +2 -
DAU DGLFDIIKKIAESF 1594.0/1594.8 0 -
(AU),K  (GLFDIIKKIAESF),K 3070.7/3070.2 +2 128

 Observado/calculado
Fonte: Cedido pelo Prof. Dr. Esteban Nicolas Lorenzon.

Conforme mostrado na Tabela 1, a dimerizacdo diminui a atividade
antimicrobiana da Aureina 1.2. Assim, a proposta deste projeto foi investigar se tal
resultado esta relacionado com a interacdo dos peptideos com a membrana interna
da bactéria. Ja os peptideos KAU e DAU, para os quais nao foi possivel obter a
atividade biolégica, foram sintetizados de modo a avaliar o efeito da carga na
extremidade N-terminal do peptideo. No pH de trabalho, o K-analogo possui uma
carga positiva a mais, o que, em principio, pode favorecer a interacdo com as

cabecas negativas dos lipidios da membrana interna de E. coli.

4.2 Cinéticas de Adsorcéao

Foram realizadas primeiramente as cinéticas de adsor¢do dos peptideos na

monocamada de extrato lipidico de E. coli. Cada peptideo foi injetado na subfase em



42

diferentes concentragbes, com a monocamada em baixo grau de compactacéo
(pressao superficial Tt = 0mN/m), e o valor de © monitorado em funcédo do tempo. A
Figura 12 mostra as curvas para a Aureina 1.2 (AU), em que se observa atividade
praticamente nula para a concentragdo de 50nM, que aumenta consideravelmente
com o aumento da concentracdo. Para 200nM, por exemplo, a pressao de superficie
chega a quase 9mN/m, sem indicacdo de que a adsorcao esteja saturada. Ou seja,
o equilibrio no processo de adsorcao/dessorcdo do peptideo AU na interface ainda
nao foi atingido.

——E coli + AU (50nM)
——E coli + AU (100nM)

107 — E coli + AU (200nM)

Pressao Superficial [mN/m]

0 ' 2(|)0 ' 4(IJO ' 6(|)0 ' 8(I)O ' 1 OIOO ' 1 2|OO
Tempo [s]
Figura 12 - Cinética de adsor¢do do peptideo Aureina 1.2 (mondmero) em monocamada de extrato

lipidico de E. coli. As concentrac¢des do peptideo estdo destacadas no encarte da figura.
Fonte: Elaborada pela autora.

As cinéticas de adsorcéo dos peptideos DAU e KAU (analogos da Aureina 1.2
contendo o residuo de aspartato e lisina, respectivamente, na regido N-terminal),
sdo mostradas nas Figuras 13 e 14, respectivamente. Sdo semelhantes ao
comportamento observado para o mondmero AU, ou seja, s6 se mede alteracao

significativa na presséao superficial a partir de concentracées em torno de 100nM.
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——E coli + DAU (50nM)
104 —— E coli + DAU (100nM)
—— E coli + DAU (200nM)

Pressao Superficial [mN/m]

T T T T T T T
500 1000 1500 2000
Tempo [s]

o

Figura 13 - Cinética de adsorcao do peptideo DAU em monocamada de extrato lipidico de E. coli. As
concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte da figura.
Fonte: Elaborada pela autora.

——E coli + KAU (50nM)
—— E coli + KAU (100nM)
—— E coli + KAU (200nM)

(%))
1

surface pressure [mMN/m]

0 ' 5(I)0 ' 1 OIOO ' 1 5IOO ' 20IOO
t[s]
Figura 14 - Cinética de adsorcéo do peptideo KAU em monocamada de extrato lipidico de E. coli. As

concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte da figura.
Fonte: Elaborada pela autora.

Para o dimero (AU).K, a atividade superficial aparece em concentracdes
consideravelmente mais baixas do que para o monémero e analogos, como se pode
ver nas curvas de cinética de adsorcdo da Figura 15. Atinge-se o valor de presséo

superficial superior a 10mN/m para concentracdo de 100nM, ao passo que para AU
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a maxima presséo atingida foi cerca de 3mN/m para a mesma concentragdo. Da
mesma forma, a concentragdo para a qual a atividade superficial comeca a ser

significativa € muito menor do que a observada para o mondémero AU.

——E coli + (AU) K (20nM)

2

12 - —— E coli + (AU) K (50nM)

2

—— E coli + (AU).K (100nM)

2

10

Pressao Superficial [mN/m]

0 ' 5(|)O ' 1 OIOO ' 1 5|00 ' 20|00 ' 25|00
Tempo [s]
Figura 15 - Cinética de adsorcdo do dimero (AU),K em monocamada de extrato lipidico de E. coli.

As concentrag8es do peptideo estdo destacadas no encarte da figura.
Fonte: Elaborada pela autora.

Em suma, dos peptideos estudados, o dimero (AU).K apresentou atividade
superior aos demais peptideos ao passo que 0s mondmeros apresentaram
comportamento similar. A maior atividade superficial do dimero (AU).K pode ser
explicada em funcdo da maior anfipaticidade desta molécula, visto que esta contém
maior quantidade de residuos hidrofébicos em sua cadeia (mesmo que a razao entre
os residuos polares e apolares se mantenha constante entre monémeros e dimero).
Ja avaliando o comportamento do monémero e seus analogos, podemos concluir
gue a modificacdo na regido N-terminal da molécula, seja pela adicdo de uma carga
positiva em KAU ou de uma carga negativa em DAU, ndo afeta significativamente a
atividade superficial dos peptideos, sugerindo que a adsorcao na interface (em baixo

empacotamento lipidico) ndo ocorra atraves desta regiao da molécula.
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4.3 Isotermas de presséao superficial

Apos o equilibrio de adsorcéo ser atingido, foram obtidas as isotermas de
presséao superficial. As Figuras 16-19 mostram isotermas para filmes de Langmuir do
extrato lipidico de E. coli, incluindo aquelas em que diferentes concentracfes dos
peptideos foram usadas na subfase de tampdao. Para todos os casos, a inser¢ao de
peptideo causa expansdo na isoterma, que aumenta com a concentracdo do
peptideo.

Na Figura 16, observa-se que a presenca do peptideo AU (nas duas
concentragbes mais baixas estudadas) resultam em um incremento de
aproximadamente 25A% cada na area ocupada pelas moléculas do extrato lipidico,
na pressao de 30mN/m, correspondente ao empacotamento de uma biomembrana.
(70) Para a concentragdo mais alta, de 200nM, nota-se uma expanséo da isoterma
de pressdo superficial muito maior, de aproximadamente 120A% Ressalte-se que a
pressdo de colapso da monocamada parece ter diminuido em funcéo do aumento da
concentracdo de AU. Ainda € interessante notar que a curva para a maior
concentracéo apresenta um platd quando comprimida acima de 30mN/m, e néo fica
claro se este platd se deve ao colapso da monocamada de fato ou a uma transicao

de fase.
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—— E coli
50 + —— E coli + AU (50nM)
—— E coli + AU (100nM)
—— E coli + AU (200nM)
40 -
E
b4
% 30
o
(&)
&
g
S 204
[0}
(]
l(uw’
@ 10 -
o
04
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180
Area por Molécula [A%]
Figura 16 — Isoterma de pressédo superficial por area molecular do peptideo Aureina 1.2 (AU) em

monocamada de extrato lipidico de E. coli. As concentragBes do peptideo estdo
destacadas no encarte da figura.
Fonte: Elaborada pela autora.

As isotermas de pressdo superficial para o extrato lipidico de E. coli na
presenca do peptideo DAU estdo apresentadas na Figura 17. Para este analogo,
observa-se comportamento semelhante ao do monbémero, com expansdo da
monocamada com o aumento da concentracdo de DAU. A maior diferenca
observada ocorre para a maior concentracdo de DAU que, diferentemente de AU,
nao apresenta o platé acima de 30mN/m, e sim o colapso bem definido a 43mN/m.
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——E coli

—— E coli + DAU (50nM)
—— E coli + DAU (100nM)
—— E coli + DAU (200nM)

50

40

30+

20

Pressao Superficial [mN/m]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180
Area por Molécula [A%]
Figura 17 - Isoterma de pressédo superficial por area molecular do peptideo DAU em monocamada
de extrato lipidico de E. coli. As concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte

da figura.
Fonte: Elaborada pela autora.

A incorporacdo de um residuo lisina na molécula de Aureina 1.2 (KAU) provoca
alteracdes no comportamento da isoterma se comparado a molécula de referéncia
(AU). Pelas curvas da Figura 18 observa-se que o padrdao da compressao é bastante
diferente abaixo e acima de 30mN/m. Para maiores valores de m observa-se uma
mudanca no perfil da isoterma, onde a diminui¢cdo da area por molécula ocorre em
taxas muito maiores do que abaixo de 30mN/m. Diferentemente do mencionado para
a concentracao de 200nM de AU, para as isotermas de KAU o colapso aparece bem
definido, e acima dessa regido de transicdo. O aparecimento de um platd nas
isotermas de pressado superficial ja foi relatado para outros peptideos interagindo
com monocamadas lipidicas. (4) Entretanto, diferentes fenbmenos podem estar
associados ao patamar na curva, como colapso (71), deslocamento de umas das
moléculas para a subfase (72, 73), ou ainda mudanca de orientacdo ou conformacao
do peptideo. (74) No caso do peptideo KAU, apenas os dados de isoterma de
presséao superficial ndo permitem concluir qual destes eventos deve estar ocorrendo;

outras analises sdo necessarias.
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—— E coli

—— E coli + KAU (50nM)
—— E coli + KAU (100nM),
— E coli + KAU (200nM)

50

40 4

30 4

20 4

10

Pressao Superficial [mN/m]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180
Area por Molécula [A%]
Figura 18 - Isoterma de presséo superficial por area molecular do peptideo KAU em monocamada
de extrato lipidico de E. coli. As concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte

da figura.
Fonte: Elaborada pela autora.

As isotermas de pressdo superficial para o peptideo dimérico estdo na Figura
19. As curvas também estdo deslocadas para maiores valores de area, indicando a

incorporacao do peptideo (AU)2K nas concentracfes estudadas.

—— E coli

— E coli + (AU),K (20nM)
— E coli + (AU) K (50nM)
— E coli + (AU),K (100nM)

50 4

40 4

30 +

20

10 +

Pressao Superficial [mN/m]

U T
20 40 60 80 100 120 140 160 180

Area por Molécula [A?]

Figura 19 - Isoterma de pressao superficial por area molecular do dimero (AU),K em monocamada
de extrato lipidico de E. coli. As concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte
da figura.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A Figura 20 mostra as isotermas de pressdo superficial para os quatro
peptideos na concentracdo de 100nM, para comparagdo. E clara a transicdo
provocada pelo peptideo KAU, que ocorre em valores de pressdo superficial
correspondentes ao da biomembrana, sugerindo que esta seja uma estratégia para
incorporacdo de KAU. Ja o peptideo DAU provoca maiores expansdes ha
monocamada do que o mondmero AU. Considerando que DAU possui uma carga
negativa em sua cadeia lateral, esta poderia neutralizar a carga positiva da regiao N-
terminal, tornando a molécula mais hidrofobica, e facilitando sua maior incorporacéo
ao filme. Finalmente, para o peptideo dimérico (AU)2K, as expansfes provocadas na
monocamada sao bastante pronunciadas, sugerindo que as duas cadeias de

Aureina 1.2 da molécula devem estar incorporadas ao filme.

—— E coli
—— E coli + AU
509 —— E coli + (AU)K]
—— E coli + DAU
40 4 — E coli + KAU
E
P4
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]
o
8
g
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o
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T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180
Area por Molécula [A”]
Figura 20 - Isotermas de pressdo superficial por area molecular para os quatro peptideos (AU,
(AU)2K, DAU e KAU) na concentracdo de 100nM em monocamada de extrato lipidico
de E. coli.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para mais bem quantificar a incorporacao dos peptideos ao filme, a Figura 21
mostra a variacdo da area por molécula do extrato lipidico de E. coli em funcdo da

concentracéo dos peptideos, para uma pressao superficial de 30mN/m. Nota-se que
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a expansao provocada pelo dimero (AU).K chega a ser de trés a quatro vezes maior
que para o0s outros peptideos. Este dado sugere que o peptideo dimérico deve
assumir uma configuragcao mais “aberta” na interface. A Figura também mostra que,
apesar das diferencas no formato das isotermas de pressédo superficial, a expansao
na monocamada provocada pelos peptideos AU e KAU é praticamente a mesma.
Considerando que DAU apresentou maior interacdo com o filme de E. coli, estes
resultados sugerem preliminarmente que a carga positiva na posicdo N-terminal ndo
resulta em maior incorporacéo do peptideo ao filme, e sim o contrario para a Aureina
1.2. Além disso, ndo se observa saturacdo com a concentracdo para nenhuma das
monocamadas. Isso implica que deve ser possivel incorporar concentracdes ainda

maiores dos peptideos.

—m— AU
90 - —o— (AU) K
1 —A—DAU
80 - hd —v— KAU

70 4
60—-
50-
40:
30-.

20

Variaggo da Area por Molécula de E. Coli

] .
10 v
T

T T T
0 50 100 150 200
Concentraggo de peptideo [nM]

Figura 21 — Variagdo da area por molécula do extrato lipidico de E. coli em funcdo da concentragao
dos peptideos (AU, (AU),K, DAU e KAU), para uma pressao superficial de 30mN/m.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Compressibilidade

A compressibilidade pode ser um fator essencial para a acdo de farmacos e
drogas em membranas, pois sua alteracdo pode estar associada a facilidade com
gue uma membrana é rompida ou que se provoque vazamento. A Figura 22 mostra

gue a incorporacdo de AU né&o trouxe alteracOes significativas na dependéncia do
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maodulo de compressdo com a area por molécula, a ndo ser pelo 6bvio deslocamento
das curvas para maiores areas devido a expansdo observada nas isotermas de
pressdo. O valor maximo do modulo de compressao, por exemplo, é praticamente o

mesmao para todas as curvas.

—— E coli

—— E coli + AU (50nM)
80 —— E coli + AU (100nM)
— E coli + AU (200nM)

| Ml
»“m,wm,M“VH,_MJN.W,,‘
I
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20 1

-20 — 1 - 1 - 1 1 1T " 1T 1T "~ 1T
20 40 60 80 100 120 140 160 180

Area por Molécula [A”]

Figura 22 — Médulo de compressao por area molecular do peptideo AU em monocamada de extrato
lipidico de E. coli. As concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte da figura.
Fonte: Elaborada pela autora.

Para o peptideo modificado DAU, novamente as curvas de modulo de
compressédo da Figura 23 séo deslocadas para maiores areas com a concentracao,
em virtude da expansao ja mencionada para o AU. O valor maximo do mddulo de
compressdo s6 se altera significativamente para a maior concentracdo usada,
200nM, em que o médulo atinge cerca de 100mN/m, comparado com cerca de
60mN/m para o AU.
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—— E coli

—— E coli + DAU (50nM)
—— E coli + DAU (100nM),
—— E coli + DAU (200nM)
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Figura 23 - Mddulo de compressao por area molecular do peptideo DAU em monocamada de extrato

lipidico de E. coli. As concentra¢cbes do peptideo estdo destacadas no encarte da figura.
Fonte: Elaborada pela autora.

O comportamento para o KAU na Figura 24 € semelhante ao do DAU, inclusive
com aumento significativo para o0 maximo médulo de compressdo para a maior

concentracdo, de 200nM.

—— E coli
—— E coli + KAU (50nM)
1204 —— E coli + KAU (100nM)
1 —— E coli + KAU (200nM)
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Figura 24 - M6dulo de compresséo por area molecular do peptideo DAU em monocamada de extrato

lipidico de E. coli. As concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte da figura.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Para o dimero (AU).K, ja ha na Figura 25 aumento no maximo do modulo de
compressdo a partir de 20nM, que se acentua com 0 aumento da concentracao.
Para 100nM, em particular, ndo s6 o0 maximo modulo aumenta significativamente,

mas mesmo o formato da curva se altera.

—Ecoli

—— E coli + (AU).K (20nM)
——— E coli + (AU),K (50nM)
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Figura 25 - Modulo de compressdo por area molecular do dimero (AU),K em monocamada de
extrato lipidico de E. coli. As concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte da
figura.

Fonte: Elaborada pela autora.

A comparacao do efeito dos quatro peptideos é mostrada na Figura 26 para
uma concentracdo de 100nM. Nota-se que o maximo médulo de compressao é
essencialmente o mesmo para AU, DAU e KAU, mas significativamente maior para o
dimero (AU).K. Isso indica um aumento consideravel na rigidez da membrana do
extrato de E. coli com a incorporacdo do dimero, o que ndo ocorre para 0os demais

peptideos na concentracao de 100nM.
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— E coli

—— E coli + AU
— E coli + (AU) K
—— E coli + DAU
— E coli + KAU
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Figura 26 — Médulo de compressao por area molecular para os quatro peptideos (AU, (AU).K, DAU e

KAU) na concentracdo de 100nM em monocamada de extrato lipidico de E. coli.
Fonte: Elaborada pela autora.

Para que a correlacdo com fendmenos fisioldgicos seja mais direta, os dados
de modulo de compresséo sao colocados em grafico tendo a pressédo superficial na
abscissa. Especial atencéo € dada agora ao valor do modulo de compressao para a
pressdo de 30mN/m, que se acredita corresponder ao empacotamento de uma
membrana real. Como esperado dos resultados com variacdo da area, a Figura 27

7

indica que o modulo de compressibilidade a 30mN/m nédo é afetado de maneira

significativa pela incorporacao de diferentes concentracfes de AU.
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—— E coli
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Figura 27 - Médulo de compressédo por pressdo superficial do monémero AU em monocamada de
extrato lipidico de E. coli. As concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte da
figura.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para o peptideo DAU, um aumento significativo no modulo de
compressibilidade foi observado para a maior concentracdo (200nM), como se nota
na Figura 28. Para as outras concentracdes de DAU, a dependéncia do modulo com
a pressao era praticamente indistinguivel da observada para o filme de E. coli, sem

peptideo, inclusive na pressédo de 30mN/m.
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Figura 28 - Modulo de compressdo por pressdo superficial do peptideo DAU em monocamada de
extrato lipidico de E. coli. As concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte da
figura.

Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 29 mostra que para o KAU, a incorporagéo no filme de Langmuir de E.
coli gerou algumas diferencas nas curvas. O moédulo de compressibilidade em
30mN/m, entretanto, teve pequenas variagoes.
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Figura 29 - Md6dulo de compresséo por pressado superficial do peptideo KAU em monocamada de
extrato lipidico de E. coli. As concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte da
figura.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Ja a incorporacdo do dimero causou alteracdes significativas no médulo de

compressdo em 30mN/m, como se nota da Figura 30. Para 100nM de (AU)2K, por

exemplo, o modulo de compressibilidade é praticamente o dobro do valor

correspondente ao filme de E. coli.
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Figura 30 - Médulo de compressédo por pressdo superficial do dimero (AU),K em monocamada de
extrato lipidico de E. coli. As concentracdes do peptideo estdo destacadas no encarte da

figura.

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma analise comparativa pode ser feita com as curvas para 100nM de todos os

peptideos, na Figura 31. Ressalta-se 0 aumento do médulo de compressao para o

dimero. H4 também um decréscimo perceptivel para o KAU.
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Figura 31 - Modulo de compressédo por pressado superficial para os quatro peptideos (AU, (AU).K,
DAU e KAU) na concentragédo de 100nM em monocamada de extrato lipidico de E. coli.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.5 Espectros de PM-IRRAS

Os espectros de PM-IRRAS para o extrato lipidico de E. coli puro e na
presenca dos diferentes peptideos sdo apresentados na Figura 32, para a regiao
que compreende 2800-3000cm™. Nesta regido encontram-se as vibracdes referentes
aos diferentes estiramentos C-H, permitindo inferir informacdes principalmente sobre
0s grupos apolares dos lipidios na interface. (75) Alguns valores de referéncia estéo

na Tabela 2.

Tabela 2 — Bandas de absorcao de IR na regido que compreende 2800-3000cm™.

NGmero de onda (cm™) Grupo Funcional
2827 CHs; alceno
2983 CH, alceno
2913 CH, alcano
2852 - 2868 CH, simétrico
2905 CH, assimétrico

Fonte: Adaptada de STUART. (75)
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— E. coli extract

— E. coli extract + AU
2827 — E. coli extract + (AU)2K
— E. coli extract + DAU
— E. coli extract + KAU

2983

Sinal do PM-IRRAS (unid. arb.)

2800 2870 2940 3010
numero de onda ( cm'1)

Figura 32 - Espectros de PM-IRRAS, para a pressdo superficial de 30mN/m, na regido que
compreende 2800-3000cm™ para filmes de Langmuir de E. coli, na auséncia e
presenca de 100nM dos peptideos AU, (AU),K, DAU e KAU.

Fonte: Elaborada pela autora.

N&o existem dados na literatura sobre PM-IRRAS para extrato lipidico de E.
coli. Além disso, o fato de este conter uma mistura de diversos lipidios, bem como
uma porcentagem de compostos desconhecidos, dificulta a analise do espectro. De
qualquer forma, algumas informacdes relevantes sobre o filme sdo bastante claras:
as bandas em 2827cm™ e 2983cm™ correspondem, respectivamente, aos
estiramentos dos grupos CHs e CH, em alcenos. A banda em 2913cm™ corresponde
ao estiramento CH, em alcanos, e aparece com baixa intensidade. Esta banda
também indica a alta quantidade de lipidios insaturados e reflete a elevada fluidez da
monocamada. De fato, o valor maximo de compressibilidade para esta monocamada
foi de 60mN/m, sugerindo seu carater mais fluido.

A presenca do peptideo AU afeta as bandas para o extrato lipidico, com a
intensificacdo das bandas em 2868cm™ e 2905cm™, referentes aos estiramentos
simétrico e assimétrico do CH,, respectivamente. O aparecimento destas bandas
indica que AU provoca certa organizacao do filme, como regides da monocamada

com maior ordenamento. O mesmo acontece na presenca de (AU):K, onde o
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destaque é para a banda em 2852cm™ também atribuida ao estiramento simétrico
do CH,, sugerindo menor ordenamento relativo, quando comparado ao observado
para AU. O peptideo DAU néo afetou drasticamente o espectro de PM-IRRAS para o
extrato lipidico de E. coli, onde as bandas predominantes s&o atribuidas aos
estiramentos CH, e CH de alcenos. O peptideo KAU, que apresenta um residuo de
lisina na posicdo N-terminal, apresentou espectro similar ao dimero, entretanto com
a banda atribuida ao estiramento CH, com maior intensidade, sugerindo maior
ordenamento do filme.

Os espectros foram também avaliados na regido que compreende 1500-
1800cm™ (apresentados na Figura 33), onde informaces sobre a estrutura
secundaria do peptideo (quando interagindo com a monocamada) pode ser obtida
através da atribuicdo das bandas de amida | e Il. De forma geral, as estruturas
secundérias apresentam as seguintes atribui¢cdes: i) hélice-alfa: banda de amida |
entre 1645-655cm™ e banda de amida Il entre 1540-1560cm™; ii) folha-beta banda
de amida | entre 1615-1640cm™ e banda de amida Il 1500-1530cm™ iii) estrutura
aleatéria: banda de amida | entre 1655-1650cm™ (ou acima) e banda de amida II
entre 1530-1540cm™. O espectro para o0 extrato lipidico de E. coli,
surpreendentemente, apresentou diversas bandas nesta regido. De fato, a partir do
método de extracdo da membrana, e, posteriormente confirmado pela empresa
fornecedora, na porcentagem de material desconhecido pode conter lipoproteinas,

ou proteinas de membrana, explicando a presenca dessas bandas no espectro.

Tabela 3 — Bandas de absorcao de IR na regido que compreende 1500-1800cm™.

Estrutura Secundaria Banda de amida | (cm™) Banda de amida Il (cm™)
Hélice a 1645 - 1655 1540 - 1560
Folha 3 1615 - 1640 1500 - 1530
Aleat6ria 1655 - 1660 1530 - 1540

Fonte: Adaptada de STUART. (75)
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Figura 33 - Espectros de PM-IRRAS, para a pressdo superficial de 30mN/m, na regido que
compreende 1500-1800cm™ para filmes de Langmuir de E. coli, na auséncia e
presenca de 100nM dos peptideos AU, (AU),K, DAU e KAU.

Fonte: Elaborada pela autora.

A presenca do peptideo AU resulta em uma banda forte em 1639cm™,
indicando uma estrutura secundaria do tipo folha-beta. Para o peptideo (AU):K, a
banda de amida Il centrada em 1535cm™ também indica que o peptideo adquire
uma estrutura do tipo folha-beta. O mesmo acontece para o peptideo KAU, com
bandas centradas em 1541 e 1632cm™ indicando estrutura secundaria em folha-
beta. Diferentemente, o peptideo DAU apresenta bandas indicativas de estrutura
alfa-hélice, centradas em 1545 e 1645cm™.

Dos espectros de PM-IRRAS, tanto na regido tipica das cadeias quanto na
regido em que se obtém informacdo da estrutura secundaria, observam-se efeitos
marcantes de todos os peptideos sobre as propriedades dos filmes de Langmuir do
extrato de E. coli. A expansao causada pelos peptideos nas isotermas de pressao é
indicativa de incorporacdo nas cadeias, o que pode alterar o espectro vibracional
das cadeias. Embora n&o se possa quantificar o efeito, aparentemente o
ordenamento das cadeias foi afetado. N&o é possivel, entretanto, afirmar se algum

dos peptideos teve efeito maior do que os outros, pois em todos 0s casos houve
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grandes mudancas no espectro do filme de E. coli. Igualmente para a regido tipica
de estrutura secundéria, os efeitos da inser¢cdo dos peptideos foram grandes em
todos os casos, sem gque se possa identificar um efeito predominante para nenhum
dos peptideos.

Em suma, os resultados de PM-IRRAS confirmaram a grande interacdo dos
peptideos com o filme de Langmuir de E. coli. Mas, ao contrario dos dados de
pressdo de superficie e compressibilidade, ndo foi possivel determinar se algum
peptideo tem maior acdo nas propriedades espectroscépicas do filme do extrato de

E. coli.
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5 CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

O peptideo Aureina 1.2 (AU) e seus derivados KAU, DAU e o dimero (AU).K
apresentaram atividade superficial, com incorporacao no filme de Langmuir obtido
com um extrato de E. coli, de acordo com a cinética de adsorcdo para um filme a
pressao superficial zero. O destaque nesses resultados foi a atividade
significativamente maior do dimero. Como esperado, essa atividade superficial se
refletiu em modificagcdes nas isotermas de pressao do filme de Langmuir. De fato,
todos os peptideos causaram expansdo nas isotermas de pressdo do filme de
Langmuir de extrato de E. coli, com o efeito sendo particularmente grande para o
dimero. A expansdo deve ser indicativa de penetracdo na regido hidrofébica da
camada lipidica do extrato. Assim como nos resultados de pressédo de superficie, a
compressibilidade do filme de E. coli foi mais afetada pelo dimero, ao passo que 0s
outros peptideos ndo causaram grande alteracdo no modulo de compressibilidade
em 30 mN/m, que corresponde ao empacotamento de uma membrana real.

A interacdo dos peptideos com o filme de Langmuir de E. coli também gerou
alteracdes significativas nos espectros de PM-IRRAS, confirmando a existéncia de
interacdes no nivel molecular, tanto na regido das caudas dos lipidios quanto na
estrutura secundaria dos peptideos e de componentes do extrato. Com a expansao
causada pelos peptideos, provavelmente o ordenamento molecular no filme de
Langmuir também foi alterado. Ao contrario dos resultados de pressdo e
compressibilidade, nenhum destaque ocorreu entre os peptideos. Ou seja, as
mudancas induzidas pelo dimero ndo foram maiores do que as dos outros
peptideos.

Considerando que a atividade bactericida contra E. coli € menor para o
dimero do que para o peptideo AU, conclui-se que esta atividade ndao depende da
interacdo com a membrana plasmatica, simulada nos experimentos de filmes de
Langmuir com o extrato. E provavel que a atividade bactericida esteja relacionada a
interacdo ou, principalmente, a permeabilizacdo da membrana externa, formada
majoritariamente por lipopolissacarideos em sua porcao exterior. Isto significa que a
membrana externa atua como uma barreira para o dimero, que ndo consegue

permear a membrana externa para entdo atingir a membrana interna.
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Como trabalho futuro, prevé-se, portanto, realizar experimentos com filmes de
Langmuir constituidos de LPS, de modo a simular a membrana externa da bactéria.

O estudo comparativo sera semelhante ao realizado neste trabalho de mestrado.
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ANEXO A - Perfis cromatogréaficos dos peptideos
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Figura A 1 — Perfis cromatograficos do peptideo Aureina 1.2 (AU).

Fonte: Cedida pelo Prof. Dr. Esteban Nicolas Lorenzon.
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Figura A 2 - Perfis cromatograficos do dimero (AU).K.
Fonte: Cedida pelo Prof. Dr. Esteban Nicolas Lorenzon.
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Figura A 3 - Perfis cromatograficos do peptideo DAU.
Fonte: Cedida pelo Prof. Dr. Esteban Nicol&s Lorenzén.
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Figura A 4 - Perfis cromatograficos do peptideo KAU.
Fonte: Cedida pelo Prof. Dr. Esteban Nicolas Lorenzén.



