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RESUMO

A investigacdo dos mecanismos de interagdo dos virus com as células do hospedeiro
trazem informagdes relevantes para a identificagdo de alvos no desenvolvimento de
drogas para impedir a penetragio e/ou desenvolvimento dos virus. Peptideos
desenhados a partir de proteinas virais foram desenvolvidos e testados quanto as suas
capacidades de inibir o processo de fusdo do virus com a célula do hospedeiro.
Alguns se encontram em fase de avaliagdo clinica. Anticorpos contra a proteina p24
do HIV-1 foram detectados no soro de pacientes HIV-positivos, € estes reconhecem
pequenas seqiiéncias peptidicas desta proteina. Neste trabalho foi analisada a
interagdo entre uma seqiiéncia peptidica correspondente aos aminoacidos 196-224
(AAMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIA) da proteina p24, denominado
p24-1, com sistemas biomiméticos. Os sistemas utilizados foram filmes de Langmuir
(monocamadas) de dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC) e dipalmitoil fosfatidil
glicerol (DPPG) e vesiculas multilamelares (MLVs) de DPPC. O p24-1 encontra-se
desorganizado em solugfio aquosa, mas com a interagdo com as MLVs de DPPC teve
induzido uma conformagio hélice a, de acordo com o espectro de dicroismo circular
(CD). Esta caracteristica foi confirmada pela predigdo de hélice a seguida por uma
estrutura ndo ordenada contendo 11 residuos do p24-1. As isotermas de pressdo e
potencial de superficie das monocamadas de DPPC foram afetadas com a presenga
de 0,05% mol de p24-1, com uma expansdo de aproximadamente 5%. Para
concentragdes acima de 0,5% mol de p24-1 a expansdo foi de 20%, com saturagdo do
efeito da concentragdio. O efeito de expansdo foi acompanhado por uma alteragio na
morfologia das monocamadas, estudados com microscopia no angulo de Brewster
(BAM). A incorporagio do p24-1 impede a formagdo de grandes dominios de DPPC.
O efeito cooperativo causado na monocamada de fosfolipidios pelo p24-1 sugere que
esse tem um potencial na atividade antiviral por participar da expansio da membrana
da célula hospedeira.



ABSTRACT

The investigation of the interaction mechanisms between the viruses and the host
cells brings relevant information for the identification of targets on the development
of drugs to prevent the penetration and/or development of the viruses. Peptides
designed from viral proteins have been developed and tested on its capacities of
inhibiting the merging process of the virus with the host cell. Some of them are in
clinical evaluation. Antibodies against the protein p24 of the HIV-1 have been
detected in the serum of HIV-positive patients, and they are able to recognize short
peptide sequences of this protein. In this work, it was analyzed the interaction
between a peptide sequence corresponding to amino acids 196-224
(AAMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIA) of the protein p24, called p24-1,
and biomimetic systems. The systems used were Langmuir films (monolayers) of
dipalmitoyl phosphatidyl choline (DPPC) and dipalmitoyl phosphatidyl glycerol
(DPPG) and multilamelar vesicles (MLVs) of DPPC. p24-1 is found disorganized in
watery solution, but with the interaction with the MLVs of DPPC it had induced a
conformation o-helix, according to the circular dichoism spectra (CD). This
characteristic was confirmed by the prediction of a-helix followed by an unordered
structure with 11 residues of p24-1. The isotherms of pressure and potential of
surface of the DPPC monolayers were affected by the presence of 0,05% mol of p24-
1, with an expansion of approximately 5%. For concentrations above 0,5% mol of
p24-1 the expansion was 20%, with saturation of the concentration effect. The
expansion effect was followed by a morphologic alteration of the monolayers,
studied with microscopy of the Brewster angle (BAM). The incorporation of p24-1
prevents the formation of large domains of DPPC. The cooperative effect caused in
the phospholipid monolayer by p24-1 suggests that this peptide has a potential in the
antiviral activity, once its participates on the expansion of the host cell membrane.



Capitulo 1

INTRODUCAO

Desde a descoberta dos virus em 1892 pelo fitopatologista Dmitri Ivanovski,
tem-se verificado que as doengas infecto contagiosas mediadas por virus s&o
responsaveis por grande numero de mortes, superando as mortes causadas por
guerras, acidentes e infartos. Esta situagiio ¢ amenizada gragas ao avango continuo
das ciéncias, principalmente na area de prevengdio e desenvolvimento de vacinas,
bem como estudos estruturais de proteinas, membranas, suas interagées com drogas e

. . ~ |
mecanismos de infec¢des viraist'.

O processo inicial de uma infecgfio ocorre devido a penetragdo do virus na
membrana da célula hospedeira. Um exemplo é o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV ), que se aloja nos linfécitos T (CD4+) onde promove o seu ciclo de replicagdo
e quando no seu estado “adulto” causa a destrui¢do da célula hospedeira’®!. Portanto,
as interagdes entre componentes virais e membranas biolégicas sdo extremamente
relevantes tanto no processo inicial da infecgdio, como na disseminagdo do virus para
o meio extracelular. Geralmente estas interagdes ocorrem via proteinas de membrana
ou afetam diretamente a estrutura de fosfolipidios presentes na membrana. Estes
eventos podem ser estudados usando modelos biomiméticos que estdo sendo
amplamente utilizados em estudos envolvendo interagdes com proteinas, peptideos e

drogas que afetam e/ou se incorporam na membrana celular, além de serem usados



para investigar a agdo fisiologica de peptideos citotoxicos que aparentemente ndo

dependem de receptores especificos®.

Para entender melhor tais processos de interagdes com modelos de
membranas celulares é necessario fazer uma abordagem ampla das caracteristicas,
fungdes e estruturas da membrana celular a fim de que se crie um sistema o mais

adequado possivel para esses estudos.
1.1 Aspectos gerais da membrana celular

Através da microscopia eletrdnica, estudos da composi¢do quimica e de
mobilidades fisicas levaram ao desenvolvimento do Modelo do Mosaico Fluido,
proposto por Singer € Nicholson em 1972 para determinar a estrutura de membranas
bioldgicas (figura 1). Até hoje utiliza-se este modelo esquematico para representar a

estrutura e composi¢io da membrana celular'’,

Glicoproteinas . Glicoesfingolipidios
/ AN o Proteinas '
. , o . Ancoradas

N N A T
,,‘S.L— ~§4~-~£qu-‘£‘ ,;:-

e g A L
Proteina A ESA
Periférica ~ o
. d;;‘ Proteings Proteu’n_as Pl
AT Integrais integrais

Figura 1: Modelo do Mosaico Fluido para estrutura da membrana celular.



As membranas biolégicas se caracterizam pela existéncia de uma bicamada
lipidica que age como uma barreira para o transporte de determinadas moléculas. As
moléculas que constituem a bicamada nfo se apresentam ligadas covalentemente
entre si, desta maneira possuem uma certa flexibilidade, mudanga na sua forma e nos
seus movimentos®. S3o constituidas basicamente por lipidios (tais como:
fosfolipidios, esfingolipidios, e colesterol), proteinas especializadas e carboidratos
como parte de glicoproteinas e glicolipidios. As propor¢des relativas a proteinas e
lipidios variam com o tipo de membrana e fungdo da mesma. Por exemplo, na
membrana plasmatica existem mais de 100 diferentes moléculas de fosfolipidios ¢

em sua maioria esta presente o fosfatidilcolina, lipidio neutrot*®,

A composigdo e as propriedades fisicas da matriz dos fosfolipidios das
membranas biologicas sio pardmetros essenciais para compreender muitas das
fungdes biologicas. Devido & complexidade da membrana celular estes eventos sdo
estudados através de modelos de membranas simplificados denominados sistemas
biomiméticos como bicamada de fosfolipidio (vesiculas de lipidio unilamelar’”! e
multilamelar’®), micelas constituidas de detergentes”!, monocamadas de Langmuir
de fosfolipidios!'® e outros sistemas constituidos por moléculas de interesse
biolégico. A monocamada lipidica representa um modelo eficiente, pois mimetiza
aspectos de algumas fungdes da membrana nativa. Substéncias incorporadas dentro
de uma monocamada podem proporcionar mudangas em suas caracteristicas, como a
densidade de empacotamento, a organizagio das moléculas durante formagdo do

filme de Langmuir, as propriedades elétricas da monocamada, entre outras'%.

'FSC_USP SERVICO DE BIBLIOTECH
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Outro tipo de abordagem ¢ a vesicula multilamelar (MLV), sistema
biomimético constituido por bicamadas lipidicas formando uma “grande esfera”,
sendo possivel estudar a influéncia destas bicamadas na organizagio estrutural de
proteinas e peptideos incorporados e/ou em contato com estas, bem como o estudo da
suposta localizagio de compostos como drogas ou proteinas e peptideos que

interagem nessas bicamadas'®.

A seguir serfio considerados alguns aspectos sobre as estruturas virais, uma
vez que neste trabalho foi enfocada a interagiio de uma seqiiéncia peptidica de uma
proteina viral com sistemas modelos de fosfolipidio dipalmitoil fosfatidil colina

(DPPC), na forma de filmes de Langmuir e vesiculas multilamelares (ML V).

1.2 Propriedades dos virus

Os virus sio os menores agentes infecciosos, contendo somente um tipo de
acido nucléico: acido desoxiribonuciéico (DNA) ou 4cido ribonucléico (RNA). O
acido nucléico encontra-se envolvido por uma capa protéica, denominada capsideo,
cuja fungdo € proteger o acido nuckico e facilitar a fixagdo e/ou penetragdo do virus
na célula hospedeira. Existem virus no qual o capsideo estd recoberto por um
envelope, que sdo denominados de virus envelopados. Este envelope que recobre o
capsideo viral usualmente consiste de algumas combinagdes de lipidios, proteinas e

carboidratos, os quais sdo liberados da célula hospedeira pelo processo de extrusio,

(figura 2)t' 12,

O agente infectante de um virus é o seu 4acido nucléico, que se comporta

como se fosse o material genético da célula hospedeira, que passa a ser duplicado

4



pelas enzimas do hospedeiro, e dirige também, a formagio de proteinas especificas
do virus. A maturagfio do virus compreende na organizagiio do novo acido nucléico

sintetizado e de subunidades protéicas que formam as particulas virais maduras, que

[11,12]

sdo liberados para o meio extracelular

Figura 2: Estrutura simplificada de uma célula infectada pelo virus HIV-
1. Processo de extrusdo do virus envelopado com a membrana derivada
da célula hospedeira: bicamada lipidica (verde), proteinas ancoradas
(amarelo). Figura obtida pela BioCam Ordering Information.

Os virus estdo classificados por familias de acordo com o acido nuckéico,
tamanho, forma, subestrutura e modo de reduplicagdo da particula viral. Um
exemplo, o retrovirus HIV, membro da familia lentivirus, possui um capsideo conico
e apresenta-se envelopado. Outros exemplos de lentivirus sdo o virus da
imunodeficiéncia do macaco (SIV), virus visna e anemia infecciosa eqiiina (EIAV).

Em todos os retrovirus o genoma ¢ codificado pelo seu RNA a partir da sua entrada



numa nova célula hospedeira, que € transcrito para DNA viral pela enzima

denominada transcriptase reversa (RT3

Quando a célula hospedeira é infectada pelo virus, o sistema imune do
hospedeiro € estimulado a produzir anticorpos, que interagem com proteinas do virus
resultando na inativagio do mesmo, impedindo a infecgdo. Porém alguns virus
podem escapar da agfo dos anticorpos, pois essas proteinas virais podem sofrer

~ c 3 - 14
mutagdes nas regides de reconhecimento dos anticorpos. (4

1.3 O virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

Desde o inicio da epidemia da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), este infectou cerca
de 58 milhdes de pessoas dentre elas homens, mulheres e criangas, € tem custado a
vida de aproximadamente 22 milhdes de adultos e criangas. Apesar da intensa
divulgagdo internacional para a conscientizagdo da populagdo, o HIV continua
espalhando-se, causando mais de 15 mil novas infecgdes todos os dias O virus
HIV infecta os linfocitos T CD4+ causando a sua destruigio com uma meia vida de
menos de dois dias*”. A infecgdio pelo virus ocorre através da membrana celular da
célula hospedeira e ¢ iniciado por interacdes entre proteinas do envelope do virus

(gp120) com moléculas CD4+ e receptores chemokine da célula hospedeiral').

As estruturas e caracteristicas gerais das proteinas do retrovirus HIV “adulto”
estdio representadas na figura 3. A bicamada lipidica esta representada em amarelo
que ¢ derivada da membrana da célula hospedeira. As glicoproteinas (SU, gp120;

azul claro) apresentam-se expostas na superficie do virus e estdo ancoradas via
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interagdes com as proteinas transmembrénicas (TM, gp41; violeta). Na estrutura do
virus existem aproximadamente 2 mil cdpias da proteina matriz (MA, pl7; verde)
que encontram-se na superficie interna da membrana viral. Duas mil copias da
proteina do capsideo (CA, p24; vermelho) formam o capsideo conico do nucleo do
virus que estd localizado no centro do virus encobrindo o material genético do
mesmo. Além disso, existem outras 2 mil copias da proteina do nucleocapsideo (NC,
p7; azul) e trés enzimas essenciais: protease (PR; rosa), transcriptase reversa (RT;

violeta) e integrase (IN; verde escuro) %!,



Figura 3: Caracteristicas estruturais das proteinas do virus HIV-1
“adulto”. Todas as estruturas das proteinas apresentadas na figura
encontram-s¢ na mesma escala. (Figura obtida por Tunner and
Summers!*).

O controle desta epidemia tem sido alvo de inimeros estudos em varias areas
do conhecimento. Entre elas encontram-se a Biologia, a Bioquimica ¢ a Biologia
Estrutural. O enfoque destas é4reas estd relacionado com a investigagdo dos
componentes virais, dentre eles proteinas estruturais e enzimas essenciais para o

design de novas drogas.



1.3.1 Proteinas do envelope

Alguns estudos indicam que a infecg@io da célula hospedeira pelo virus HIV-1
¢ iniciada através da interag@io entre a proteina gpl120 e moléculas CD4 da célula
hospedeira. Propde-se que a proteina gp120 liga-se as moléculas CD4 e apéia o virus
na superficie da célula hospedeira. Na seqii€ncia ocorre a interagdo com os
receptores chemokine que permite a ocorréncia de uma mudanga conformacional na

hélice N-terminal da proteina gp41 que dirige a fusdo do virus na membrana celular

(figura 4)[13 51

O mecanismo de fusdo do virus HIV-1 na membrana ainda ndo é bem
compreendido, portanto esta proposta é baseada no mecanismo do processo de fusdo
do virus influenza, o qual também induz mudanga conformacional na proteina do
envelope hemaglutinina (HA). Esta proposta so foi possivel devido a similaridade na
seqiiéncia de aminodcidos da gp41 do HIV-1 com a HA do virus influenza, e devido
aos estudos estruturais e bioquimicos, foi sugerido o mesmo tipo de mudanga

conformacional desta proteina**"*!.

Membrana Celular

"5 Membrana Viral T

Figura 4: Mecanismo de fusfo do virus. A molécula CD4 (bege)
reconhece a proteina gp120 (azul), em seguida liga o receptor chemokine
(azul escuro) induzindo entdo uma mudanga conformacional na gp41
(laranja e rosa). Figura obtida por Turner!"],



Ambas gpl120 e gp4l tém sido consideradas alvos promissores para o
desenvolvimento de drogas terapéuticas antiviral. O design de seqiiéncias peptidicas
das regides N e C-terminal ¢é utilizado para tentar evitar esta mudanga
conformacional e inibir a fusio da seqiiéncia peptidica. Dentre os peptideos ja
estudados estdo os peptideos C34 (residuos 628-661) e o DP178 também
denominado T20 (residuos 638-673) da gp41 do HIV-1 que estfio na terceira fase de

teste clinico!'®'71.

O peptideo sintético DP178 pertencente a regido C-hélice da proteina gp41 do
HIV apresenta-se como inibidor da fusdo da membrana. Testes clinicos realizados
com o DP178 sugerem que este possui atividade antiviral in vivo, resultando na
redugdo da capacidade de infecgdo viral. Testes feitos a partir das caracteristicas
estruturais do interior da gp41 mostraram que este peptideo liga-se no centro do

coiled coil da proteina e dirige a inativagio destal'’).

Outra seqiiéncia peptidica estudada para o design e caracterizagdo de um
novo inibidor da fusdo do virus HIV-1 é o N36™" derivado da N-hélice da gp41,
onde o sitio de interagdo com a C-hélice foi mudado, mas foi preservado o sitio de
contato com as N-hélices. Este peptideo tem se mostrado 50 vezes mais efetivo,
inibindo a fusdo da célula via envelope do virus HIV-1, do que o peptideo N36

(residuos 546-581) da gp41 na sua forma natival'®,
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1.3.2 Enzimas virais

Outra linha de pesquisa est4 relacionada aos estudos de inibidores de enzimas
virais, que apesar de ndo participarem diretamente da infecgdo viral, também sdo
alvos interessantes para o design de drogas. Dentre as enzimas virais do virus HIV-1

tém-se a transcriptase reversa (RT), a protease (PR) e a integrase (IN).

Em 1987 foi aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) a primeira
droga para o tratamento da AIDS, obtida através de estudos relacionados com
inibidores da transcriptase reversa (RT), onde os inibidores de nucleotideos tais
como AZT (zidovudine), dideoxyinosine (ddl) e dideoxycytidine (ddC) sdo
incorporados durante a transcrigdo reversa e resultam na terminagdo da sintese do
DNA viral. Apesar desta droga deter a progressdo da doenga, ela ndo a evita, e

ocorrem mutagdes que direcionam a resisténcia a drogal"),

Em 1993 foi introduzida uma nova classe de drogas, os inibidores de protease
(PR). Quatro diferentes inibidores de PR estdo sendo comercializados atualmente. A
partir das informagdes estruturais de alta resolugfio obtidas para a protease (PR) e o
complexo PR-inibidor foram desenvolvidas drogas baseadas na estrutura via
estratégias de design de drogas, em que as drogas candidatas sdo desenhadas,
testadas e modificadas'?. Mas o retrovirus HIV-1 é capaz de desenvolver resisténcia
contra estes inibidores. Embora acredita-se que uma dada célula ¢ infectada somente
uma vez pelo HIV, estima-se que no minimo 10° novas células s3o infectadas por dia
em pacientes HIV-positivos, e que pontos de mutagdes ocorrem ao longo de toda a

extensdo do genoma na relagio de 10* a 10° vezes por dia!'"l.
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Em 1997 foi desenvolvido o “coquetel de drogas” contendo combinagdes de
inibidores de protease (PR) e transcriptase reversa (RT) que pode reduzir a
resisténcia viral num nivel ndo detectavel, e esse baixo nivel pode ser mantido por
dois anos ou mais. Este método ¢ eficaz, mas ndo leva a cura da doen¢a®™. Uma
outra enzima denominada integrase (IN) também tem sido alvo de estudos. Esta
enzima possui um papel essencial no ciclo de reproducio do HIV, a incorporagéo do
DNA viral no DNA cromossomal da célula alvo, tornando-se um alvo atrativo para o
desenvolvimento de terapias anti-HIV. Estudos revelam que anticorpos contra
epitopos desta proteina IN inibiram especificamente a sua atividade. Assim, uma
regiio pertencente a um desses epitopos foi sintetizada, denominado peptideo K159
(147-175), com o intuito de estimular a expressdo de fragmentos de anticorpos nas

células infectadas para que ocorra a diminuigdo da replicagdo do HIV-182Y,
1.3.3 Proteinas estruturais

Os trabalhos mencionados acima estdo direcionados a inibidores da fusdo do
virus na célula do hospedeiro a partir das proteinas gp41 e gp120 e inibidores da
replicagdio do virus através de enzimas. Essas pesquisas tiveram um grande avango
no controle da proliferagio da infec¢do viral, mas ainda ndo foi desenvolvida uma
vacina efetiva ou até mesmo a cura da doenga. Assim, outros alvos de pesquisas tém
sido explorados como as proteinas estruturais localizadas no interior do envelope
viral, denominadas matriz (MA; p17), capsideo (CA; p24) e nucleocapsideo (NC;
p7). Essas proteinas sdo codificadas pelo gene gag formando uma poliproteina Gag
que conseqiientemente ¢ clivada pela protease viral. Este processo ocorre durante a

maturagio do virus?,
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A estrutura da proteina p17 da matriz do HIV-1 (MA) consiste num trimero e
estd organizado de modo a gerar uma grande superficie com pH basico. Estudos
propdem que esta superficie interage diretamente com a membrana interna do virus
através de uma série de residuos basicos e do grupo miristoil presente no N-terminal.
Esta interagiio ocorre devido a inser¢do do grupo miristoil na bicamada lipidica e
interagdes idnicas entre os residuos basicos da matriz e a superficie acida da
membranal'®). A regiio C-terminal da MA constitui numa hélice que ndo estd
inserida na membrana e estd na dire¢do do centro do virus, possuindo um papel
importante como guia na maturagio durante a montagem do virus. A estrutura
cristalina da matriz também proporciona uma base para o design de novos agentes
antivirais que inibe a montagem, a desmontagem e/ou a ligagiio na membrana da

proteina matriz do HIV-11%,

A proteina nucleocapsideo (NC) exibe duas regides CCHC (Cys-X;-Cys-X4-
His-Cys; onde X=residuo de amino4cido variavel) presentes tanto no N como no C-
terminal. O dominio N-terminal é essencial para o reconhecimento do genoma € o
dominio C-terminal possui um papel essencial no estagio inicial do ciclo de infecgdo
viral®. Esses dominios tém sido um alvo bem sucedido como agentes antivirais
contento um grupo nitroso que libera zinco a seqiiéncia CCHC, altamente susceptivel
a0 Zn*", propiciando assim mais uma abordagem no controle dessa doenga através do
surgimento de novas classes de agentes zinco-ejecting devido ao seu potencial

quimioterapico. Atualmente dois desses agentes estdo em testes clinicos para

AIDS™!,
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A estrutura da proteina do core capsideo p24 do HIV-1 difere
significativamente de outras estruturas do capsideo dos demais RNA virus e também
difere significativamente de modelos de epitopos usados para mapear e estimular

design de drogas'l.

O capsideo encontra-se em forma cdnica, formando uma
estrutura eletro densa localizada no centro do virus maturo, envolvendo o RNA viral,
proteinas NC, e enzimas essenciais’®®*"), Estudos de difra¢iio de raios-X revelaram a
estrutura da por¢cdo N-terminal da proteina p24 do HIV-1, residuos 1-151,

representada na figura 51,

Figura §: Estrutura da por¢io N-terminal da proteina p24 do HIV-1
resolvida por difraciio de raio-X. Esta estrutura foi obtida pelo Protein
Data Bank (PDB) 1,

A proteina p24 tem como principal fungfo proteger o RNA viral, mas existem
varios estudos mostrando que a estrutura da p24 assume um papel essencial durante a
montagem ¢ a desmontagem do capsideo. A ocorréncia de mutagdes e/ou anulagdes
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nos dominios pode danificar e/ou abolir essa montagem viral, provavelmente ndo
permitindo a formagio de um capsideo normal, e conseqiientemente impedindo a

proliferagdo do virus para o meio extracelular®”!

. A organizagdo do capsideo €
essencial para a infectividade viral, o que faz com que a p24 seja alvo como

potencial antiviral®'.

Estudos realizados in vitro identificaram compostos que se ligam no dominio
N-terminal da proteina p24 do HIV-1 e inibem a montagem do capsideo. Um dos
compostos, denominado CAP-1 (N-3-cloro-4-metilfenil)-N’-{2-[({5-
[(dimetilamino)-metil}-2-furil}-metil)-sulfanil]-etiljurea), ¢ bem tolerado em
culturas celulares, capacitando estudos de mecanismos antiviral in vivo. O CAP-1
inibe a infectividade viral, mas ndo interfere no processo de entrada do virus na
célula hospedeira, sugerindo um novo mecanismo antiviral. As particulas do virus
geradas na presenga de CAP-I exibem tamanhos heterogéneos e morfologias
anormais do core do capsideo. E provavel que o composto iniba a interagdo CA-CA
durante a montagem e maturagio do virus. Esta descoberta marcou o inicio do
desenvolvimento de inibidores da montagem do CA, dando origem a uma nova

classe de agentes terapéuticos para o tratamento da AIDSP2L

A partir destas observagdes pode-se afirmar que determinadas seqiiéncias da
proteina p24 sdo essenciais para estabilizar a morfologia do core do capsideo conico

¢ também representam um papel importante no recobrimento do componente viral.

Anticorpos contra esta proteina p24 estdo presentes no soro de pacientes HIV-
1-positivos. Estes anticorpos mostram alta reatividade com pequenas seqiiéncias

peptidicas da p24. Algumas destas seqiiéncias estdo sendo estudadas em nosso
15



laboratério € uma delas ¢ a AAMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIA,
denominada p24-1. Este peptideo contém 29 residuos de aminodcidos e estd
localizado na regidio 196-224%, Este peptideo foi sintetizado por Tonarelli et al. B4 ¢
foi 0 objeto de nossos estudos. A regido selecionada na figura 5 (azul) corresponde a

seqiiéncia peptidica descrita.
1.4 Estudos de interagio de peptideos com monocamadas de fosfolipidios

Existem intmeros trabalhos de pesquisas que envolvem sistemas
biomiméticos. Estes sistemas sdo estudados a fim de avaliar as interagdes de drogas
com potencial farmacol6gico e peptideos derivados de seqiiéncias especificas com

sistemas que mimetizam a membrana celular.

Trommeshauser et al. investigaram a interagio da seqiiéncia peptidica
gp41g25.843, correspondente & regido C-terminal da gp41 do envelope do virus HIV-1,
com monocamadas de fosfolipidios carregados negativamente (DPPG; dipalmitoil
fosfatidil glicerol) e neutro (DPPC; dipalmitoil fosfatidil colina). Os pesquisadores
observaram que a gpdlss interage preferencialmente com lipidio carregado
negativamente, uma vez que este peptideo contém seis residuos de arginina
(carregado positivamente), e que ocorrem interagdes eletrostaticas entre o lipidio € o
peptideo. Esta interagdo causa um aumento na permeabilidade da membrana e isso

pode corresponder a uma fungdo citopatolégica do fragmento da proteina®®),

O mesmo grupo estudou a influéncia de fons Ca'". Os experimentos
realizados mostraram que esses ions provocam uma forte interferéncia na interagao

lipidio-peptideo até gerar uma completa anulagdo desta interagfo. Estes efeitos foram
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observados em lipideos de natureza acida (DPPG) e pode contribuir para um melhor
entendimento da interagio do HIV-1 com a membrana durante a infec¢do. Além
disso, foi possivel propor um mecanismo de inser¢io da regido C-terminal da gp41
na superficie da membrana, que causa uma expansdo na mesma. Isto facilita o
entendimento do processo de penetragdo e/ou liberagdo do virus da célula hospedeira

por desestabilizacdo da membranal®®,

Este tipo de abordagem também foi empregado em estudos que envolvem
seqiiéncias peptidicas da proteina VP3, do capsideo do virus da hepatite A (HAV).
Assim verificou-se a importancia das interagdes com fosfolipidios de cargas
diferentes, onde foi observada uma expansio na monocamada constituida por
fosfolipidio catidnico. Um modelo de membrana mais complexo utilizando a técnica
da monocamada com diferentes tipos de lipidio e colesterol foi estudado para o

mesmo peptideo da hepatite A, e esses estudos ndo foram conclusivos®”.

Estudos desta natureza, utilizando sistemas biomiméticos, podem contribuir
para um melhor entendimento da interagfio de virus com a membrana, além de ser
possivel propor um modelo de interagdo de componentes virais com a bicamada
lipidica da membrana. Neste sentido iniciamos estudos visando investigar a interagdo
de seqiiéncias peptidicas da proteina do capsideo do HIV-1, p24, com dois sistemas

biomiméticos diferentes.
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1.5 Objetivos do trabalho

A disponibilidade na utilizagio de diferentes sistemas biomiméticos
existentes neste Instituto, bem como os diferentes sistemas para o monitoramento
destas interagdes, nos levaram a investigar como o peptideo denominado p24-1
(AAMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIA), correspondente a seqiiéncia 196-
224 da proteina p24 do HIV-1, interage com fosfolipidios dispostos em
monocamadas (filmes de Langmuir) e na forma de vesiculas multilamelares (MLV).

Assim, os seguintes objetivos foram propostos:

a) Estudar a interagio do p24-1 com filmes de Langmuir, constituidos
pelos fosfolipidios dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC) e dipalmitoil
fosfatidil glicerol (DPPG), utilizando as técnicas de isotermas de
pressio de superficie, isotermas de potencial de superficie e

microscopia no angulo de Brewster.

b) Estudar a interagdo do p24-1 com vesiculas multilamelares,
constituidas pelo fosfolipidio dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC)

utilizando espectroscopia de dicroismo circular.
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Capitulo 2

PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

¢ Dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC), obtido pela Sigma Chemical

Corporation com grau espectroscopico de pureza (> 99%).

& Peptideo p24-1 (AAMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIA),
sintetizado, purificado e caracterizado pelo Departamento de Quimica Orgénica da

Faculdade de Bioquimica e Ciéncias Bioldgicas de Santa F¢, Argentina.

@ Cloroférmio (CHCl3) com grau de pureza para cromatografia, obtido

pela Mallinkrodt.

® Metanol (CH3;OH) com grau de pureza para cromatografia, obtido pela

Merck.
L Acido nitrico (HNO3) e acido sulfitrico (H,SO4), com grau P.A..

& Pipetadores automaticos, ponteiras e eppendorfs.
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2.2 Equipamentos

Para a realizagio deste trabatho foi necessaria a utilizagio dos seguintes

equipamentos:

& Espectropolarimetro Jasco (Jasco Corporation, Japdo), modelo J-715,

e uma cubeta cilindrica com caminho 6ptico de Imm.

® Sistemas centrifugo/liofilizadoras Speed-vac (Savant).

Os equipamentos listados a seguir estdo instalados numa sala limpa de classe
10000, cujo ar é purificado através de um sistema de filtragdo sob temperatura

controlada.

& Cuba de Langmuir da KSV, sistema KSV 5000 (Finldndia) com
balanga de Wilhelmy, onde a placa Wilhelmy ¢é um retdngulo de 2 cm x 1 cm de

papel de filtro.

@ Placa vibrante (freqiiéncia 300 Hz) com uma prova Kelvin da KSV. A

placa vibrante ¢ o eletrodo de referéncia sdo constituidos de platina.

& Microscopio no angulo de Brewster da Nanofilm Technology

(Alemanha), acoplado a uma cuba de Langmuir Nima (Inglaterra).

® Sistema de purificagdo MILLI-Q UV PLUS, purifica a 4gua tornando-

a ultrapura com resistividade de 18,2 MQ.cm e pH ~ 5,7.

& Controlador de temperatura com sistema de banho de circulagdo da

Neslab, série RTE. Este sistema mantém a temperatura da subfase controlada.
20



2.3 Metodologia de filmes de Langmuir

Existe uma ampla descri¢do na literatura sobre a formagfio e propriedades

i 8,39
fisicas de filmes monomoleculares!®***"]

. A técnica utiliza um equipamento que
ficou conhecido como cuba de Langmuir, geralmente feita de um material
hidrofobico como o Teflon (politetrafluoroctileno), a ser preenchida com uma

subfase, usualmente aquosa. Sobre a cuba ha duas barreiras moveis constituidas por

um material hidrofilico (figura 6).

Figura 6: Representagfio da cuba de Langmuir. Esta cuba é revestida com
Teflon, contém duas barreiras mdveis, uma balanga com uma placa de
Wilhelmy e um controle remoto para operar os instrumentos. Figura
obtida da KSV Instruments Itd.

Para que ocorra a formagdo de um filme sobre a subfase aquosa € essencial
que o material a ser depositado consista de moléculas anfipaticas (figura 7), pois os
grupos hidrofilicos sdo atraidos por meios polares (subfase aquosa) e os hidrofobicos
sdo repelidos. Assim, impede-se a solubilizagdo total das moléculas, ou seja, as

moléculas se mantém sobre a superficie da subfase aquosa.
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Figura 7: Representacéio esquematica de uma molécula anfipatica sobre
uma subfase aquosa.

Um filme monomolecular pode ser produzido espalhando-se uma solugdo
contendo moléculas anfipaticas dissolvidas em solvente organico volatil sobre uma
subfase aquosa, o solvente evapora ¢ inicia-se o movimento das barreiras. As
moléculas, antes dispersas, comegam entdo a ser comprimidas e sdo forgadas a
formar um arranjo regular. Assim ocorre a formagio de uma camada monomolecular,
onde a parte hidrofilica das moléculas fica em contato com a dgua e a hidrofobica em

contato com o ar (figura 8).

Figura 8: Representagio esquematica da formaggo do filme de Langmuir.
Moléculas anfipiticas em contato com a interface ar/igua: (a)
inicialmente dispersas, (b) sendo comprimidas pelas barreiras e (c) até
alcangarem um estado orientado. (Figura fora de escala).

22



Os filmes de Langmuir produzidos neste trabalho foram avaliados através de
isotermas de pressdo e potencial de superficie, bem como experimentos de histereses

e microscopia no dngulo de Brewster.

2.4 Pressio de superficie

Uma vez espalhadas as moléculas entre as barreiras moveis, a tensdo
superficial (y) diminui com a compressdo das barreiras, em comparagio com a
superficie aquosa na auséncia das moléculas anfipaticas (yo). A diferenca na tensdo

superficial é denominada pressdo na superficie (), definida por:

=y, —¥ (1)

A pressdo de superficie surge da diferenga na tensdo superficial sobre cada

lado das duas barreiras (yo>y) a medida que a area disponivel para a monocamada €
reduzida. A densidade superficial das moléculas aumenta, diminuindo entdo y e

aumentando 1. Ao construir o grafico de ©t versus area por molécula (A), © aumenta

a medida que a 4rea disponivel na cuba diminui!®*,

A pressdo superficial pode ser obtida medindo-se a for¢a por unidade de
comprimento numa placa de Wilhelmy. O método de Wilhelmy ¢ uma medida
absoluta das for¢as que agem numa placa, usualmente feita de platina ou papel de
filtro, parcialmente imerso na subfase aquosa. Isto € possivel acomodando-se a placa
a uma eletrobalanga que funciona como sensor na interface ar/agua da monocamada.
O sensor sofre uma agio da forga gravitacional, da tensdo superficial do material que

compde a subfase ¢ do empuxo!*”),
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Para um sensor retangular de dimensdes L,w ¢ t feito de um material com
densidade py € imerso a uma profundidade h em um liquido de densidade p, a forga

resultante ¢ dada por:

F = p, glwt — p, ghwt +2y(t + w)cos@ (2)
onde y € a tensdo superficial do liquido, 6 ¢ o dngulo de contato do sensor sélido e g
¢ a acelera¢io da gravidade. O procedimento inicial é procurar um material que fique
totalmente perpendicular ao liquido da subfase (6 = 0) e na seqii€éncia acompanha-se
a mudanga de F a partir de um sensor estacionario. A mudanga na for¢ca AF ¢ entfo

relacionada com a mudanca na tensdo superficial Ay por

Ay =AF/2(t +w) 3)

Se o sensor for tdo fino que t<<w, entdo Ay = AF/2w.

As isotermas de pressdo de superficie-drea por molécula (n-A) podem
fornecer informagdes a respeito do empacotamento, da formagdo, area molecular,
estabilidade da monocamada, possiveis intera¢des que existam entre diferentes
moléculas na monocamada mista, bem como a verificagdo da presenca de fases

distintas na monocamada durante o processo de compressio.
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2.4.1 Estados da monocamada

As isotermas de pressdo de superficie do DPPC apresentam regides distintas,
que correspondem aos diferentes estados da monocamada e regides de coexisténcia
entre dois estados. Através das isotermas é possivel identificar alguns desses estados

a medida que a monocamada ¢ comprimida'®’.

O primeiro estado ¢ conhecido como estado gasoso ou gasoso expandido (G)
e ¢ determinado pela auséncia de interagfio significativa entre as moléculas que
compdem o filme, as quais se dispdem distantes umas das outras. Nesta fase a
pressdo superficial permanece constante e proximo de zero, ou seja, a tensdo
superficial é praticamente a mesma da subfase. Ao longo da compressdo observa-se o
surgimento da fase liquido-expandida (LE), onde as moléculas comegam a interagir
entre si ¢ formam dominios e/ou agregados lipidicos. A pressdo de superficie nesta
fase atinge valores maiores que ImN/m. Em seguida ocorre o aparecimento da
coexisténcia das fases liquido-expandido (LE) e liquido-condensado (L.C), regifo em
que as moléculas encontram-se num estado mais organizado e os dominios lipidicos
ficam cada vez maiores. Finalmente a fase sélida (S), onde a presséo de superficie €
bem elevada e as moléculas encontram-se totalmente empacotadas. Os dominios que
anteriormente estavam separados se unem em um s6, formando um filme compacto e
rigido. A figura 9 representa uma tipica isoterma de pressdo de superficie de DPPC

puro em diferentes regides.
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Figura 9: Isoterma de pressio de superficie da monocamada de DPPC
puro ¢ representacio esquematizada das fases estruturais com as
diferentes regides de compressdo do filme. Regido I: fase gasosa, regido
II: fase liquido-expandida, regido HI: fase liquido-condensado e regido
IV: fase sélida. Figura modificada a partir de Sanchez *!1.

2.5 Potencial de superficie

O potencial de superficie de uma monocamada ¢ determinado pela diferenca
de potencial (AV) entre o filme presente na subfase e a subfase limpa. Esta diferenca
de potencial € monitorada em uma prova de medida milimetros acima da superficie

da subfase. O potencial surge devido a presenga de dipolos elétricos permanentes do

material que compde o filme.

A medida de potencial ¢ realizada através de uma prova Kelvin ou prova do
capacitor vibrante, onde uma corrente ¢ gerada pela vibragdo com amplitude pequena

de uma placa de ouro ou platina colocada a milimetros da interface. A amplitude ¢
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zerada quando uma fonte de tensdo varidvel € ligada a um eletrodo na subfase de

agua, como mostrado na figura 10.

Capacitor
ar /¥ vibrante
agua —» Eletrodo

Figura 10: Representagdo esquemética da prova de potencial.

A condicdo da corrente nula implica em que os potenciais da placa de ouro ou
platina e da superficie aquosa sejam iguais. Depois de confirmado que o potencial na
placa ¢ igual ao potencial na superficie limpa da dgua, o passo seguinte ¢ zerar o
sistema e depositar o filme a ser estudado, ja que a diferenga de potencial, AV, serd a

relativa ao filme absorvido ou espalhado na superficiet*”),

O potencial de superficie de filmes de Langmuir tem sido interpretado
utilizando-se o modelo de capacitores de Demchak e Fort (modelo DF) [Demchak
apud Dynarowicz—thkalm]] ou de Vogel-Mobius [Vogel apud Dynarowicz-
Latka’™], em que a monocamada € considerada como um capacitor de 3 ou 2
camadas (figura 11), respectivamente. Estes modelos sdo empregados com sucesso
na analise dos valores de potencial de superficie resultantes do efeito da presenga e

orientagdo de grupos substituintes presentes nas monocamadas de lipidios.

! Dynarowicz-Latka, P. 2001 apud Demarck, R.J., Fort Jr., T.J. J. Colloid Interface Sci. 46, 191-202 (1974).
? Dynarowicz-Latka, P. 2001 apud Vogel, V., Mébius, D. J. Colloid Interface Sci. 126, 408-420 (1988).
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Figura 11: Representagio de um capacitor de 3 camadas para uma
monocamada condensada na interface ar/dgua.

Através dos métodos desenvolvidos por Davies e Rideal [Davies apud
Dynarowicz—LaJka””ﬂ e posteriormente aperfeicoados por Oliveira et al. ¥ que
consideram a mudanca no potencial interfacial devido & presenga da monocamada
como uma soma de termos independentes. Estes métodos levam em consideragéo a
contribuicdo dos dipolos da agua reorientada na vizinhanga das cabegas polares do
lipidio, dos dipolos da cabega polar ¢ das cadeias hidrofobicas que se posicionam na
interface com o ar, onde os valores de momento de dipolo bem como valores de
constantes dielétricas independentes foram atribuidos a cada uma dessas regides. O

potencial superficie AV € entdo dado por:

AVz_l_(ﬁ]_+_ﬂ_2+ﬁ*_J+y/o (4)
Ag,\ &, &, &

onde A ¢ a area média por molécula, £ permissividade no vacuo (8,854x10'12 Fm'l).
i ¢ a contribuicio causada pela reorientagdio das moléculas de agua induzidas pelas

moléculas do filme; p, € a contribui¢do referente ao grupo hidrofilico e p3 € devido a

! Dynarowicz-Eatka, P. 2001 apud Davies, J.T. and Rideal, S.E. Can. J. Chem. 33, 947-960 (1955).
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contribuicdo da cauda hidrofobica. Ressalta-se que py, pp e p3 referem-se a
componente vertical do momento de dipolo. Wy, ¢ a contribuigdo da dupla camada
elétrica de Gouy-Chapman [Adamson apud Dynarowicz-thkal[39]], que sO aprece se

a monocamada estiver pelo menos parcialmente ionizada.

Portanto o potencial de superficie da membrana AV € a soma de um termo
elétrico, Yo, € um termo de polarizagio AV,. W, pode variar com o sinal € 0 numero
de cargas das cabegas polares do fosfolipidio, com a densidade de carga superficial
o, ¢ com a quantidade de fons presentes em solugfo. Para a monocamada de DPPC
puro nio foi verificada a contribui¢do da dupla camada (yo = 0), uma vez que o

DPPC se encontra neutro.

As medidas de potencial de superficie sdo utilizadas para analisar o
comportamento das monocamadas, orientagdo dos dipolos moleculares, agregactes e

interagdes que ocorrem entre as moléculas numa monocamada mista.
2.6 Microscopia no dngulo de Brewster

Quando uma luz p-polarizada incide num substrato, existe um angulo
especifico de incidéncia onde ndo ocorre reflexdo da luz, ou seja, toda a luz €
refratada dentro do substrato. Um detector observa toda intensidade da luz refletida
que produzird um sinal minimo (idealmente zero), este efeito ocorre para o dngulo

descoberto por Sir David Brewster em 1815. O 4ngulo de Brewster esta relacionado

! Dynarowicz-Latka, P. 2001 apud Adamson, A.-W. the Physical Chemistry of Surfaces. 2™ ed, Interscience, New
York, 1967.
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com os indices de refragio dos dois meios opticos, que no caso da interface ar/agua o

angulo é de 53.1°, obtido da definigo:

/ n, -sena =n, -senf )
Nar ol
a+60+90° =180° (6)

s 0 0=90"-q
n, -sena =n -cosa (7)
tang = (8)
n

ar

onde o ¢ o angulo de Brewster € n; e n,, sdo os indices de refracdo da agua e do ar,

respectivamente.

Se um filme fino estd presente numa subfase aquosa com indice de refragdo
diferente do indice de refragdo da dgua, as condi¢Ges para o dngulo de Brewster ndo
sdo satisfeitas nem para a interface ar/filme e nem para a interface filme/agua.
Portanto, parte da luz ¢ refletida em ambas interfaces, essas reflexdes da luz
sobrepdem-se coerentemente e produzem um sinal que pode ser detectado através de

um Sensor, neste caso uma camera CCD™,

A figura 12 representa esquematicamente como a luz é totalmente refratada
na interface ar/agua e parcialmente refletida na interface filme/dgua quando um feixe

de luz € incidido no angulo de Brewster.
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Figura 12: Esquema representativo da luz incidindo sobre a interface
ar/agua e filme/agua com o dngulo de Brewster.

A microscopia do angulo de Brewster (BAM) possibilita o estudo da
organizagio bi-dimensional do material que compde a monocamada, incluindo
tamanho e forma dos dominios, caracteristicas morfoldgicas, o processo de formagio

dos dominios, agregacdo, entre outrost®.

2.7 Espectroscopia de dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) é uma propriedade observada em moléculas
assimétricas, denominadas croméforos, € que apresentam diferengas na absor¢do da
luz circularmente polarizada a esquerda e a direita. Este fendomeno ¢ muito observado
em proteinas, pois elas possuem diversos centros de assimetria (carbonos o)
distribuidos ao longo de sua cadeia principal. Assim, a espectroscopia CD torna
possivel caracterizar e quantificar diferentes tipos de estrutura secundaria destas
macromoléculas tais como: hélice o, folhas B (paralelas e antiparalelas), vérios tipos

de voltas B e estruturas randomicas'**.

Na aplicaciio desta técnica, o feixe plano polarizado é decomposto através de
um modulador, em duas componentes. Numa, a luz é circularmente polarizada a

direita, R, e na outra a luz é circularmente polarizada a esquerda, L, (figura 13a). Se
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uma das componentes é absorvida pela amostra numa intensidade diferente da outra,
a radia¢do resultante da componente combinada estara elipticamente polarizada,
tragando uma elipse®”’ (figura 13b). Assim, o dicroismo circular pode ser definido
como a diferenca entre a absor¢do das componentes polarizadas a esquerda e a direita
(AA). Para calcular o AA, utiliza-se a lei de Beer-Lambert-Bouquer onde I, € a
intensidade da luz incidente na amostra ¢ [ € a intensidade da luz apds passar pela

amostra. A absorbancia é definida como:
A=log,(I,/]) )
Aplicando a let para ambos os feixes circularmente polarizados a esquerda (e)
e a direita (d):
4, =log,,(I,/1,) 4, =log,,(I,/1,) (10)
Sendo assim AA € descrito como:

Ad=A,-A, =log,, /1)) (11)

A absorbancia também pode ser descrita em fungdo do caminho 6tico 1, da
concentracdo ¢, e da capacidade de absor¢do dos compostos, definido como

coeficiente de extingdo molar €, entdo:

A = gccl Ag =(1/cl)AA4 (12)

Ao passar pela molécula a luz plano polarizada ¢ convertida em luz

elipticamente polarizada. Quando os vetores campo elétrico das duas componentes
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circulares estdo na mesma direcdo sua soma resulta no semi-eixo maior da elipse, e
quando estdio em dire¢des opostas sua soma resulta no semi-eixo menor. Desta forma
o CD pode ser caracterizado pela razdo entre os dois semi-eixos, que € a tangente de
um angulo 6 denominado elipticidade, como 0 € sempre um angulo muito pequeno, a
tangente de O pode ser aproximada para 6. O dngulo € a dispersdo Gtica rotatoria,

formado pela inclinagio da luz antes de passar pela amostra € 0 €ixo central da elipse

ap0s passar pela amostra (figura 13c).

(@ (o) (©

| >

4 N\ - I\vb a/2
\w'’
' b/2

Figura 13: Origem do efeito do dicroismo circular. Decomposi¢do do
feixe plano polarizado em duas componentes circulares a esquerda (L), ¢

a direita (R), antes (a) e depois (b € c) de passar pela amostra. Modificado
a partir de Fasman, 1996 14,

Existe uma relagio numérica entre AA e 6 (6 em graus), onde 6 = 32,98 AA.

Essa relagéio foi obtida através da equagdo descrita:

6(rad) ~ 1g(0) = (E||-

Er

Y(E |+

E.) (13)

=[exp(—4, /2) —exp(—4, / 2) /[exp(—4, / 2) + exp(—4, / 2)]
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expandindo as exponenciais, ignorando os termos de menor ordem e covertendo em

graus, tem-se:

6(graus) =180-In10-Ad/ 4z (14)
0 =32,98-Ad

A elipticidade também tem uma dependéncia linear com o caminho 6tico e

com a concentragfo da solugio, onde a elipticidade molar [0]:

[0]=1000/cl (15)

Como no século passado a concentragio era dada por g/ 100cm’, e a
elipticidade molar em deg.cm’.g”. Portanto, para corrigir as unidades a equagdo foi

multiplicada por 100.

A técnica permite estudos na regido do ultravioleta distante (240 nm a 190-
180 nm) que podem ser usados para avaliar, quantitativamente, o conteudo total de
estrutura secundéria de proteinas e peptideos. Nesta regido o grupo que absorve € a
ligagdo peptidica que permite transi¢cGes n—on e m—>m proveniente do grupamento
amida. A transi¢io n—7  apresenta-se centrada em torno de 210 nm e a transi¢do
correspondente a n—n proximo de 190 nm!**!. Na figura 14 estdo representados

espectros distintos de cada tipo de estrutura secundaria.
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Figura 14: Espectro de CD no UV distante, de varios tipos de estrutura
secundiria: curva sélida, a-hélice; tracejado longo, folha-p antiparalela;

pontos, B-turn; e tracejado curto, estrutura irregular. Modificado a partir
de Fasman, 1996[44]

Esta técnica de CD é amplamente utilizada em estudos de mudangas
conformacionais, vizinhancas locais, interagdes de ligantes com proteinas,
desnaturagio e renaturagdo de proteinas, bem como estimativa do conteudo das

fragdes de seus componentes de estrutura secundaria.

2.8 Procedimentos de limpeza dos materiais

Uma vez que se trabalha em nivel molecular, filmes de Langmuir, as medidas
tornam-se muito sensiveis a qualquer tipo de interferente (sujeira, por exemplo).
Portanto, é necessdrio que todos os recipientes a serem utilizados passem por um
processo de limpeza muito rigoroso, pois qualquer tipo de impureza pode afetar os

resultados. Portanto, segue-se o roteiro descrito a seguir para a limpeza dos materiais.
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Toda a vidraria ficou submersa numa solugdo sulfonitrica (H,SO4 € HNOs3,
1:1) por um periodo de 30 minutos. Ap6s este periodo o material foi enxaguado no
minimo 8 vezes com agua ultrapura, ¢ no momento do uso foram tratados com
cloroférmio ou metanol dependendo do solvente a ser utilizado. Os eppendorfs € as
ponteiras foralﬂ adquiridos esterilizados e foram descartados apos o uso. A cuba de
Langmuir passou por um processo de limpeza onde a superficie interna e as barreiras
foram limpas com lengos de papel umedecidos com cloroformio. Em seguida foi
lavada com A4gua ultrapura trocando-se a agua por trés vezes. O controle deste
processo se faz aplicando uma compressdo na interface ar/agua, e apds a medida, a

pressdo e o potencial de superficie devem ser constantes e muito proximos de zero.

2.9 Preparaciio das monocamadas e vesiculas

2.9.1 Peptideo puro

Inicialmente foi preparada uma solu¢do contendo 0,5 mg/mL do peptideo
p24-1 em metanol e cloroformio (1:4). Uma aliquota desta solugdo (100 pL) foi
retirada com um pipetador automatico, e espalhada na interface ar/dgua entre as
barreiras méveis da cuba de Langmuir. Ap6s 10 minutos de espera, tempo necessario
para a evaporagdo total do solvente, foi iniciada a compressdao seguida das medidas
de potencial e de pressdo de superficie. Este procedimento foi realizado a fim de

averiguar se este peptideo formava uma monocamada estavel.

2.9.2 Monocamada mista

Foram preparadas trés solugdes equimolares dos fosfolipidios DPPC ¢ DPPG

e outra de peptideo p24-1 contendo 6,8 x 10* M cada solugdo. As trés solugdes
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foram feitas no dia em que foram utilizadas e vedadas com fita de teflon para que
ndo ocorresse evaporagdo do solvente durante o periodo de utilizagdo. A solugdo de
DPPC foi dissolvida em cloroformio, a solugdo de DPPG foi dissolvida em metanol e
cloroférmio (1:4) e a solugdo de p24-1 em metanol. O DPPG e o peptideo foram
dissolvidos em metanol devido a sua baixa solubilidade em cloroférmio. A Tabela 1

apresenta as massas molares e as concentragdes em mg/ml dos compostos descritos.

Tabela 1: Massas molares e concentragdes (mg/ml) do peptideo p24-1, e
dos fosfolipidios DPPC e DPPG.

Composto Massa Molar  Concentragéo (mg/ml)

DPPC 734 0,5
DPPG 744 0,5
P24-1 3215.,8 2,2

As solugdes equimolares de DPPC e p24-1 foram misturadas em quantidades
desejadas de DPPC/p24-1 (Tabela 2). O método empregado na preparagcdo das
monocamadas mistas foi o0 método do co-espalhamento, ou seja, foi retirada com um
pipetador automatico uma aliquota de 100 uL de cada solugdo mista e espalhada
sobre a subfase da 4gua ultrapura entre as barreiras moveis da cuba de Langmuir.
Apdés 10 minutos iniciou-se a compressdo dessas monocamadas, seguida pelas

medidas de pressdo e potencial de superficie ou microscopia no dngulo de Brewster.
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Tabela 2: Diferentes proporgGes em porcentagem de DPPC e p24-1 e a
suas massas moleculares média.

% em mol de DPPC % em mol de p24-1 Massa molecular média

100 0 734,0

99,95 0,05 735,2

99,9 0,1 736,5

99.8 0,2 738,9

99,7 0,3 741,4

99.6 0,4 743.,9

99.5 0,5 746,4

99 1 758.,8

2.9.3 Preparagdo das vesiculas multilamelares

As vesiculas multilamelares (MLV) foram preparadas inicialmente
dissolvendo 10 mg de DPPC em cloroférmio e evaporado com nitrogénio até formar
um filme fino no tubo. O filme de fosfolipidio ficou aproximadamente 12 horas em
um dessecador a vacuo, para a completa evaporagdo do solvente. Posteriormente este
filme foi hidratado com 1mL de 4gua ultrapura contendo 10 mM de NaCl. Para obter
as MLVs esta solugdo foi vortexada por um periodo de aproximadamente 30 minutos
ou até que a solugfo estivesse translucida. Apos a formacdo das MLVs foi
adicionado 0,25 mg/mL do p24-1. As vesiculas foram preparadas a 22°C,

temperatura na qual o fosfolipidio estd na fase liquido-cristalino. As misturas
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contendo vesiculas e peptideos foram avaliadas através de medidas de dicroismo

circular.

2.10 Medidas de pressdo e potencial de superficie

As isotermas de pressio de superficie foram realizadas empregando o método
de Wilhelmy, em que a placa de wilhelmy consistia de um retangulo de 2 cm x 1 cm
de papel, colocado perpendicular as barreiras moveis. O elevador da KSV foi movido
para mergulhar o papel de filtro preso a balanca eletronica  deixando

aproximadamente 2/3 da sua 4rea dentro da subfase aquosa.

As medidas de potencial de superficie foram realizadas utilizando o método
da placa vibrante (freqiiéncia 300 Hz) utilizando uma prova Kelvin com o eletrodo
de referéncia e a placa vibrante feitos de platina. Um outro elevador ¢ movido até
que a prova de potencial fique milimetros acima da subfase aquosa. Os valores da
pressio e do potencial de superficie sdo zerados ¢ em seguida sdo espalhadas as
moléculas na subfase. Apos o tempo da evaporagdo do solvente (10min) inicia-se a
compressdo das barreiras com uma velocidade estipulada de 10 mm/min até¢ a

formagdo de uma monocamada compacta.

Experimentos de histerese também foram realizados a fim de averiguar se
ocorreu perda de material para a subfase ¢ se a monocamada se mantém estavel.
Nestes experimentos a monocamada foi comprimida at¢ uma pressdo de superficie
fixada em 50 mN/m e depois expandida até o estado inicial. As histereses foram

conduzidas por 3 ciclos de compressio e expansdo da monocamada e a velocidade
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das barreiras foi a mesma utilizada para as isotermas, 10 mm/min. O tempo de espera

para cada inicio de compressdo ou de expansdo foi fixado em 60 segundos.

Para obter resultados reprodutiveis todas os experimentos tiveram a
temperatura controlada por um sistema de banho de circulagdio, que fica circulando

4gua no interior da cuba de Langmuir com uma temperatura de 22°C.
2.11 Medidas de microscopia no dngulo de Brewster

Os experimentos utilizando a microscopia no angulo de Brewster foram
iniciados com o ajuste do dngulo de Brewster para a subfase aquosa (proximo de
53%). Nesta condigdo, a luz era totalmente refratada e ndo se detectava qualquer
imagem, pois ndo havia luz refletida. Apos o ajuste do dngulo seguiu-se 0 mesmo
procedimento para a preparagdo da monocamada mista € o aparecimento das

imagens.
2.12 Medidas de dicroismo circular

Neste trabalho foram realizadas medidas de CD do peptideo p24-1 em
solugiio de 4gua e/ou metanol. Duas solugdes estoque de p24-1 (0,5 mg/ml.) foram
preparadas, uma em metanol € a outra em agua. Estas solugdes foram diluidas em
dgua ou metanol dependendo da proporgdo dgua:metanol desejada. A tabela 3 mostra

as proporgdes (dgua/metanol) em porcentagem utilizadas.
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Tabela 3: Proporgdes agua/metanol utilizadas nas medidas de dicroismo
circular para o peptideo p24-1.

Nlamostra 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

% metanol 0 5 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100

%agua 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 5 0

Em todas as medidas de dicroismo circular as amostras foram acondicionadas
em cubetas de quartzo circulares com caminho 6tico de Imm, com monitoramento
num intervalo de comprimento de onda de 195 a 250 nm. Todos os espectros
resultantes foram médias de 16 varreduras e tratados através de desconvolucdo

utilizando o programa SELCON 1143,
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Capitulo 3

RESULTADOS E DISCUSSOES

Uma andlise inicial do peptideo p24-1 (AAMQMLKETINEEAAEWDRVHP
VHAGPIA) foi realizada através do indice de hidropaticidade de cada residuo de
aminoacido que o constitul. Estes valores foram calculados usando o método
desenvolvido por Kyte e Doolitle!*”. De acordo com estes dados foi tragado um perfil
comparativo para os 29 residuos de aminoacidos presentes no peptideo p24-1. A
figura 15 demonstra que este peptideo ndo apresenta uma regido dominante
hidrofilica ou hidrofobica. A partir desta analise ndo foi possivel fazer uma avaliagdo

do comportamento deste peptideo quando em contato com moléculas anfifilicas.

indice de Hidropatia
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Figura 15: indice de hidropatia para cada residuo de aminoécido do p24-
1 a partir da seqiiéncia N-C terminal.
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3.1 Analise da estrutura do peptideo p24-1

O peptideo p24-1 foi analisado por dicroismo circular (CD) em solugdo
aquosa ¢ em diferentes proporgdes de metanol. O espectro obtido para o p24-1 em
solugiio aquosa apresentou um minimo acentuado em 201,6 nm e outro discreto ao
redor de 221nm (figura 16). Esta mesma figura também representa os espectros deste
peptideo em diferentes proporgdes (dgua:metanol). Na presenga de 10% de metanol,
ocorreu um deslocamento do minimo para 202,6 nm e comecou acentuar-se¢ O
minimo ao redor de 221 nm. Esta tendéncia foi mais evidente quando se aumentou a
concentragio de metanol. Estas andlises foram necessarias para avaliagdo do
comportamento estrutural do peptideo p24-1, quando em contato com metanol e/ou
dgua, uma vez que este peptideo foi dissolvido em metanol puro e posteriormente a

solugiio foi colocada em contato com a subfase aquosa da cuba de Langmuir.

Os minimos sio bem definidos para estrutura secundiria de conformagdo
hélice o, onde a banda negativa em 222 nm representa a transigdo n-n¥, polarizada
paralelamente ao eixo da hélice. A banda negativa em 208 nm e a banda positiva em
190 nm sdo resultantes do desdobramento da banda de absorgio n-m* dos
componentes polarizados: paralelamente a0 eixo da hélice (208 nm) e

perpendicularmente ao eixo da hélice (190 nm B
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Figura 16: Espectro de CD do p24-1 em é4gua (—), metanol 10% (—),
metanol 20% (—), metanol 30% (—), metanol 50% (-—), metanol 60%
() emetanol 70% ( ).

Foram realizadas as desconvolu¢des dos espectros do p24-1 em solugdo
aquosa € na presenga de 70% de metanol, utilizando o método SELCON-18 (Tabela
4). Os resultados obtidos para o espectro da p24-1 em solugéo aquosa foram: 9% de
hélice, 27% de estrutura beta e 64% de elementos desordenados, e para o espectro da
mistura p24-1 em 70% de metanol foram: 30% de hélice, 18% de estruturas beta €

52% de elementos desordenados.
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Tabela 4: Fragdes de estruturas secundarias obtidas a partir da
desconvolugdo dos espectros do peptideo p24-1 em solugdo aquosa e na
presenga de metanol.

Peptideo p24-1  Hélice a (%) Estruturas B (%) Desordenadas (%)

Solugdo aquosa 9 27 64

70% de metanol 30 18 52

Ao adicionar metanol na solugfo, ficou evidente a ocorréncia de indugdo na
estrutura hélice-o, ao passo que aumentou a proporgdo de metanol o espectro
mostrou um deslocamento nos minimos indicando uma maijor porcentagem de hélice
o Isso ocorre até 70% de metanol que foi o maximo de hélice que se pode observar
utilizando este solvente. A induciio de formagdo de hélice por solventes polares ¢
bastante citada na literatura™!. A estabilizagio da estrutura hélice do peptideo ¢
devida 4 ocorréncia de ligagdes de hidrogénio intramoleculares. O metanol, o TFE
(trifluoroetanol) € outros alcoois estabilizam a estrutura, em hélice, pois ndo
competem com as ligagdes de hidrogénio intramoleculares do peptideo tdo
efetivamente quanto a agua. Além de disso, a incorporagdo de alcool diminui a

constante dielétrica do meio fortalecendo essas ligagdes.

A estrutura secundaria também foi avaliada através de modelo tedrico de
estrutura por homologia. Foi utilizando o SWISS-MODEL (Protein Modeling

Server)*8)

, baseado na andlise comparativa de seqiiéncias homologas com
determinadas regides de estruturas de proteinas catalogadas no banco de dados.

Neste caso a analise foi baseada na estrutura da proteina do capsideo do HIV-1
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denominada p24[49’5°’5”. A figura 17 representa a estrutura do peptideo p24-1 na

seqiiéncia N-C terminal, gerada pelo programa RasMol!,

Figura 17: Predi¢do da estrutura secundaria do p24-1, obtida através do
Swiss-Model e gerada no programa RasMol. Figura do peptideo na
seqiiéncia N-C terminal.

O resultado obtido na previsdo tedrica apresentou homologia com a estrutura
da regido correspondente a proteina p24. Aproximadamente 70% do peptideo
compde uma hélice-o. do N-terminal até o residuo Val’®, seguida por uma regifio nfo
ordenada contendo os 9 residuos de aminoécidos restantes. Nota-se que este valor de
70% de hélice é muito maior que o obtido experimentalmente nas solugdes de p24-1
(tabela 4), em que o maximo de hélice foi 30% na mistura dgua-metanol (com 70%
de metanol). A razfio para a discrepancia ¢ que a previsdo tedrica é baseada na
estrutura da proteina p24*! que possui outros residuos de aminoécidos que

favorecem uma estrutura estavel.

46



3.1.1 Andlise do p24-1 na presenga de vesiculas multilamelares

As vesiculas multilamelares (MLV) constituidas por DPPC foram objetos de
estudos para uma possivel avaliagdo estrutural do peptideo na presenga das
moléculas de fosfolipidios organizadas. O p24-1 na presenga das MLVs foi analisado
por dicroismo circular (CD). O comportamento estrutural do peptideo em solugdo
aquosa contendo 10 mM de NaCl, apresentou minimo acentuado em 200,6 nm ¢
outro bem discreto proximo de 222 nm (figura 18). Na presenca da MLV o espectro

de CD do peptideo apresentou minimo acentuado em 205,6 nm e em 222,2 nm.

A desconvolucdo desses espectros foi realizada utilizando o método
SELCON-1*¢! como mostrado na tabela 5. A desconvolugo do espectro do p24-1
na presenga das MLVs de DPPC mostrou uma maior porcentagem de hélice-a (24%)
quando comparado com o espectro do p24-1 em solugio aquosa contendo 10 mM de
NaCl (9%). Este efeito também estd descrito na literatura para outros peptideos,
sugerindo que vesiculas de fosfolipidios também induzem formagdo de hélice. Isso
ocorre devido as interagdes eletrostaticas provenientes da densidade de carga e da
forca idnica da superficie de contato e também da interagdo lipl’deo-peptideolm. A
partir desses resultados pode-se propor que as monocamadas de DPPC também

induzem a formagéo da estrutura secundéria do peptideo.
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Figura 18: Espectro de CD do p24-1. (—) em solugo aquosa com 10mM
de NaCl e (—) na presenga de vesiculas multilamelares.

Tabela S: Fragbes de estruturas secundarias obtidas a partir da
desconvolucdo dos espectros do peptideo p24-1 em solugio aquosa
(10mM NaCl) e na presenga de vesiculas multilamelares (10 mM NaCl).

Peptideo p24-1 Hélice o (%) Estruturas B (%) Desordenadas (%)
10 mM de NaCl 9 27 64
10 mM de NaCl e MLV 24 24 52
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3.2 Analise da interacdo do peptideo p24-1 com monocamadas de DPPC

Estes estudos foram iniciados preparando-se uma monocamada do peptideo
puro para averiguar a formagfo da monocamada estavel na interface ar/dgua. Foram
espalhados 100 pL da solugdo contendo 0,5 mg/mlL do p24-1 e monitoradas as
isotermas de pressdo e potencial de superficie em fungdo da 4rea por molécula. A
isoterma de pressdo de superficie teve um pequeno aumento sem nenhuma inclinag&o

ingreme atingindo um maximo de 5 mN/m. O potencial nfo apresentou alteragdes

consideraveis que indicam formagdo de uma monocamada (figura 19).
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Figura 19: Medidas de isoterma de pressdo de superficie e potencial de
superficie em relagéio a area por molécula de p24-1.
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Estes dados demonstram que as moléculas de p24-1 néo ficaram organizadas
sobre a superficie da subfase aquosa da cuba de Langmuir. Assim, ficou
demonstrado que o peptideo ndo formou uma monocamada nestas condigdes,

provavelmente ficando dissolvido na subfase aquosa.

3.2.1 Histerese da mistura DPPC e p24-1

O fato de o peptideo ndo formar uma monocamada estavel levanta a hipotese
de que ao longo de ciclos consecutivos de compressdo e relaxamento de uma
monocamada mista (DPPC/p24-1), ocorreria perda de material. Isto pode ser
verificado com medidas de histerese com ciclos de compressio € expansao
consecutivas da monocamada. A figura 20 ilustra a formaggo da monocamada mista
(DPPC/p24-1 0,4% mol) durante 3 ciclos de compresséo e expansio. Nota-se que as
isotermas de pressio e potencial de superficie se sobrepdem a cada ciclo de
compressdo e expansdo. Este resultado permite afirmar que houve um tipo de
interagdio estavel entre o peptideo e a monocamada de DPPC, portanto ndo ocorrendo

perda significativa de peptideo, pelo menos para baixas concentrag¢des.
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Figura 20: Histerese da monocamada mista de DPPC/p24-1 (0,4% mol

de p24-1). Pressdo (—) e potencial (—) de superficie versus area por
lipidio.

3.2.2 Isotermas de pressdo de superficie

Na figura 21 estfio apresentadas as isotermas de pressdo de superficie, a 22°C,
do DPPC puro e na presenga de diferentes concentragdes de p24-1 em fungéo de area

por molécula de DPPC.

Na isoterma do DPPC puro (curva preta) observou-se que até uma area por
lipidio de 90 A* a monocamada estava na fase gasosa (G), regido onde as moléculas

de DPPC se distribuem em uma grande area superficial e interagem fracamente entre
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si, sem induzir qualquer mudanga visivel na pressdo de superficie. A partir de 90 A?
observou-se o inicio do crescimento da pressdo superficial e as moléculas passaram
para a fase liquido-expandida (LE). A medida que prossegue a compressdo surge a
fase liquido condensado (L.C) com valor de pressdo proximo de 10 mN/m, em que as
moléculas estdio mais proximas umas das outras. Quando a presséo atinge o valor de
40 mN/m numa 4rea de 43 A%, fase condensada (C) ou sélida, as moléculas de DPPC

estdo completamente empacotadas, formando uma monocamada compacta (61

Os efeitos causados nas isotermas das misturas DPPC/p24-1, mesmo em
baixas proporgdes de p24-1, mostraram mudangas em todos os estagios da
compressdo, incluindo a regidio da transigio LE-LC, cuja forma € visivelmente
modificada. Na isoterma da mistura DPPC/p24-1 com concentragdo 0,05% mol de
p24-1 (curva vermelha) observou-se que a pressdo comegou a aumentar apos a area
de 95 A? sendo que para a isoterma do DPPC puro a pressdo iniciou em 90 A% Na
fase condensada referente a pressdo de 40 mN/m, a isoterma da mistura aparece
numa érea de 46 A’ apresentando uma diferenca de 3 A? em relagio ao DPPC puro.
Nas concentragdes de 0,1 e 0,2 % mol de p24-1 (ndo mostrado) o efeito observado

fo1 0 mesmo.

Para as propor¢des de 0,3; 0,4 e 0,5% mol de p24-1 as monocamadas
encontram-se mais expandidas, a transicgdo LE inicia-se em 100, 108 ¢ 110 A?
respectivamente, € na fase solida com pressdo proxima de 40 mN/m, apresentaram
areas de 47, 51 e 53 A% respectivamente. Em concentragdes mais altas de p24-1 as
isotermas seguem o mesmo perfil que as de baixas concentragdes, mantendo os

deslocamentos na 4rea por molécula de DPPC puro. Quando utilizamos
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concentragdes muito elevadas (acima de 5% em mol) ocorreu uma contragdo na
monocamada, sugerindo uma saturagio da monocamada, e provavelmente estaria

ocorrendo passagem de p24-1 para a subfase aquosa.
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Figura 21: Isotermas de pressdo de superficie para diferentes proporgGes
em mol do peptideo p24-1. DPPC puro (—) ¢ DPPC na presenga de
0,05(—); 0,3(—); 0,4 (—); 0,5( )e5( )% em mol de p24-1.

A influéncia do peptideo na monocamada em trés diferentes regides das
isotermas de pressdo de superficie (1 mN/m, transicdo LE-LC e 30 mN/m) foi

avaliada e esta representada na figura 22.
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Na regiio em que a pressdo ¢ de ImN/m (curva preta) a presenca do p24-1
promoveu expansdes nas monocamadas de DPPC, mesmo quando a concentragdo do
peptideo era muito pequena. Para a menor concentragéo estudada, 0,05%mol de p24-
1, ocorreu uma expansio da monocamada de 5% em 4rea. Para as concentragdes
intermediarias 0,1; 0,2 ¢ 0,3% mol de p24-1 surgiu um patamar no qual a area por
molécula nfo aumentou significativamente € manteve uma expansdo proxima de 8%
em area. Nas concentra¢des acima de 0,3% mol de p24-1 (0,4 e 0,5%) observou-se
um crescimento acentuado na area de 18 e 20% respectivamente. Para valores de
altas concentracdes (1, 5 e 10% mol de p24-1) a monocamada sofreu expansido ndo
linear de 14, 31 e 20% em 4rea respectivamente. Existe uma tendéncia de contragio
da monocamada para valores de altas concentragdes, que pode ocorrer devido a

saturagdo de material e perda para a subfase.

Na transi¢do de fase LE-LC (curva vermetha) a expansio é menos acentuada,
mas com o mesmo comportamento da curva referente a4 regido ImN/m. Na
concentragdo de 0,05% mol de p24-1 a monocamada expandiu 3% em area. O
patamar se manteve para concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,3% mol de p24-1 com uma
expansdo proximo de 5%. Nas concentragdes de 0,4 ¢ 0,5% mol de p24-1 observou-
se um aumento na area por molécula de DPPC de 14 e 19% respectivamente, e para
as concentracdes mais elevadas como 1, 5 e 10% mol ocorreu uma descontinuidade

havendo expansdes de 13, 27 e 14% respectivamente.

Na regiio de pressio 30 mN/m (curva azul), o perfil da curva continuou
sendo o mesmo que obtido para as outras regides ja descritas. Em 0,05% mol de p24-

1 a monocamada expandiu 6% em é4rea. O patamar apresentou uma expansdo de 7%
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nas concentragdes 0,1; 0,2 ¢ 0,3% mol de p24-1. A mesma elevagio acentuada
ocorreu para as concentragdes de 0,4 e 0,5% mol de p24-1 (expansdo de 17 € 22%

em area) e ocorreu a descontinuidade para as concentragdes muito altas (1, 5 e 10%).
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Figura 22: Raz30 entre a area de DPPC/p24-1 (A) e DPPC puro (Ay) das
isotermas de pressio de superficie versus a concentragiio molar das
misturas. Curva (—) referente a regiio | mN/m, curva (—) transi¢do LE-
LC e curva (—) regido 30 mN/m.

O comportamento das isotermas demonstrou que o p24-1 altera o estado da
monocamada de DPPC mesmo em pequenas quantidades. Por exemplo, para 0,05%
mol de p24-1, que corresponde a uma relagdio de uma molécula de p24-1 em 2 mil de
DPPC, uma explicagdo para tal efeito é a possibilidade de ocorréncia de
cooperatividade entre as moléculas de DPPC, induzida pela interagdo com apenas

uma molécula do peptideo, que resultou em um efeito que pode ser medido.
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3.2.3 Isotermas de potencial de superficie

As isotermas de potencial de superficie das monocamadas de DPPC puro e
DPPC na presenca do p24-1 em fungdo da area por molécula de lipidio estdo
apresentadas na figura 23. O perfil das isotermas de potencial de superficie das
misturas DPPC/p24-1 ndio mudou significativamente quando comparado com a
isoterma do DPPC puro, diferentemente do ocorrido com as isotermas de pressdo de

superficie, em que a curva mudou de perfil com a presenca do p24-1.

Na regido da fase de transigdo LE-LC observada entre 0,25 ¢ 0,3 V ocorreu
um deslocamento de aproximadamente 7 A?. Este efeito ¢ notado para as curvas de
concentragdes 0,05 a 0,3% mol de p24-1, que ndo apresentam grandes diferengas
entre si. Para as concentra¢des de 0,4 e 0,5% mol de p24-1 as curvas praticamente se
sobrepdem ¢ apresentam uma expansio maior, aproximadamente 20 A’ Em
concentragdes mais elevadas, como 5% mol, o deslocamento da curva foi ainda
maior que 37 A’. Entretanto para estas concentragdes muito elevadas observou-se
também uma contracdo da monocamada, ou seja, ocorreu perda de material para a

subfase aquosa, 0 mesmo efeito visto para as isotermas de pressdo de superficie.
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Figura 23: Isotermas de potencial de superficie para diferentes
propor¢des em mol do peptideo p24-1. DPPC puro (—) e DPPC na
presenga de 0,05(—),0,3(--), 0,4 (—), 0,5 ( )e5( ) % em mol de
p24-1.

Para as isotermas de potencial de superficie também foi avaliada a influéncia
da presenca do peptideo na monocamada para diferentes regides de valores de
potenciais. As curvas foram obtidas através da razdo entre o momento de dipolo da
mistura DPPC/p24-1 (p) e o momento de dipolo do DPPC puro (1) das isotermas de
potencial de superficie versus a concentracdo molar do p24-1. Na figura 24 estdo

representados os graficos para as regides em que as pressdes de superficies estavam
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em 1 mN/m, transigio LE-LC e 30 mN/m. Para elaboragdo destes graficos o

momento de dipolo aparente foi calculado através da expressdo:

u=AVAg, (16)

onde AV é o potencial de superficie, A ¢ a 4rea por molécula ¢ & a permissividade
do vacuo’. O calculo da razdo entre momento de dipolo da mistura do DPPC/p24-1

¢ do DPPC puro a partir das isotermas de potencial ¢ dado por p/po.

Na curva para a regiio 1 mN/m (linha preta) a presenga de 0,05% do peptideo
p24-1 provocou um aumento no momento de dipolo de 10% em relagdo a
monocamada de DPPC puro. Aumentando as concentragdes para 0,1 a 0,3% mol de
p24-1 observou um patamar com as mesmas caracteristicas observada nas curvas de
A/A,, com o momento de dipolo maior (14%) em relagdo ao momento de dipolo da
monocamada de DPPC puro. A presenca de 0,4 ¢ 0,5% mol de p24-1 aumentou a
momento de dipolo em 34 e 39%, respectivamente. Para as demais concentragdes 1,
5 e 10% observou-se uma descontinuidade no momento de dipolo, similarmente ao

ocorrido para as isotermas de pressdo de superficie.

Na fase de transicio LE-LC (linha vermelha), o aumento no momento de
dipolo foi menor quando comparado com a regifio de 1 mN/m, mas mesmo assim o
crescimento ¢é notério. Na presenga de 0,05% mol o momento de dipolo teve um
aumento de 8%, e ocorreu um patamar no momento de dipolo (12%) nas

concentragdes de 0,1 a 0,3% mol de p24-1. Nas concentracdes de 0,4 ¢ 0,5% mol
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Wy

ocorreu um aumento ingreme do momento de dipolo para 27 e 33%,

respectivamente.

O perfil da curva na regido de pressdo 30 mN/m foi 0 mesmo para as regides
ja descritas, mas com decréscimo acentuado na presenga de altas concentragdes de
p24-1. Neste caso o aumento do momento de dipolo ¢ ainda menor quando
comparado com a regido da fase de transicdo. Na concentragdo de 0,05% mol de
p24-1 o aumento foi de 5% e nas de 0,1; 0,2 e 0,3% mol de p24-1 ocorreu o patamar
caracteristico, com um crescimento de aproximadamente 7% em relagdo ao momento
de dipolo da monocamada de DPPC puro. Para 0,4 e 0,5% mol de p24-1 o
crescimento ¢é visivelmente maior de 16 e 25%, respectivamente. Nas concentragdes
mais elevadas (1, 5 ¢ 10% mol) a curva sofreu um decréscimo no momento de
dipolo. Este efeito se deve a saturagdio de peptideo em altas concentrages,

favorecendo a perda do peptideo para a subfase aquosa.
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Figura 24: Razdo entre momento de dipolo do DPPC das isotermas de
pressdo de superficie DPPC/p24-1 e o momento de dipolo do DPPC puro
versus a concentragdo molar das misturas.



3.2.4 Microscopia no dngulo de Brewster

As figuras 25 e 26 mostram as micrografias obtidas através da microscopia no
4ngulo de Brewster para a isoterma de DPPC puro e da mistura DPPC/p24-1 (0,5%

mol) em vérios estagios da formagdo da monocamada.

Na monocamada de DPPC puro durante a fase gasosa foi possivel observar
pequenos dominios circulares distantes entre si. Com o inicio da compressdo estes
dominios comegaram a aumentar ¢ ficaram mais proximos uns dos outros, quando a
pressdo atingiu 10 mN/m (fase LE-LC) os dominios ficaram ainda maiores e adotou
formas irregulares. Entre 20 mN/m e 30 mN/m esses dominios comecgaram a
interagirem entre si e quando a press&o atingiu 40 mN/m (fase sélida) os dominios se

uniram formando uma monocamada uniforme e compacta. O comportamento da

[54]

.

monocamada de DPPC puro esta descrito na literatura

As micrografias da monocamada mistas (DPPC/p24-1 0,5% mol) na fase
gasosa apresentaram dominios circulares ¢ menores do que os dominios observados
para o DPPC puro, e em nimero maior. Na fase LE-LC e em todo processo de
compressio os dominios mantiveram a mesma forma e permaneceram pequenos. Ao
longo da compressdo os dominios ficaram cada vez mais proximos até atingir a fase
solida onde ocorreu a formagdo de uma monocamada compacta. Estes resultados sdo
consistentes com as expansdes observadas nas isotermas. Portanto, uma vez que
pequenas quantidades de peptideo afetaram significativamente a monocamada de
DPPC, enfatizando o efeito cooperativo. Os pequenos dominios nos filmes contendo

p24-1 parecem indicar que o peptideo impede a formagdo de agregados maiores de
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DPPC. E dificil saber se isto corresponde a uma tendéncia a ruptura da membrana,

mas esta € uma possibilidade.
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Figura 25: Isotermas de pressdo de superficie da monocamada de DPPC
puro (A) e da mistura DPPC/p24-1 0,5% mol (B) seguidas de
micrografias obtidas pela microscopia no dngulo de Brewster.
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Figura 26: Ampliagdo das micrografias representadas na figura 25 das
monocamadas de DPPC puro (esquerda) e da mistura DPPC/p24-1 0,5%
mol (direita) mostradas na seqiiéncia da compressdo das monocamadas.
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3.3 Analise da interaciio do peptideo p24-1 com monocamadas de DPPG

Devido & complexidade da membrana celular em seus diferentes
fosfolipidios, verificamos se o efeito cooperativo causado devido a interagdo do
peptideo p24-1 com a monocamada de DPPC seria somente uma particularidade
deste fosfolipidio neutro. Desde modo, iniciamos experimentos de monocamadas
utilizando um fosfolipidio carregado (DPPG). A figura 27 representa as isotermas de
pressio de superficie, a 22 °C, do DPPG puro ¢ na presenca de diferentes

concentracdes de p24-1 em fungdo de drea por molécula de DPPG.

As isotermas de pressio de superficie das misturas DPPG/p24-1
apresentaram-se expandidas em relagdo a isoterma do DPPG puro, mesmo para as
concentracdes baixas de p24-1. Na regidio em que as moléculas estdo empacotadas,
0,1% em mol de p24-1 causou uma expansdo de 4 A? na isoterma de pressdo de
superficie. Em uma concentragio maior de 1% em mol de p24-1, ocorreu uma
expansdo da monocamada de 8 A?. Entretanto, quando comparada com a isoterma de
pressio de superficie contendo 0,5% em mol de p24-1 em que a expansdo foi de 12
A?, observou-se uma contragdo na monocamada na concentragdo maior (1% mol de
p24-1). Isso estaria ocorrendo devido a perda de p24-1 para a subfase aquosa, quando
a monocamada esta no estado condensado e as moléculas de p24-1 sdo expulsas da

interface.
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Figura 27: Isotermas de pressdo de superficie da monocamada de DPPG
com diferentes propor¢des em mol do peptideo p24-1. DPPG puro (—) e
DPPG na presenga de 0,1 (—), 0,5 (—), 1 (—) % em mol de p24-1.

Foi avaliada a influéncia do p24-1 na monocamada de DPPG em duas regides
diferentes das isotermas de pressdo de superficie (1 mN/m e 30 mN/m), como
representado na figura 28. Na regifo de presso 1 mN/m a presenga do p24-1
promoveu grandes expansdes nas monocamadas de DPPG. Na concentragio de 0,1%
mol de p24-1, ocorreu uma expansdo de 10% na area por moléculas de DPPG ¢ para
as concentragdes 0,5 e 1% mol de p24-1 a monocamada expandiu 40%. Na regido
onde a pressdo é de 30 mN/m o perfil da curva modificou quando comparado com a

curva da regiio 1 mN/m e ficou evidente a ocorréncia de uma contragdo da
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monocamada na isoterma de maior concentragio (1% em mol de p24-1). Na
concentra¢do mais baixa (0,1% mol de p24-1) a monocamada expandiu 10% em area

e nas concentragdes maiores 0,5% € 1% a expansdio da monocamada foi de 30 e 20%

mol de p24-1.
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Figura 28: Razdo entre a drea da monocamada da mistura DPPG/p24-1
(A) e DPPG puro (A,) das isotermas de pressdo de superficie versus a
concentragio molar das misturas. Curva (—) referente a regifio 1 mN/m,
curva (—) transigdo regifio 30 mN/m.

O comportamento das isotermas demonstrou que este peptideo também
alterou o estado da monocamada de DPPG mesmo em pequenas quantidades (0,1%
em mol de p24-1) correspondendo a uma relagdo de uma molécula de p24-1 em mil
de DPPG. O efeito cooperativo também foi confirmado para as monocamadas de

DPPG, indicando que o p24-1 interage com a monocamada de fosfolipidio
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independentemente da carga da monocamada. Portanto este efeito pode ocorrer em

uma membrana mais complexa, como por exemplo, a membrana celular.

Em resumo, a interacdo do p24-1 com moléculas de DPPC e DPPG pode
estar ocorrendo via a porgdo C-terminal (seqiiéncia VHGPIA) devido aos seus
residuos hidrofobicos, for¢ando uma flexibilidade do peptideo devido a cauda
hidrofébica dos fosfolipidios e provavelmente induzindo estrutura hélice o na porgéo
N-terminal. Esta hipotese é baseada no trabalho realizado por Dixon et al.®? que
adicionaram residuos isoleucina nas regides N e C-terminal de um peptideo pequeno
(IICNNPHII) pertencente a uma regido ligante de anticorpo da hemaglutinina A. Eles
demonstraram que as porgdes N e C-terminais interagem com a porgao hidrofobica

do detergente que constitui as micelas.

A maioria dos trabalhos sobre interagdo de peptideos — ou outras moléculas
de interesse biolégico — com filmes de Langmuir de fosfolipidios ¢ feita utilizando-se
o protocolo no qual as moléculas sdo dissolvidas na subfase aquosa. Embora esta
abordagem seja mais proxima do que ocorre no sistema vivo, em que uma droga ou
substdncia de um meio aquoso se aproxima da membrana celular, ela tem a
desvantagem de nfio permitir uma informagdo detalhada da quantidade de moléculas
que estdo interagindo com o filme. Nesses experimentos, ¢ colocada uma grande
quantidade de moléculas na subfase, e entdo monitoradas as alteragdes nas
propriedades do filme de Langmuir. Entretanto, tais propriedades podem ser
alteradas mesmo sem uma interacdo direta das moléculas com o filme, mas
simplesmente porque a subfase esta diferente. Uma alternativa atraente ¢ 0 emprego

do co-espalhamento como fizemos neste trabalho, pois a quantidade de moléculas
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interagindo com o filme de Langmuir é conhecida com precisdo, desde que ndo haja

perdas para a subfase. Resultados anteriores (' *!!

mostraram que a alta afinidade de
moléculas como farmacos com a membrana é suficiente para impedir a perda para a

subfase, mesmo nos casos em que os farmacos sdo soliiveis em agua.

Especificamente com relagdo a interagio de peptideos, Trommeshauser et al.
empregaram os dois protocolos para investigar filmes de DPPC ¢ DPPG com o
peptideo  gp41ss. No  co-espalhamento, em particular, obtiveram efeitos
consideraveis na monocamada de DPPC, como mostra a figura 29, mas apenas ao
empregar grandes concentragdes do peptideo. Tais efeitos para as isotermas de
pressio de superficie sdo até menores do que os que relatamos na figura 21 para uma
concentragdo de apenas 0,05% mol de p24-1. E provavel que efeitos maiores
pudessem até ser observados para pequenas concentragdes de gp4lss, mas
Trommeshauser ef al. aparentemente ndo exploraram tais concentragdes, talvez por
acreditarem num crescimento monotdnico do efeito com a concentragdo. De fato, os
resultados desses autores mostraram que a expansdo do filme de DPPC cresce com a
concentragio de gpdlsys, e talvez poder-se-ia esperar que 0S efeitos para
concentragdes menores que 1% seriam despreziveis. De fato, na literatura diferentes
autores utilizaram concentracdes de moléculas de interesse biolégico cerca de 20
vezes maiores do que nos usamos (1% mol). Entretanto, sistemas biomimeticos
também sio utilizados para compreender o mecanismo molecular de agéo
farmacologica de muitas drogas que agem através de membranas. E o caso do
Dipiridamol (DIP), vasodilatador coronario e coativador de atividade anti-tumor, que
forma uma monocamada estdvel na interface ar/agua com lipideo zwiterionico

(DPPC) ¢ carregado negativamente (DPPG). A droga liga-se as moléculas de lipideo
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¢ observa-se uma mudanga no empacotamento ¢ densidade da monocamada durante
o processo de compressdo. O efeito depende da localizagdo da droga na
monocamada, protonagdo da droga e também da carga do lipideo. Através dos
resultados obtidos foi possivel propor a localizagéo do DIP na monocamada lipidica.
Neste estudo observaram como uma reverso na tendéncia de alteragdo do filme com
o aumento da concentracdo da droga, a relagdo droga/monocamada foi muito baixa
(0,2% mol de DIP) os autores propuseram que O efeito observado ilustra um

mecanismo cooperativo[s 81

Os resultados de expansio dos filmes de DPPC ¢ DPPG com a incorporagdo
de p24-1, obtidos neste trabalho, mostraram que ndo ha reversdo na tendéncia de
altera¢do do filme, outros resultados indicam uma saturagdo do efeito de expansdo,
provavelmente causada pela expulsdo das moléculas quando a concentragdo de p24-1
aumenta. A possibilidade de uma resposta cooperativa do filme de Langmuir, que
simula a superficie da membrana, ao peptideo p24-1 pode ser indicativo de que este
peptideo seja um alvo interessante como agente na atividade antiviral. Os dados de
microscopia BAM, por exemplo, mostram que o p24-1 de alguma maneira impede a
formagio de dominios grandes de DPPC, comuns no filme de Langmuir de DPPC
puro. Embora ndo se saiba se tal efeito € semethante 3 ruptura da membrana,
certamente a agdo do p24-1 ¢ de impedir contacto préximo de moléculas de DPPC
para a formagdo dos dominios. Note também que o maximo efeito pode ocorrer para
uma concentracio muito baixa, como nos resultados de dipiridamol de Caetano et
al®% ou seja, ha uma concentragdo na qual o efeito cooperativo ¢ amplificado. Este
tipo de resultado encontra paralelos na a¢o farmacologica nos seres vivos, em que

existe uma dosagem ideal.
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A partir dos resultados obtidos foi possivel propor interagdes do peptideo com
as monocamadas de fosfolipidios. A figura 29 representa as interagdes do p24-1 com
DPPC e DPPG, onde a seqiiéncia VHGPIA da porgdo C-terminal interage com a
cauda hidrofobica dos fosfolipidios e a porgdo N-terminal interage com a cabega

hidrofilica dos fosfolipidios ou pode permanecer livre na solugio.

a) b)
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Figura 29: Representagio esquematica das possiveis interagdes do p24-1
com as monocamadas de fosfolipidios. Seqiiéncia VHGPIA interagindo
com a cauda hidrofilica dos fosfolipidios € a porgdo N-terminal
interagindo com a cabega hidrofilica dos fosfolipidios (a) ou livre na
solugdo (b).
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CONCLUSOES

Os resultados da interagdo do peptideo p24-1 com as vesiculas multilamelares
(MLV) de DPPC e as monocamadas de DPPC e DPPG demonstraram os seguintes

efeitos:

a) O p24-1 apés a interagio com MLV de DPPC mostrou mudangas em sua
conformagiio, aumentando o conteudo de estrutura hélice a, sugerindo que

em contato com as moléculas de fosfolipidios induzem a mudanca

conformacional no peptideo.

b) A presenca de peptideos nas monocamadas de DPPC e DPPG alterou a
organiza¢do das moléculas, em pequenas quantidades equivalentes a 1:2000,
p24-1/DPPC e 1:1000, p24-1/DPPG, sugerindo um efeito cooperativo

induzido pelo mesmo.

c) A alteragdo morfolégica da monocamada de DPPC foi confirmada pelas
andlises feitas através da microscopia no angulo de Brewster. Esta técnica
mostrou que a interagdo DPPC/p24-1, induzem mudangas nos dominios em

todo o estagio de compressdo da monocamada de DPPC.
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PERSPECTIVAS

O trabalho apresentado aqui abriu vérias perspectivas de atividades futuras,

como as seguintes:

a)

b)

d)

Analisar a interagdo do peptideo p24-1 com vesiculas multilamelares (MLV)
constituidas de DPPG através de espectroscopia de dicroismo circular, para
verificar se este fosfolipidio induz estrutura secundaria ao peptideo. Realizar
medidas de isoterma de potencial de superficie das monocamadas mista
(DPPG/p24-1) a fim de averiguar a contribui¢do do momento de dipolo deste
peptideo e obter micrografias utilizando microscopia do dngulo de Brewster

para analisar sua morfologia.

Estudar monocamadas mais complexas utilizando diferentes fosfolipidios
misturados com colesterol, uma vez que a membrana celular € rica em

colesterol, e suas interagdes com o p24-1.

Utilizar sistemas que mimetizam a membrana celular empregando misturas de

fosfolipidios e colesterol e avaliando a interagéo destas com o p24-1.

Selecionar peptideos para posteriores estudos, in vitro, utilizando cultura

celular.

Todos estes experimentos tém como finalidade o conhecimento dos

mecanismos moleculares envolvidos na interagio de peptideos com membranas
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celulares, possibilitando o desenho de peptideos que possam atuar como inibidores

antivirais, para a identificagdo de uma nova classe de drogas.
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