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RESUMO

LOPES, J. L. S. Plantaricinal49 e analogos: atividade antimicrobiana, estudos
estruturais e mecanismos de ac¢do. 2010. 225 p. Tese (Doutorado) — Instituto de Fisica de
Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2010.

Peptideos antimicrobianos sdo vistos como alternativas promissoras a serem empregadas pela
indUstria farmacéutica no controle de infecgdes causadas por microrganismos, como também
na indastria alimenticia, onde podem desempenhar papéis como conservantes naturais de
alimentos. Plantaricinal49 é um membro deste grupo, composto por 22 residuos de
aminoacidos, com natureza catidnica e atividade inibitéria sobre algumas bactérias
patogénicas. Neste trabalho, foram sintetizados diferentes peptideos analogos a
Plantaricinal49 para investigar suas a¢es sobre microrganismos (bactérias e fungos), a fim
de correlacionar estes estudos com a acdo litica do peptideo em modelos de membrana
diversos (monocamadas e vesiculas fosfolipidicas). A interacdo de Plantaricinal49 com estes
sistemas foi monitorada pelas espectroscopias de dicroismo circular e fluorescéncia, ensaios
de tensdo superficial, calorimetria e ressonancia plasménica de superficie, e mostrou ser
altamente especifica para superficies fosfolipidicas que apresentam densidade de cargas
negativas, tais como a membrana celular de bactérias. A interacdo eletrostatica inicial que se
estabelece entre o peptideo e os fosfolipidios € de extrema importancia, sendo capaz de
induzir uma estruturagdo helicoidal na regido C-terminal do peptideo, enquanto a regido N-
terminal contribui com as interacGes hidrofébicas necessarias para a penetracdo do peptideo
nas camadas fosfolipidicas levando a ruptura das mesmas. De forma semelhante, a atividade
antimicrobiana de Plantaricinal49a (e alguns de seus analogos) também mostrou ser resultado
das interagdes das duas regibes da molécula, e foi afetada com a retirada ou modificacdo da
regido N-terminal do peptideo. Com a delecdo desta regido, o peptideo passou a ter somente
acao bacteriostatica sobre Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, perdendo a

capacidade bactericida.

Palavras-chave: Peptideo antimicrobiano. Bacteriocinas. Sistemas biomiméticos. Interacéo

peptideo-lipidio. Estudos espectroscépicos.






ABSTRACT

LOPES, J. L. S. Plantaricin149 and analogs: antimicrobial activity, structural studies
and mechanisms of action. 2010. 225 p. Thesis (Doctoral) — Institute of Physics of Séo
Carlos, University of Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2010.

Antimicrobial peptides are seen as promising alternatives to be employed in pharmaceutical
industry for controlling infections caused by microorganisms, and also in food industry,
where they can play roles as natural food preservatives. Plantaricinal49 is a member of this
group, constituted of 22 amino acid residues, cationic in nature and presenting inhibitory
activity against some pathogenic bacteria. In this work, different Plantaricinal49 analog
peptides were synthesized to investigate their action against microorganisms (bacteria and
fungi), with the aim of correlating these studies with the lytic action of the peptide on several
membrane models (phospholipid monolayers and vesicles). The Plantaricinal49 interaction
with these systems was monitored by circular dichroism and fluorescence spectroscopies,
surface tension assays, calorimetry and surface plasmon resonance, and showed to be highly
specific to phospholipid surfaces that present negative charge density, such as the bacteria cell
membrane. The initial peptide-phospholipids electrostatic interaction is extremely important,
and it is capable of inducing a helical structure in the peptide C-terminal region, while the N-
terminal region contributes with the hydrophobic interactions needed to the peptide
penetration in the phospholipid layers and to the disruption of them. Similarly, the
Plantaricinal49 antimicrobial activity has also proved to be a result of the interactions from
the two regions of the molecule, and it was strongly affected by the removal or modification
of the peptide N-terminal region. Promoting the deletion of this region has left the peptide
only with a bacteriostatic action against Staphylococcus aureus and Pseudomonas

aeruginosa, removing its bactericide ability.

Keyword: Antimicrobial peptide. Bacteriocins. Biomimetic systems. Peptide-lipid interaction.

Spectroscopic studies.
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1 INTRODUCAO

1.1 Antibiéticos versus resisténcia bacteriana

Até a primeira metade do século XX, muitos dos casos de infec¢des bacterianas estavam
acometidos a altas taxas de mortalidade, pois escassas eram as alternativas de terapia médica.
A descoberta dos antibidticos (1) e o desenvolvimento destas moléculas revolucionaram
completamente a histéria da medicina, de modo que, atualmente, existe um grande arsenal
disponivel desses farmacos antimicrobianos.

Em contrapartida, devido a grande expansdo desta terapia, o uso continuo de antibidticos
no mundo todo, associado as condicdes de higiene e saneamento, selecionaram
microrganismos resistentes a alguns destes farmacos, desenvolvendo os casos de
multiresisténcia bacteriana, no qual um grande nimero dessas novas cepas patogénicas teve
sua procriacao dentro dos proprios hospitais (2).

Isto aumentou consideravelmente o custo do tratamento das infec¢des e fez com que a
taxa de mortalidade devido a doengas infecciosas voltasse a crescer nas ultimas décadas.
Surgiu, entdo a urgente necessidade do desenvolvimento de novas estratégias para o controle
dessas enfermidades, seja pela descoberta constante de moléculas mais eficazes, ou pela
intensificagdo na busca por antibidticos sintéticos alternativos e/ou fdrmacos de fontes
naturais, a fim de substituir os antibioticos convencionais ou serem usados de modo
complementar (3,4). Essa busca motivou o interesse e os estudos num grupo de peptideos que
apresentam propriedades inibitorias frente ao crescimento de alguns microrganismos, tais

moléculas sdo chamadas de peptideos antimicrobianos (AMPs).

1.2 Peptideos antimicrobianos

Os peptideos, de um modo geral, tornaram-se uma classe de moléculas de crescente

importincia em bioquimica, quimica medicinal e fisiologia. Muitos peptideos naturais
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possuem diversas fungdes fisiologicas importantes, como hormonal, neurotransmissores,
citocinas e fatores de crescimento (5).

A descoberta de um grupo de polipeptideos catidnicos, relativamente pequenos,
contendo da por volta de 12 a 100 residuos de aminoacidos (6), capazes de inibir o
crescimento de microorganismos, firmou-se como uma das alternativas atualmente
empregadas na luta contra as infecgdes (7).

Peptideos antimicrobianos nativos estdo largamente distribuidos entre os organismos,
sendo encontrados em toda a escala evolutiva, desde procariontes até animais superiores como
mamiferos (8). Estes peptideos sdo produzidos como parte do sistema de defesa, onde
desempenham um papel fundamental na sobrevivéncia do proprio organismo (9), atuando
como uma das primeiras formas de defesa quimica das células eucaridticas contra invasao por
outro organismo vivo no combate das infecgdes (10).

A expressdao de um AMP pode ser constitutiva ou também induzida por um estimulo
infeccioso e/ou inflamatério. Nesse ultimo caso, a transcrigdo € iniciada a partir da invasao do
patogeno. Apos a traducdo da molécula, o peptideo passa por diferentes processos que
envolvem modifica¢des pos-traducionais, tais como a clivagem de uma proteina precursora,
amidacdo do C-terminal, e/ou formagao de ponte dissulfeto (4).

Alguns dos AMPs conhecidos apresentam espectro de acdo contra microorganismos
patogénicos, tais como: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Salmonella sp, Shigella sp, Vibrio cholerae, Pseudomonas sp, Bacillus cereus, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Clostridium tyrobutyricum, Clostridium sporogenes, e outros.

Mais de 957 peptideos diferentes com atividade antimicrobiana ja foram identificados
em diversos organismos (3,11) e muitos deles isolados e caracterizados, incluindo a classe das
cecropinas, identificadas em suinos (12), cujo importante representante ¢ a melitina (13), a
classe das magaininas, grupo de peptideos que foram descobertas na glandula granular do
epitélio da ra africana Xenopus laevis (9,14-16); as catelicidinas, isoladas de vertebrados, e
que apresentam um segmento N-terminal bem conservado que ¢ clivado proteoliticamente
para gerar o peptideo ativo; e as defensinas, grupo de peptideos ciclicos em mamiferos
(17,18) e também em invertebrados (6).

A Tabela 1 apresenta alguns dos AMPs mais conhecidos, bem como sua origem e
estrutura primaria.

Alguns AMPs apresentam baixa seletividade para bactérias, sendo também toéxicos para
células eucaridticas. Ja outros, ndo apresentam atividade hemolitica em concentragdes que

atuam como potentes agentes antimicrobianos. Deste modo, o entendimento dos fatores que
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governam a seletividade dos AMPs aos seus alvos ¢ crucial para o desenvolvimento de
farmacos baseados nessas moléculas (3). A seletividade dos AMPs parece estar relacionada as
diferentes composicdes lipidicas e as cargas presentes nas membranas externas das células

procarioticas e eucaridticas (19).

Tabela 1 - Origem e sequencia priméria de alguns dos AMPs mais conhecidos. Fonte: (3,16,20).

Peptideo Origem  Sequencia

Bombolitina I Inseto IKITTMLAKLGKVLAHV

Buforina II Anfibio  TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK

Cecropina A Inseto KWKLFKKTEKVGQNIRDG I IKAGPAVAVVGQATQIAK
Cecropina B2 Inseto RWKITFKKITEKMGRN IRDG IVKAGPAIEVLGSAKAI
Cecropina P1 Suina SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIATAIQGGPR
Ceratotoxina A Inseto SIGSALKKALPVAKKIGKIALPIAKAALPVAAGLVG
Crabrolina Inseto FLPLILRKIVTAL

Dermaseptin b Anfibio  DVLKKIGTVALHAGKAALGAVADTI1SQ
Dermaseptina B Anfibio =~ AMWKDVLKKIGTVALHAGKAALGAVADTISQ
Dermaseptina S~ Anfibio =~ ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADT I1SQGTQ
Magainina 1 Anfibio = GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS

Magainina 2 Anfibio  GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS

Mastoparana Inseto INLKALAALAKKIL

Melittina Inseto GIGAVLKVLTTGLPAL ISWIKRKRQQ
Pardaxina Peixe GFFALIPKIISSPLFKTLLSAVGSALSSSGGQE
PGLa Anfibio  GMASKAGAITAGKIAKVALKAL

Temporina L Anfibio FVQWFSKFLGRIL

Histatina 5s Homem DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

Algumas das estratégias para a otimizagdo de AMPs, no sentido de torna-los mais
estaveis e/ou ativos que a sua versao nativa, sdo o desenho e a sintese quimica de analogos e

de peptideos quiméricos. A sintese de analogos (de diferentes tamanhos e/ou substitui¢des)
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contribui com valiosas informagdes sobre o mecanismo de agdo, tanto sobre as regides que
teriam maior relevancia na atividade antibacteriana, como aquelas que se ligariam nas
membranas lipidicas; enquanto a sintese de peptideos quiméricos, contendo partes de dois ou
mais peptideos com propriedades antibidticas diferentes, representam uma maneira de
otimizar a a¢do destes num espectro mais amplo de microorganismos.

Além do seu apelo farmacologico, ¢ de se ressaltar que os AMPs também sao vistos
como alvos promissores na industria alimenticia, uma vez que a seguranga nos produtos
alimenticios se tornou uma crescente preocupacao internacional, e estas moléculas podem ser
utilizadas como conservantes de alimentos (21).

Geralmente, conservantes quimicos artificiais sao utilizados para evitar o crescimento de
alguns microrganismos em alimentos, mas a crescente preocupagdo dos consumidores, a
respeito dos potenciais riscos para a saude que algumas destas substancias podem ocasionar,
incentivou a investigagdo da aplicagdo dos AMPs como biopreservantes. Pois muitos AMPs
sdo isentos de cheiro e cor, ndo causam efeitos toxicos ou outro adverso ao serem ingeridas
(22), apresentam alta estabilidade térmica, alta resisténcia a variagdes de pH e a acdo de
algumas enzimas, ¢ podem, ainda, ser facilmente hidrolisados no trato digestivo (23). Deste
modo, AMPs foram considerados como substincias indcuas pela OMS, podendo ser

incorporadas em alimentos para humanos (24).

1.2.1 Mecanismo de acdo dos AMPs

Alguns mecanismos de agdo ja foram descritos com o intuito de explicar a ruptura das
membranas celulares que os peptideos antimicrobianos catidnicos causam (25). Estes
mecanismos sdo diferentes entre si, mas todos parecem depender do balango entre as
propriedades do peptideo em questdo e da composi¢do da membrana plasmatica do patogeno
a ser atacado.

Os mecanismos mais conhecidos descrevem que o peptideo adota uma estrutura
tridimensionall (a-hélice, folha-f3, loops B-estruturados, ou estruturas mistas) apds interagir
com a membrana bacteriana e se integrar a superficie externa dela. A partir desta etapa,
podem ocorrer a formagdo de discretos poros ou canais na membrana celular do
microrganismo que conduzirdo a depolarizacdo da bactéria, ou entdo a desintegracdo da

membrana promovida pela solubilizagdo dos componentes da membrana em agregados



Introducéo 37

micelares, ou ainda a translocagdo do peptideo através da membrana para alcangar um alvo
intracelular, no qual o AMP se liga a algum receptor de membrana para ser internalizado em
seguida.

Deste modo, o mecanismo de acdo de um AMP pode variar de acordo com a célula que
interage, e seu alvo pode ser tanto a membrana celular quanto alguma das organclas
intracelulares. Além disso, estes mecanismos também ndo precisam ser mutuamente
exclusivos. Um processo pode representar o passo inicial, ou o intermediario de outro.

Apesar das concentragdes relativamente elevadas que sdo necessarias para a atividade
dos AMPs (geralmente por volta de uM), seu mecanismo de agdo os torna interessantes
pontos de partida para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Como o modo
de agdo desses peptideos depende da sua interagdo com a bicamada fosfolipidica da
membrana celular via interacdes carga-carga e interagdes hidrofobicas, a aquisi¢do de
resisténcia ¢ restringida, visto que seria demasiadamente custoso, ou entdo, exigiria muitos
eventos mutacionais para um microorganismo alterar a composicao ou a organizacao dos seus

lipidios a fim de enfraquecer essas interagdes.

1.2.2 Bacteriocinas

Os AMPs produzidos e secretados por bactérias, capazes de matar ou inibir o
crescimento de cepas taxonomicamente proximas a que os produziu sdo definidos como
bacteriocinas (26). No entanto, alguns estudos demonstram que essa definigdo necessita ser
mais abrangente, pois bacteriocinas também impedem o desenvolvimento de bactérias que
nao tem relagdo taxondmica com a cepa produtora (27).

A classificagdo das bacteriocinas ¢ frequentemente revisada para refletir as similaridades
e diferengas observadas nos novos representantes descobertos. Baseado nas caracteristicas
estruturais, nas propriedades fisico-quimicas e moleculares, elas sdo divididas em trés classes
(24). A Classe I, chamada de lantibidticos, contém moléculas pequenas (menores que 5 kDa),
catidnicas, hidrofobicas, termicamente estaveis e produtos de modificagdes pos-traducionais.
Além disso, sdo caracterizados pela presenca de uma alta propor¢do de aminoéacidos ndo-
usuais (28).

Bacteriocinas da Classe II sdo moléculas variaveis em tamanho (geralmente entre 5 e 10

kDa), também catidnicas, hidrofobicas, termicamente estaveis, mas nao sofrem
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processamentos pods-traducionais, assemelhando-se aos AMPs produzidos por células
eucariontes, além de possuirem um amplo espectro de acdo. Algumas possuem pelo menos
duas cisteinas que formam ponte dissulfeto (29). Dentro desta classe, trés subgrupos podem
ser distinguidos: a subclasse lla ou das pediocinas, que apresentam uma forte acdo
antilisterial, um segmento muito conservado na regido N-terminal (YGNGVXaaC), e duas
Cys formando uma ponte dissulfeto na regido N-terminal do peptideo; subclasse Ilb,
bacteriocinas que requerem duas cadeias polipeptidicas para a completa atividade, sendo a
seqliéncia de aminoacidos diferente nas duas cadeias; € a subclasse llc, moléculas que nédo
pertencem aos primeiros dois grupos. A classe III das bacteriocinas ¢ representado por
proteinas grandes (maiores que 30 kDa), hidrofilicas e termicamente instaveis.

As classes I e II das bacteriocinas sdo as mais bem estudadas, consequentemente, sdo as
mais provaveis candidatas a serem usados na aplicacdo em alimentos. Quanto a0 mecanismo
de acdo dessas duas classes de bacteriocinas, sabe-se que tais moléculas perturbam a
integridade da membrana celular, o que conduz a um rapido efluxo de ions e soluto
citoplasmaticos, como conseqiiéncia ocorre uma parada instantdnea de todos os processos
biosintéticos (28). Muitos destes peptideos, carregados positivamente, formam hélices-alfa
anfipaticas na presenca de vesiculas lipidicas, sugerindo que a interagdo direta
lipidio/peptideo ¢ mais importante para sua atividade que a associagcdo especifica com um
receptor. Esta classe de peptideos exerce sua atividade antibiotica através da permeabilizacao
de membranas das células sensiveis. No entanto, os mecanismos de permeabilizacdo ndo sdo
totalmente conhecidos e varios modelos t€ém sido propostos para explicar as interagdes entre
polipeptideos e bicamadas lipidicas (30-32).

Os estudos da atividade biologica, mecanismos de agdo e aplicacdo das bacteriocinas
como biopreservantes ¢ limitado pelo elevado custo dos procedimentos para a obtengdo e
purificacdo dessas moléculas em suas fontes naturais, além do baixo rendimento no final do
processo. Desse modo, a obtencdo destes peptideos através da sintese quimica ¢ uma das
maneiras de vencer esta limitagdo, além de permitir o avango nos estudos sobre suas relagdes

de estrutura/fungao.
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1.2.3 Peptideos antimicrobianos de bactérias acido-lacticas

Bactérias acido-lacticas (LAB, lacti acid bacteria) sdo atualmente exploradas como um
reservatorio de AMPs com potenciais aplicagdes tecnoldgicas, sendo os organismos de
escolha de varios processos de fermentagdo de alimentos, porque sdo seguras de serem
consumidas (26,28). O mercado consumidor demonstra marcada preferéncia pelos alimentos
livres de aditivos quimicos, que sdo largamente usados como preservantes pela industria,
assim os estudos sobre o emprego tecnologico das LAB tem sido intensificado.

Além dos produtos finais derivados da fermentacdo de 4cidos organicos (latico, acético),
diéxido de carbono, peréxido de hidrogénio, diacetil, e outros (33,34) produzidos por estas
bactérias, que per si ja agem como preservantes, foram descritos peptideos com agdes
antimicrobianas, sobre os quais a industria alimenticia demonstra um grande interesse devido
suas potenciais aplicacoes (33,35).

Nesse sentido, foram descritas centenas de bacteriocinas, produzidas por cepas
selecionadas de diferentes origens (alimentos fermentados, frutas, intestino de animais, etc.
(36,37). Além de serem isolados de diferentes fontes, estes peptideos apresentam grande
variedade de tamanho, estruturas primaria e secundaria, (15, 16). Entretanto eles apresentam
caracteristicas comuns: a maioria € cationica, freqlientemente anfifilica e atuam alterando a
permeabilidade da membrana celular (38,39).

Os AMPS produzidos pelas LABs sdo empregados para fermentagdo e preservagdo de
uma grande variedade de produtos lacteos, como também na preservacdo de produtos
derivados de carnes e de vegetais, prevenindo assim o desenvolvimento de microorganismos
contaminantes ndo desejados, alguns exemplo estdo descritos na Tabela 2 (24).

Muitas bacteriocinas produzidas pelas LAB tém sido purificadas e caracterizadas (40), a
maioria delas pertence a classe II. Um dos grupos da LABs estudadas sdo as bacteriocinas

produzidas por Lactobacillus plantarum.
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Tabela 2 - Uso de AMP em produtos alimenticios

Alimento Origem (cepa) Atividade contra

Broto de feijao Lac. lactis subsp lactis (NisZ) L. monocytogenes Scott A
Leite de cabra Leu. mesenteroides Y105 L. monocytogenes
Linguica fermentada Lac. plantarum SA6 Lactobacillus sp

Linguica fermentada seca Lac. Lactis (NisA) L. monocytogenes
Linguiga seca Lac. plantarum UG1 L. monocytogenes, Bacillus

cereus, C. perfringens, C.

sporogenes
Presunto C. piscicola JG126 L. monocytogenes
Queijo francés macio Carnobacterium piscicola CP5  Carnobacterium, Listeria e

Enterococcus sp
Queijo francés tradicional Ent. faecalis EFS2 L. inocua

Rabanete Lac. lactis supsp. cremoris R Clostridium, Listeria
Staphylococcus e

Leuconostoc sp

Salada Waldorf Lac. plantarum BFE905 L. monocytogenes

Trigo Ent. faecalis 226 L. monocytogenes

Vegetais Enterococcus mundtii L.monocytogenes e C.
botulinum

1.2.3.1 Plantaricinas

Lactobacillus plantarum ¢ uma das cepas mais distribuidas na natureza com elevada
importancia em muitos processos de fermentagdo de alimentos € como um componente
natural da microflora intestinal, além de ser frequentemente usada na cultura de embutidos
(41), carnes, vegetais, silagem e certos produtos derivados do leite. Desta cepa, pelo menos 15
bacteriocinas ja foram descritas, de acordo com a Tabela 3 (42). No entanto, a maioria delas
foram somente identificadas, apenas poucas foram purificadas, seqiienciadas e parcialmente

caracterizadas.



Introducéo

41

Dentre as bacteriocinas da Tabela 3, entre as mais conhecidas e estudadas esta a

Plantaricina A (PInA) que ¢ um peptideo cationico com atividade antimicrobiana

permeabilizante de membranas que ¢ exportado para fora da célula por uma maquinaria de

secrecdo de bacteriocinas que reconhece especificamente uma seqiiéncia lider do peptideo

precussor de PInA (43). Com excecdo deste peptideo as informagdes estruturais sobre as

outras bacteriocinas de L. plantarum ainda continua limitada.

Em geral, as Plantaricinas sdo ativas contra espécies bacterianas relacionadas

estreitamente a cepa produtora, do ponto de vista taxonOmico, e apresentam uma ampla

variedade estrutural, o que ndo permite agrupa-las em uma unica classe de bacteriocinas.

Tabela 3 - Bactericinas produzidas por L. plantarum

Plantaricina Cepa

Plantaricina 149 L. plantarum NRIC 149
Plantaricina 35d L. plantarum 35d
Plantaricina 406 L. plantarum MI406
Plantaricina 423 L. plantarum 423
Plantaricina A L. plantarum C-11
Plantaricina B L. plantarum NDCO 1193
Plantaricina BN L. plantarum BN
Plantaricina C L. plantarum LL441
Plantaricina C19 L. plantarum C19
Plantaricina F L. plantarum BF001
Plantaricina LC74 L. plantarum LC74
Plantaricina S L. plantarum LPCO-10
Plantaricina SA6 L. plantarum SA6
Plantaricina SIK 83 L. plantarum SIK 83
Plantaricina T L. plantarum LPCO-10

Hé alguns anos, o grupo de Biofisica Molecular Sérgio Mascarenhas do Instituto de

Fisica de Sdo Carlos da USP, em colaboragdo com o Departamento de Quimica Organica da

Universidad Nacinal del Litoral, Santa Fé — Argentina, iniciaram os estudos para a construgao

de um peptideo antimicrobiano analogo a Plantaricina 149 e

sua caracterizagao
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estrutural/funcional (44). Tal peptideo mostrou atividades interessantes contra bactéricas

patogenicas ao homem, tais como Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.

1.2.3.1.1 Plantaricina 149 (PIn149)

PIn149 um peptideo antimicrobiano produzido pela cepa da bactéria lactica
Lactobacillus plantarum NRIC 149, inicialmente isolado em abacaxi. O AMP é composto por
uma cadeia polipeptidica linear de 22 residuos de aminoacidos
(YSLOMGATAIKQVKKLFKKKGG), termoestavel, de natureza cationica, sensivel a
papaina, tripsina e pepsina e sua atividade ¢ dependente do pH (maxima a pH 5,0). Seu
espectro de agdo inclui: Lactobacillus plantarum, L. delbrueckii, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L.helveticus, L.casei, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus acidilactici, P.
cerevisiae, Enterococcus hirae e Lactococcus (41).

As propriedades demonstradas para esta Plantaricina sintética a tornam atrativa para ser
utilizada na induastria alimenticia como preservante alimentar. Além disso, a atividade
detectada tanto a pH 5.0 como em pH 7.4 também desperta o interesse em investigar a sua
possivel utilizagdo a nivel terapéutico. Recentes trabalhos, demonstraram que Pln149a
sintética, inibe uma cepa de Staphylococcus aureus e quatro de Listeria monocytogenes com
efeito bactericida. Provavelmente, o mecanismo de acdo de PInl149 se assemelhe ao da
Plantaricina A quanto a capacidade de formar uma hélice anfipatica ao interagir com
componentes da membrana, induzindo alteragdes conformacionais nas mesmas. Por outro
lado, apesar da notoria identidade seqiiencial entre essas duas bacteriocinas, o espectro
antimicrobiano de PInl149 sintética mostrou-se diferente da Plantaricina A e também da
propria bacteriocina nativa, as quais ndo mostram atividade sobre as bactérias acima citadas,
ambas patdgenas encontradas em alimentos (44).

O espectro de dicroismo circular deste peptideo sintético, em solugdo aquosa, tem
estrutura ndo ordenada (86%), porém sua interagdo com micelas reversas de AOT (Aerosol-
OT [bis (2-etil-hexil) sulfosuccinato de sodio]), que mimetizaria um ambiente de membrana,
leva a mudancas conformacionais, mostrando um espectro tipico de proteinas contendo a-
hélices. A desconvolu¢ao mostrou valores de hélice ao redor de 74% e 26% de estruturas nao

ordenadas.
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Cabe ainda a realizacdo de estudos complementares e mais detalhados sobre o
mecanismo de acdo de PInl49 sintética frente a sistemas modelos de membrana mais
proximos as membranas celulares de bactérias, e também a investigacdo de sua acdo

antimicrobiana frente a diferentes tipos de microorganismos.

1.3 Objetivos

Com o objetivo geral de contribuir para a elucidagdo do mecanismo de acdo de
Plantaricina 149 e adquirir conhecimento sobre o bindmio estrutura/funcdo do peptideo, o
seguinte trabalho pretende caracterizar a interagdo deste peptideo com diferentes sistemas
modelos de membrana por meio de estudos conformacionais e ensaios de atividade
antimicrobiana do peptideo e peptideos derivados sobre diferentes cepas de bactérias e
leveduras.

De acordo com o objetivo geral do trabalho, as seguintes etapas foram desenvolvidas:
¢  Sintese de PIn149 sintética e outros peptideos andlogos em fase solida.
¢  Purificacio dos peptideos por técnicas cromatograficas, utilizando colunas de
cromatografias de fase reversa;
¢  Determinag¢do das massas moleculares, por Espectrometria de Massas, como critério de
homogeneidade e checagem da seqiiéncia de sintese, pela degradagdo automatizada de
Edmann;
¢  Estudo das propriedades de PIn149a em solugdo aquosa, em fun¢do do pH, adi¢do de
metanol e concentragdo ionica;
¢  Estudo da interagdo dos peptideos analogos da Plantaricina 149, monitorando a estrutura
secundaria dos peptideos por dicroismo circular na presenca e na auséncia de vesiculas
unilamelares;

¢  Selecao dos fosfolipidios (DPPC, DPPG, DPPS, DPPE, e outros) cuja interagcdo com os
peptideos seja mais significativa; analisando a interacdo em LUVs (Large Unilamellar

Vesicles);
¢ Investigagdo do micro ambiente dos fluoréforos presentes nos peptideos por

espectroscopia de emissdo de fluorescéncia;
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¢ Investigar a altera¢do da pressdo do empacotamento de monocamadas dos fosfolipidios
pela acdo de PIn149, e determinar possiveis concentragdes criticas de desestruturacao
dessas monocamadas;

¢  Utilizagdo da técnica de ressonancia plasmodnica de superficie para monitorar a interacao
destes peptideos com os fosfolipidios;

¢  Ensaios de ITC para determinar os parametros termodinadmicos da interagdo dos
peptideos com LUVs;

¢  Investigar a atividade hemolitica dos peptideos sintetizados

¢ Investigar o espectro de agao de PIn149a frente a diferentes bactérias patogénicas, e
determinar concentragdes inibitorias minimas frente a essas cepas;

¢  Avaliar a agdo de PIn149a frente a leveduras, tais como Saccharomyces cerevisiae;

¢ Investigar a acdo de PIn149 frente a células tumorais de mamiferos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2. 1 MATERIAIS

2. 1.1 Materiais e Equipamentos utilizados

. pHmetro;

° Termometros;

° Placas de Petri;

o Microplacas de 96 pocos;

o Tubos de polietileno e de vidro de fundo conico (5 e 15 mL, &mbar e transparentes);

. Sangue humano (obtido de doadores do grupo de Biofisica do IFSC);

e  Bomba de vacuo (Fisher Scientific);

. Geladeira (4° C) e freezer (-20° C) convencionais;

. Banho-maria (FANEM, Brasil);

° Vortex;

. Balangas analiticas e convencionais;

. Mini extrusor (Avanti Polar Lipids);

e  Thermobarrel Extruder, extrusor automatizado com fluxo sob pressdao de nitrogénio,
(Lipex Biomembranes Inc.);

e  Sonicador de ponta Sonic Dismembrator model 500 ((Fisher Scientific)

. Membranas de policarbonato/poliéster com poros de 100 nm (Whatman);

. Osmoémetro digital (Fiske One-Ten);

. Sistema centrifugo/liofilizador Savant (Speedvac);

o Sistema para cromatografia de alta pressdao HPLC (Bio-rad, Califérnia - EUA);

o Sistema para cromatografia de alta e baixa pressio AKTA purifier system (GE
Healthcare);

Cubetas retangulares de quartzo, caminho 6ptico 1 mm para CD;

Cubetas retangulares de quartzo, caminho optico 1 cm e 3 cm para fluorimetro;

Centrifuga de bancada Excelsa Baby II modelo 206-R (FANEM, Brasil);
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e  Centrifuga refrigerada comum (modelo 5B e RC5C plus, Sorval);

o Leitor de microplacas Model 2100 (Awareness Technology Inc.);

o Leitor de microplacas TP-reader (Thermoplate)

. Espectrofotometro mod U-2001 (Hitachi);

. Espectrofotometro mod U-2801 (Hitachi);

e  VP-ITC MicroCalorimeter (Microcal, MA-USA);

° Calorimetro Seratam Micro DSCII Set Soft 2000;

° Espectrofluorimetero Perkin-Elmer (Beaconsfield Bucks, UK) LS 50;

e Espectrofluorimetro ISS K2 (ISS Fluorescence, Analytical and Biomedical Instruments);

. Espectropolarimetro Jasco modelo J-815 CD Spectrometer (Tokio, Japao) acoplado com
banho TC-100 (Peltier) para experimentos de desnaturagdo térmica;

BIAcore X (BIACORE AB, Upsala, Suécia) e sensorchips HPA e L1;

. Seqiienciador automatizado de proteinas modelo PPSQ-23A Shimadzu (Kyoto, Japao);

Espectrometro de massa modelo Quattro 2 Eletrospray Triple Quadrupole MS
(Micromass, Manchester, UK);
. Tensiometro automatico modelo OCA-20 (Dataphysics Instruments GmvH, Alemanha)
contendo acessorio de oscilacao ODG-20;

. Microscopio Electronico de Varredura Zeiss-DSM 960 (Oberkochen, Alemanha)

2. 1.2 Reagentes e resinas

Os solventes e reagentes quimicos utilizados foram de grau para HPLC ou P.A. Sao
eles: Agua MilliQ, Acetonitrila (Fisher Scientific ou Aldrich), acido acético, acetato de sédio,
borato de sodio, fosfato de sdédio, NaCl, NaOH, metanol, cloroférmio, glutaraldeido, acido
perclorico, acido sulftrico, heptamolibdato de amoénio, acido ascorbico, citrato de sddio,
etanol, éter etilico, HCI, TFA (acido trifluoroacético, J.T. Baker), Tris-HCI, KH,PO4, HEPES
(acido hidroxietil-piperazinaetanosulfonico), NATA (N-acetil-triptofanamida), DMF (dimetil-
formamida, Dorwil) apés passagem por processo de destilagdo fracionada, DMF (grau de
sintese de peptideos, Applied Biosystems), piperidina, ninhidrina, PyBOP (hexafluorofosfato
de benzotriazoil-oxitripirrolidinofosfonio), DCM (diclorometano), TIS (triisopropil-silano),

HMDS (hexametildisilazano), Triton X-100, OGP (N-octil-glicopiranosideo), ANTS (4acido
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aminonaftaleno trisulfonico), DPX (p-xileno-bis-brometo de piridinio), EDT (etanoditiol),
DIEA (diisopropil-etilamina), os ativadores HOBt (hidroxibenzotriazol), TBTU (tetrametil-o-
benzotriazoil tetrafluoroborato-uronio) e HATU (hexafluorofosfato de azabenzotriazoil
tetrametil-uronio metanaminio), os carboidratos p-Manose, b-Galactose, bp-Glicose, b-
Maltose, p-Sacarose, o-metil-D-Manosideo, N-acetil-p-Galactosamina, Galactomanana e
Carragena.

Durante a sintese de peptideos utilizou-se a resina Rink Amide (resina 4-(2°,4’-
dimetoxifenil-Fmoc-aminometil fenoxi) (NovaBiochem), e a Tentagel R Ram (Rink Amide),
os seguintes aminodcidos: Noa-Fmoc-Ne-t-Boc-L-Lysine)-OH, N-Fmoc-Glycine-OH, Fmoc-
L-Phenylalanine-OH, N-Fmoc-L-Leucine-OH, N-Fmoc-L-Valine-OH, No-Fmoc-Ny-trityl-L-
Glutamine-OH, N-Fmoc-O-t-butyl-L-Serine-OH, N-Fmoc-O-t-butyl-L-Tyrosine-OH, N-
Fmoc-L-Isoleucine-OH, Fmoc-L-Alanine-OH, N-Fmoc-O-t-butyl-L-Threonine-OH, N-Fmoc-
L-Methionine(O)-OH, Na-Fmoc-Tryptophan(Boc)-OH (Calbiochem Novabiochem Corp,
California,USA).

As resinas cromatograficas utilizadas foram: Sephadex G-75 (Pharmacia LKB
Biotechnology, Uppsala, Suécia), coluna de fase reversa Cis (250 x 4.6 mm, particula 6 um
YMC Inc, Waters, Alemanha) e coluna Vydac C;s (250 x 10 mm, 10p).

Os demais reagentes estdo descritos ao longo da secdo métodos.

2.2 METODOS

2. 2.1 Sintese de peptideos

A sintese quimica direta de peptideos ¢ uma técnica que permitiu o avango nos estudos
de caracterizacdo estrutural/funcional, metabolismo e degradagdo, bem como nas diferentes
atividades bioldgicas e papéis que os peptideos podem desempenhar. Tal abordagem foi mais
facilmente difundida e explorada com o advento da sintese de peptideos em fase solida (SPPS,
Solid-phase peptide synthesis), que foi introduzida na comunidade cientifica pela primeira vez
por Bruce Merrifield em 1963 (45) e se tornou o método mais corriqueiro, mais conhecido e

mais simples para a constru¢do de peptideos sintéticos. Pois, além de ser uma técnica cujo
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procedimento fornece bons rendimento do produto final, ela permite a sintese de peptideos
naturais cuja expressao em bactérias ¢ dificil, e ainda, a incorporacao de aminoacidos nao
naturais nas cadeias polipeptidicas, ou mesmo a inser¢cdo de modificagdes nas cadeias
polipeptidicas sintetizadas, nas suas cadeias laterais e/ou nos seus grupos amino-terminais
(46).

As duas estratégias de SPPS mais utilizadas sao conhecidas como quimica de Boc (tert-
butil-oxi-carbonil) e quimica de Fmoc (9-fluorenil-metil-oxi-carbonil). Elas se distinguem,
principalmente, pelo tipo do grupo protetor que ¢ adicionado a por¢do amino-terminal do
aminoacido a ser utilizado na constru¢do do peptideo, que pode ser do tipo Boc ou entdo do
tipo Fmoc. Este grupo ¢ denominado prote¢ao temporaria e suas estruturas estdo mostradas na

Figura 1.
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Figura 1 — Protetores temporérios da quimica de Fmoc e Boc. Em cada uma das duas estratégias, estes
grupos estdo ligados ao N-terminal de cada um dos aminoacidos a serem usados na constru¢ao do
peptideo desejado, e serdo retirados antes do acoplamento do residuo de aminoacido seguinte.

Além dos grupos protetores Fmoc e Boc, alguns aminoacidos com cadeias laterais mais
extensas apresentam um segundo grupo protetor, chamado de protecdo permanente, a fim de
minimizar as possiveis polimerizagdes ou reagdes ndo desejadas destes grupos durante as
etapas de sintese. Estes grupos protetores dependem do grupo funcional do aminoacido e da
estratégia de sintese a ser utilizada. Eles s6 serdo retirados apds a incorporagdo do ultimo
residuo de aminoécido ao peptideo construido, geralmente no momento da clivagem do
peptideo da resina polimérica.

As resinas mais utilizadas na SPPS sdo as de poliestireno ou de poliamida. Elas sdo
pequenas particulas sélidas insoliveis e porosas que receberam tratamento com unidades

funcionais denominados conectores, sobre os quais a cadeia polipeptidica pode ser construida.
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O peptideo ¢ covalentemente acoplado a resina até a sua clivagem feita por reagentes tais
como o TFA.

De modo geral, o método da SPPS se baseia na unido do aminoacido da extremidade
carboxi-terminal (C-terminal) do peptideo a ser construido ao conector que estd acoplado ao
suporte polimérico insoluvel (resina) contido dentro de uma coluna. Este conector pode variar
de acordo com o tipo de polipeptidio que se deseja obter (peptideos-amida, carboxi-peptideos,
tipo aldeido).

O principio da técnica de SPPS para a elongacdo da cadeia polipeptidica se da mediante
a adicdo de aminoacido por aminodacido, através da repeticdo de ciclos de acoplamento de
aminoacidos que apresentem grupos protetores temporarios € permanentes convenientes (47).
A eliminagdo da protecdo temporaria ocorre antes da unido do aminoacido seguinte, conforme
esquematizado na Figura 2. A eliminagao do grupo protetor Boc, por exemplo, se d4 em meio

acido, enquanto a do grupo Fmoc ocorre em meio basico.

4 N\
Resina
& J
!
4 A
Desprotecao

§ )T

Acoplamento

Figura 2 - Esquema dos ciclos de reacdo de sintese de peptideos. Apos solvatagdo da resina, retirada dos
protetores temporarios e lavagens, a sintese de peptideos consiste numa série de etapas de
acoplamento e desprotecdo dos residuos de aminoacidos que sdo repetidas até atingir o fim da
seqiiéncia do peptideo de interesse.

Uma vez que o grupo amina da extremidade N-terminal do peptideo a ser construido se
encontre livre, pode-se, entdo, promover a sua ligacdo ao aminoacido seguinte, a fim de
formar uma ligacdo peptidica entre os dois residuos. Este processo de acoplamento requer a
ativacdo do grupo carboxilico do aminoécido a ser adicionado, de modo que este seja capaz

de reagir com a extremidade amino-terminal da cadeia polipeptidica crescente, conforme
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mostrado na Figura 3. Os processos de acoplamento e desprotecdo sdo repetidos quantas

vezes forem necessarias, a fim de que se complete a seqiiéncia de aminoacidos desejada.
Durante a sintese de peptideos em fase solida, para que se obtenha um bom rendimento

do peptideo final, uma etapa fundamentalmente importante ¢ assegurar que cada etapa de

acoplamento/desprote¢ado seja realizada com uma alta eficiéncia.
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Figura 3 - Esquema de SPPS com a estratégia de Fmoc. Apds solvatagdo e desprote¢do da resina (esfera
cinza), a sintese de peptideos consiste numa série de etapas de desprote¢do do grupo Fmoc (azul) e
acoplamento dos residuos de aminoacidos (tridngulos em verde). A ultima etapa da sintese ¢ a
clivagem da cadeia polipeptidica da resina polimérica, que acontece simultancamente a eliminagao
dos protetores permanentes adicionados as cadeias laterais dos residuos de aminoacidos (amarelo).
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Deste modo, de maneira oposta a sintese de proteina nos ribossomos, a técnica de SPPS
se da na dire¢ao do C para o N-terminal do peptideo, ou seja, o residuo que se deseja obter na
extremidade C-terminal do peptideo se acopla a matriz da resina, e o Ultimo aminoacido a ser
acoplado serd o residuo do N-Terminal. Uma vez sintetizada a cadeia polipeptidica, promove-
se a sua separacdo do suporte polimérico e a elimina¢do dos grupos protetores das cadeias
laterais dos aminoacidos, geralmente em uma Unica etapa.

Como a sintese de peptideos envolve varias etapas repetitivas, o uso de um suporte
solido para o crescimento da cadeia polipeptidica apresenta grandes vantagens em respeito a
sintese de peptideos em solucdo. Com este sistema pode-se utilizar um excesso de reagentes
que fazem com que as reagdes de acoplamento atinjam a maxima eficiéncia, atingindo bons
rendimentos. O fato de se trabalhar com o peptideo no suporte solido, facilita a eliminagdo do
excesso de reagentes e dos demais produtos de sintese por um simples processo de filtracao,
seguido por lavagens, faceis de serem automatizadas. O peptideo, uma vez imobilizado sobre
a fase soélida, ¢ retido durante o processo de filtragdao, no qual os reagentes da fase liquida e os
outros produtos da sintese sdo descartados. Além disso, todas as etapas de sintese podem

ocorrer num mesmo recipiente, sem nenhuma necessidade de transferéncia de material.

2. 2.1.1 Sintese do anélogo a Plantaricinal49

A construgdo do peptideo Plantaricina 149 sintético (PIn149a) foi realizada no
laboratério de Sintese de Péptidos Bioactivos da Universidad Nacional del Litoral, Santa F¢,
Argentina em colaboragdo com a Profa. Dra. Georgina Tonarelli e seu grupo de pesquisa,
durante a realizacdo de um treinamento em sintese de peptideos de dois meses em seu
laboratorio.

A sintese foi realizada de modo a fornecer peptideos tipo amida, ou seja com um
conector que fornecesse o peptideo final com um grupo carboxamida no C-terminal. As
etapas realizadas durante a sintese de PIn149a (YSLQMGATAIKQVKKLFKKKGG-amida) estdo

descritas abaixo:

a) Acoplamento - Partiu-se de uma quantidade de 151.2 mg de resina Rink Amide, com uma

capacidade de sintese de 0.54 mmol/g. Inicialmente, a resina foi solvatada em DMF por 20


http://en.wikipedia.org/wiki/N-terminal

54 Plantaricinal49 e anélogos: atividade antimicrobiana, estudos estruturais e mecanismos de acdo

min (3 ciclos), e em seguida desprotegida com piperidina 20% em DMF (2 ciclos de 20 min).
O monitoramento da eficiéncia das reacdes de desprote¢do e acoplamento foi realizado por
uma reacdo colorimétrica de ninhidrina, conforme descrito no método de Kaiser (48). Uma
vez confirmada a eficiéncia da desprotecdo da resina, o acoplamento do primeiro aminoacido
foi promovido solubilizando o dobro da quantidade de aminoacido que a resina consegue
acoplar (propor¢ao: 2 moles de aa: 1 mol resina) em DMF. Além dos aminoécidos utilizaram-
se os ativadores de acoplamento TBTU, HOBT, e DIEA, todos seguindo a mesma propor¢ao

2:1. A mistura foi colocada em agitacdo com a resina numa seringa por cerca de 50 minutos.

b) Desprotecdo - Uma vez verificado que o acoplamento foi realizado com sucesso, a resina
foi lavada 6 vezes com DMF (6 X de 3 mL). A etapa posterior foi a elimina¢do dos grupos
Fmoc do aminoacido acoplado com piperidina a 20% em DMF, seguida de novas lavagens
para a preparagdo para o proximo acoplamento. Esta etapa foi repetida de 2-3 vezes, até a

obtenc¢do de um ensaio de ninhidrina positivo para a desprotecao.

c) Clivagem - Apds o acoplamento do ultimo residuo de aminoacido e/ou das modificagdes
adicionadas no N-terminal dos peptideos, a resina foi lavada com DMF, e posteriormente os
peptideos foram clivados dela pela incubagdo com uma solugdo composta de 94% de TFA,

2.5% de TIS, 1% EDT e 2.5 % de 4gua milliQ.

Apb6s 3 horas de clivagem da resina, os peptideos foram filtrados da seringa,
precipitados em éter etilico gelado, e, posteriormente centrifugados a 3000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado algumas vezes com éter etilico,
promovendo a solubilizacdo num vértex, seguida de nova centrifugagdo. Este processo foi
repetido por 10 vezes, e por fim, o peptideo precipitado foi dissolvido em agua e levado a um

dessecador overnight para liofilizagao.

2. 2.1.2 Sintese do derivado com Serina

Outros 151 mg da resina Rink amide foram utilizados para a sintese de outro peptideo
analogo da Plantaricinal49, denominado PIn149S. Este peptideo contém a substituicdo do

residuo de Tyr na posi¢ao 1 de PIn149 para um residuo de Ser.
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PIn149S SSLOMGATAIKQVKKLFKKKGG-amida

Deste modo, as mesmas etapas de a), b) e ¢) da secdo 2.2.1.1 foram repetidas para que
todos os aminoacidos fossem adicionados a cadeia polipeptidica, e se adquirisse o peptideo

livre do suporte polimérico.

2. 2.1.3 Sintese dos derivados com modifica¢fes no N-terminal

Outro grupo de peptideos derivados de PIn149 foi sintetizado com o mesmo protocolo e
a mesma seqiiéncia de aminoacidos como PIn149a, mas promovendo a redu¢do do tamanho
do peptideo, iniciando com o residuo de Gly da posicao 6 e terminando com o Gly na posi¢ao
22. Para esta sintese, partiu-se de uma quantidade de 500.6 mg da resina Rink Amide, e
prosseguiram-se com as etapas a) e b) da secdo 2.2.1.1 até o adquirir a sequencia polipeptidica
de GATAIKQVKKLFKKKGG junto ao suporte polimérico.

Nesta etapa, a resina contendo a cadeia polipeptidica acoplada foi pesada e divida em
quatro partes iguais, de modo a seguir com quatro sistemas independentes de sintese. Apos o
acoplamento do ultimo aminoacido destes grupos e a divisdo da peptidil-resina nestas 4
partes, algumas modificagdes foram inseridas no N-terminal de cada uma das fracdes,

conforme descrito a seguir:

¢  Acetilacdo: nesta fragao da peptidil-resina, apés a realizagdo de um ciclo de desprotecdo
a adicao de um grupo acetil ao N-terminal dos peptideos foi promovida pela adicdo de 6 mL
de anidrido acético 20% em DMF por 5 min de incubagao, seguido pela adi¢do de 100 pL de

DIEA e incubacao por mais 30 min (ou até obter um ensaio de ninhidrina negativo);

¢ Acilagdo: a incorporagdo de um grupo acil (N-octil) ao N-terminal desta parte da resina
(0.125 g) foi promovida pela solubilizacdo do acido octandico (caprilico) em DMF, na
propor¢do 1:1 com a capacidade de acoplamento da resina, seguida pela adicdo de DIPEA,
HBOt e PyBOP, na mesma propor¢ao, ¢ incubacdo com a resina por 2 horas. Um ensaio

colorimétrico com ninhidrina confirmou a incorporagdo do 4cido ao N-terminal do peptideo.
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¢ Conservacdo do grupo Fmoc: nesta parte da resina ndo houve a etapa de desprotegdo,

gerando peptideos contendo o grupo Fmoc na extremidade N-terminal;

¢ Remocéo do grupo Fmoc: esta etapa ndo representou a inser¢do de um grupo funcional,
mas na realidade, consistiu de uma desprotegdo com piperidina 20% em DMF, gerando

peptideos com o N-terminal livre;

A etapa c) da se¢do 2.2.1.1 foi realizada com cada um destes sistemas de sintese, porém
a mistura de clivagem foi como descrita a seguir: 95% de TFA, 2.5% de TIS e 2.5 % de agua.
A composi¢ao desta mistura foi selecionada em fungdo dos grupos protetores das cadeias

laterais dos aminoacidos utilizados em cada sintese.

Desta forma, promoveu-se a sintese dos seguintes peptideos:

PIn149(6-22) GATAIKQVKKLFKKKGG-amida
Fmoc-PIn149(6-22) Fmoc-GATAIKQVKKLFKKKGG-amida
Ac-PIn149(6-22) Ac-GATAIKQVKKLFKKKGG-amida

Noctil-PIn149(6-22) N-octi I-GATAIKQVKKLFKKKGG-amida

2. 2.1.4 Sintese dos derivados com Triptofano

A intencdo dessa nova sintese foi incorporar um residuo de triptofano (W) ao peptideo
estudado para que se pudesse monitorar a sua vizinhanga por ensaios de emissdo de
fluorescéncia intrinseca, e determinar as constantes de ligagdo aos modelos de membrana
negativamente carregadas através de ensaios de titulacdo. Para isso, do peptideo nativo
PIn149 substituiu-se o residuo 17, que se trata de uma fenilalanina (F) para um residuo de W.

A sintese de peptideos derivados de PIn149 contendo o residuo de triptofano foi
realizada em duas etapas. Na primeira delas, 501.2 mg da resina Rink amide foram utilizados

para sintetizar 4 novos peptideos andlogos a PIn149, utilizando a mesma estratégia descrita na
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se¢do 2.2.1.3, porém substituindo-se o residuo de Phe por um residuo de Trp. Desta forma

foram sintetizados os peptideos:

PIn149W(6-22) GATAIKQVKKLWKKKGG-amida
Fmoc-PINn149W(6-22) Fmoc-GATAIKQVKKLWKKKGG-amida
Ac-PIn149W(6-22) Ac-GATAIKQVKKLWKKKGG-amida

Noctil-PIn149W(6-22) N-octil-GATAIKQVKKLWKKKGG-amida

J& na outra etapa, outros dois peptideos andlogos a PIn149 foram sintetizados, também
em fase solida de forma manual pela quimica de Fmoc, mas agora utilizando a resina Tentagel
R Ram (Rink Amide). A sintese destes dois ultimos peptideos foi realizada no Departamento
de Quimica de Péptidos y Proteinas, do Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC) do Instituto de Investigaciones Quimicas y Ambientales em Barcelona, Espanha, em
colaboragdo com a Dra. Isabel Haro, durante o periodo de realizagdo de estidgio no exterior,

onde permaneci neste grupo por 6 meses. Os novos peptideos andlogos foram denominados:

PIn149wW YSLQMGATAIKQVKKLWKKKGG-amida

PINn149WS SSLOMGATAIKQVKKLWKKKGG-amida

A estratégia de sintese esta descrita a seguir: Promoveu-se a solvatagdo de 1.0 g da
resina com uma capacidade de 0.2 mmol/g em DMF. As reagdes de desprotecdo do grupo
Fmoc foram realizadas com 20% de Piperidina (2 ciclos de 10 min), e as reagdes de
acoplamento, com o ativador HATU e a amina terciaria DIEA por 15 min. O monitoramento
da eficiéncia das reacdes de desprote¢do e acoplamento foram realizados pelo teste qualitativo
de ninhidrina. Antes do acoplamento do ultimo residuo de aminoacido, a peptidil-resina foi
divida em duas partes iguais. Em uma delas se realizou o acoplamento de um residuo de
Tirosina (Y), enquanto na outra parte, acoplou-se um residuo de Serina (S). Uma vez
completada a sintese da seqiiéncia peptidica, e antes de proceder com a clivagem, se eliminou
o grupo Fmoc do aminoacido N-terminal com piperidina, ¢ em seguida a resina foi lavada

com acido acético, éter etilico e diclorometano (5 ciclos cada) a fim de eliminar a DMF. A
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clivagem da resina e a desprote¢do das cadeias laterais do peptideo foram promovidas pela
incubacdo da peptidil-resina numa mistura de TFA (94%), TIS (1%), EDT (2.5%) e agua
(2.5%) por 4 horas, seguida por filtragao sob vacuo moderado.

Ap6s clivagem, o solvente foi evaporado na presenca de N; e a fracdo bruta do peptideo
foi precipitada em éter etilico gelado. Esta fracdo foi posteriormente centrifugada a 3000 rpm
por 5 min, na qual se descartou o sobrenadante e promoveu-se a solubilizacao do precipitado
em éter etilico por agitagdo em vortex, seguindo uma nova centrifugacdo. Por fim, apos 10
repeti¢des destes passos (ou ate desaparecerem os odores de tiol da amostra) o peptideo
precipitado foi dissolvido em uma mistura (1:1) de agua/acetonitrila, € em seguida, liofilizado

overnight.

Tabela 4 - Nome e seqUiéncia dos peptideos sintetizados. Trés grupos de peptideos foram definidos de acordo
com a similaridade na estrutura primaria. Entre os membros de cada grupo, as modificagdes estdo
localizadas apenas no N-terminal das moléculas. Deste modo, como a diregdo da sintese se da do C
para o N-terminal, a sintese de cada um desses grupos foi realizada simultancamente (num mesmo
sistema, exceto grupo I), e assim prosseguindo até o acoplamento do ltimo residuo de aminoacido
comum a todos os membros do grupo (Ser2 para o Grupo I e Gly6 para os grupos II e III). A partir
deste ponto a resina foi dividida em partes iguais e a sintese de cada peptideo prosseguiu
individualmente, adicionando o ultimo residuo de aminoécido ou um grupo Acetil, Fmoc ou N-octil.

Nome Sequéncia
Grupo 1 PInl49a YSLQMGATAIKQVKKLFKKKGG-amida
PIn149S SSLOMGATAIKQVKKLFKKKGG-amida
PIn149w YSLOMGATAIKQVKKLWKKKGG-amida
PIn149WsS SSLOMGATAIKQVKKLWKKKGG-amida
Grupo 11 PIn149(6-22) GATAIKQVKKLFKKKGG-amida
Fmoc-PIn149(6-22) N-Fmoc-GATAIKQVKKLFKKKGG-amida
Ac-PIn149(6-22) Ac-GATAIKQVKKLFKKKGG-amida
Noctil-PIn149(6-22) N-octi I -GATAIKQVKKLFKKKGG-amida
Grupo 111 PIn149wW(6-22) GATAIKQVKKLWKKKGG-amida
Fmoc-PIn149W(6-22) N-Fmoc-GATAIKQVKKLWKKKGG-amida
Ac-PIn149W(6-22) Ac-GATAIKQVKKLWKKKGG-amida

Noctil-PIn149W(6-22) N-octil-GATAIKQVKKLWKKKGG-amida
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2. 2.2 Caracterizacao dos peptideos

Apoés a sintese de cada um dos peptideos derivados de PIn149, foram checadas a
incorporacao de todos os residuos de aminoacido, a seqiiéncia correta da cadeia polipeptidica,
e a incorporac¢do dos grupos funcionais nos peptideos modificados.

Esta avaliacdo da estrutura primaria de Pln149a e peptideos derivados foi realizada
através da técnica de degradagdo de Edman e por experimentos de espectrometria de massas.

Nesta etapa, estimou-se também o ponto isoelétrico dos peptideos sintetizados.

2. 2.2.1 Degradacdo de Edman

Um dos protocolos atualmente mais utilizados para se determinar a seqiiéncia de
residuos de aminoacidos de uma cadeia polipeptidica inteiro ¢ o método da Degradagdo de
Edman (49), que consiste em marcar e remover sequencialmente um residuo de aminoéacido
por vez a partir da extremidade N-terminal do polipeptidio, deixando todas as outras ligagdes
peptidicas intactas. Tais analises de estruturais tiveram sua performance melhorada devido a
automatizacdo deste processo, em instrumentos denominados seqiienciadores, que mistura
reagentes nas propor¢des apropriadas, separa os produtos, identifica-os e registra os
resultados. Estes sequenciadores sao utilizados acoplados com cromatégrafos liquidos de alta
pressdo (HPLC) que fazem a identificagao dos residuos liberados em cada ciclo de reagao.

A andlise da seqiiéncia N-terminal das cadeias polipeptidicas dos peptideos foi realizada
num seqiienciador automatizado de proteinas, junto ao laboratério da Profa. Dra. Heloisa S. S.
de Araujo, do Departamento de Ciéncias Fisiologicas, da Universidade Federal de Sao Carlos.

Aliquotas (400 pmol) purificadas por RPC de Plnl49a, PIn149S, Pln149(6-22),
PIn149W(6-22), PIn149W e PIn149WS foram liofilizadas e ressuspendidas em agua e solucao
de Sequa Brene (Sigma-Aldrich, MA, USA) (v/v), e posteriormente aplicadas sobre um disco
de fibra especial (Wako, Osaka, Japao), previamente tratado com Sequa-Brene. O

seqiienciamento foi realizado sob as condi¢des recomendadas pelo fabricante.
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2. 2.2.2 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas (MS, mass spectrometry) ¢ uma técnica analitica muito
usada para identificar compostos, quantificar materiais, elucidar algumas propriedades
estruturais e quimicas de moléculas, em quimica de proteinas, para determinar as razdes
isotopicas dos atomos na amostra (50), entre outras. As moléculas a serem analisadas por esta
técnica, necessitam primeiramente ser ionizadas, ou seja, convertidas em ions por uma
utilizagdo de uma técnica de ionizacdo. Uma das mais empregadas na determinagdo de massas
moleculares ¢ a ionizagdo por eletropulverizagdo ou electrospray (ESI MS), na qual a solugio
de interesse ¢ bombeada num capilar metdlico mantido a um potencial (positivo ou negativo).
O campo elétrico leva a um acimulo de carga na ponta do capilar, seguida pela emissdo de
goticulas com excesso de carga que passam por um processo de evaporagdo do solvente e
fissdo eletrostatica que culmina com a expulsdo dos ions para a fase gasosa. Esta técnica
permite a determinag¢do de moléculas com altas massas moleculares, uma vez que ¢ capaz de
produzir abundantemente ions multiplamente carregados. A outra técnica de ionizagdo bem
utilizada ¢ a ionizacdo em matriz assistida por laser (MALDI MS), na qual a cadeia
polipeptidica ¢ colocada numa matriz que absorve a luz. Com um pulso curto de laser, o
polipeptideo ¢ ionizado e depois dessorvido da matriz para dentro de um sistema de vacuo.

Uma vez adquiridos os ions, a segunda etapa da técnica de MS ¢ analisar as razdes m/z
destes ions. Dentre os analisadores, o quadrupolo tem sido o mais comumente empregado em
equipamentos comerciais de uso geral. Neste tipo de filtro, os ions sdo injetados
paralelamente a quatro barras metalicas, as quais sdo aplicadas combinagdes de potenciais
elétricos de corrente continua (DC) e alternada (AC). A variacao dos potenciais DC aplicados
as barras metalicas faz com que somente ions com uma determinada relagdo m/z tenham
trajetdrias estaveis e cheguem até o final do percurso (51).

Outro tipo de analisador ¢ o TOF (Time of Flight), que se baseia no fato de que a
diferenga de massas entre os ions gerados, ¢ a responsavel pela diferenga no tempo de véo dos
mesmos através do espago entre a amostra e o detector, uma vez que a diferenca de potencial
ao qual estardo submetidos os ions € constante. Desta forma, quanto mais leve o ion, mais
rapido este voard e atingira o detector em menor tempo.

A MS também ¢ um método utilizado para seqilienciar cadeias polipeptidicas, o que
confere a possibilidade de identificar proteinas desconhecidas. Tal informagdo provém da

técnica conhecida como MS sequencial, ou MS/MS. Nesta técnica um polipeptideo com
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determinada razdo m/z ¢ selecionado num primeiro espectrometro e, em seguida, fragmentado
numa camara de colisdo, a maioria das quebras ocorre nas ligagdes peptidicas. Ao sair desta
camara, o ion passard por um segundo espectrometro que medird as razdes m/z dos
fragmentos liberados, tornando possivel a identificacdo de cada residuo na sequencia
polipeptidica.

Os peptideos derivados de PIn149 foram analisados por MS para se determinar suas
massas intactas e também checar a sequencia de aminoacidos em MS/MS. As amostras foram
analisadas no espectrometro ESI/TOF-MS junto ao laboratério do Prof. José César Rosa do
grupo de Quimica de Proteinas do Hemocentro de Ribeirdo Preto, e também no UPLC
acoplado a um ESI/TOF-MS (Waters) do laboratorio de Analise de Massas do Instituto de
Quimica Avanzada de Catalunya em Barcelona.

Aliquotas dos peptideos foram solubilizadas em uma mistura (1:1) de ACN e agua

milliQ e analisadas em cada espectrometro.

2. 2.2.3 Ponto isoelétrico

O célculo tedrico do ponto isoelétrico (pI) de cada um dos peptideos sintetizados foi
realizado através do software Compute pl/MW for Swiss-Prot do site EXPASy Proteomics

Server (52) que usa os valores de pK dos aminoacidos descritos em Bjellqvist et al. (53).

2. 2.3 Purificacao dos peptideos

Ap6s sintese e clivagem de cada um dos peptideos andlogos de PIn149, a purificacao
destas moléculas foi realizada por cromatografia de fase reversa em sistema High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) num aparelho analitico-semipreparativo marca
Gilson (USA), com a coluna Vydac C;g, ou entdo num cromatografo de alta e baixa pressao
AKTA purifier system (GE Healthcare), com a coluna YMC-Pack Polymer Cs.

As colunas foram previamente equilibradas com o solvente A (TFA 0,1% em H,0), e

cada um dos peptideos (1 mg) foi solubilizado neste solvente A, aplicados no cromatografo, e


http://ca.expasy.org/tools/pi_tool-ref.html
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posteriormente eluidos num gradiente de 0 a 70% do solvente B (TFA 0,1%, acetonitrila 90%
em H,0O) durante 40 minutos, sob um fluxo de 1 mL/min. A elui¢do foi monitorada em 220
nm e as fragdes correspondentes de cada amostra foram coletadas, diluidas em dgua e secas

em sistema SpeedVac ou liofilizadas para os estudos posteriores.

2. 2.4 Ensaios de Atividade Bioldgica

Devido ao grande nimero de fung¢des que podem desempenhar dentro e fora de
organismos vivos, os peptideos tornaram-se uma classe de moléculas de crescente
importancia em bioquimica, quimica medicinal e fisiologia. Muitos peptideos naturais
apresentam diversas atividades biologicas diferentes, tais como regulagdo de acdo hormonal
(54,55), interagdes do tipo enzima/substrato (56), citotoxicidade, indugdo de apoptose celular
(57), interagdo do tipo antigeno/anticorpo (58), inibi¢do de microorganismos (59). A fim de
detectar as possiveis atividades biologicas de PIn149a, diferentes ensaios foram realizados

com esta molécula.

2.2.4.1 Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica de PIn149a e dos demais analogos foi investigada segundo o
método descrito por Castro et al. (60) com algumas modificacdes. Resumidamente coletou-se,
sangue humano e, em seguida, promoveu-se 3 lavagens com uma solugdo de PBS (pH 7.4)
contendo 0.15 M NaCl, na qual descartava-se o sobrenadante (incluindo série branca).
Preparou-se, entdo, uma suspensdo eritrocitos 1 % em PBS. Cada um dos peptideos foi
diluido serialmente em tubos de vidro (partindo-se da concentracdo de 500 uM até 1 uM), e
estes foram incubados com a suspensdo de hemécias a 37 °C por 1 hora e centrifugados a
3000 g. O sobrenadante foi coletado e distribuido numa microplaca de 96 pogos, onde o grau
de hemolise foi avaliado espectrofotometricamente pela leitura da absorbancia em 405 nm
numa leitora de microplacas, fornecendo uma medida da liberacdo de hemoglobina das

células vermelhas.
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A lise completa das hemdcias (100%) foi obtida com o uso de Triton X-100 e um
controle com PBS foi definido com 0% de hemolise A porcentagem de hemolise foi calculada

pela equagdo 8

A o [APeptideo - APBS]
T [ Ao — Aves ]

2.1)

2. 2.4.2 Inibicao do crescimento de microorganismos

A fim de melhor caracterizar o espectro de a¢ao antimicrobiana de PIn149a, agao do

peptideo foi testada contra varias cepas bacterianas e fungos patogénicos. Além disso, foram
investigados também, os peptideos analogos: PIn149S, PIn149(6-22), Ac- PIn149(6-22), N-
octil-PIn149(6-22) e Fmoc-PIn149(6-22) para que se pudesse comparar o efeito causado na

atividade antimicrobiano devido as modificagdes presentes nos peptideos.

Os ensaios de inibicdo do crescimento de bactérias e fungos patogénicos aqui descritos
foram realizados na Universidade Federal do Ceard, no Laboratério de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Vania Maria Maciel de Macedo, com a

ajuda da doutoranda Denise Hissa.

2. 2.4.2.1 Ensaio Antibiograma

O ensaio antibiograma foi realizado a fim de medir a susceptibilidade/resisténcia de
alguns microorganismos a a¢do de PInl49a e formas modificadas. O ensaio procedeu-se
conforme descrito pelo método de difusdo em discos por Bauer e colaboradores (61).
Suspensdes de cada microorganismo em solugdo salina (NaCl 0.85%) foram ajustadas para
uma concentragio de 10" UFC/mL (o que corresponde a uma absorbancia de 0.100 em 600
nm) e, posteriormente, foram semeados homogeneamente em placas de Petri contendo meio

solido. Em seguida, 15 pL de cada peptideo (a uma concentracio de 1 mg/mL) foram
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depositados sobre discos de papel de filtro (diametro5 mm) que, em seguida, foram
uniformemente espalhados sobre a placa. Dois discos em cada placa foram utilizados como
controles. Um deles (positivo) continha antibiotico Tetraciclina (TET 30); e o outro, apenas
agua estéril. As placas foram incubadas a 38 °C durante 24 horas, e a inibi¢do do crescimento
microbiano foi avaliada pela formagao de halos de inibi¢ao ao redor dos discos.

Neste ensaio, foram testadas cepas de bactérias Gram (+), Gram (-) e leveduras. Sao
elas: Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Klebisiella
pneumonia ATCC 10031, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Salmonella choleraesius ATCC 10708, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Pichia membranaefaciens, Candida tropicalis (efluente da LUBNOR), Candida albicans
14053, Candida crusei 6258, Lactobacillus sp L1, Lactobacillus sp L9, Lactobacillus sp L15,
Lactobacillus sp L18. Todas estas cepas estdo localizadas na micoteca/bacterioteca do
laboratorio de Ecologia Microbiana da Universidade Federal do Ceara.

Os meios de cultura solidos utilizados foram o Lactobacilli para as bactérias lacticas;

meio Mueller Hinton para as demais bactérias; e meio Sabouraud para as leveduras.

2. 2.4.2.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (MIC)

Os ensaios para determinar a MIC de Plantaricina 149 sintetico e demais analogos sobre
diferentes microorganismos foram realizados com base no ensaio em meio liquido (62) com
algumas modificagdes. Inicialmente, uma solu¢do do peptideo foi diluida seriadamente (1:1,
1:2, 1:4, etc.) em agua estéril numa microplaca de 96 pocos. Em seguida, uma suspensao de
cada um dos microorganismos em meio de cultura teve sua turbidez ajustada para uma
absorbancia de 0.010 em 600 nm (10° UFC/mL). Esta suspensio foi adicionada a cada um dos
pogos numa propor¢ao 1:1 (v/v) com o peptideo.

Dois controles foram utilizados neste ensaio: um positivo, que continha a suspensao de
bactérias e agua no lugar do peptideo; e um negativo, contendo a suspensdo de bactérias e
Formaldeido 0,4%.

A microplaca foi incubada a 37°C por 24 h, sendo realizadas leituras perioddicas da
absorbancia em 630 nm a cada 6 h. Apds o periodo de incubacdo, o crescimento/inibi¢cdo do

microorganismo foi estimado através da comparacao da turbidez com a dos pogos controle. A



Materiais e Métodos 65

MIC foi tomada como a menor concentragdo do peptideo capaz de reduzir o crescimento do
microorganismo por 50% ou mais (MICs), ap6s as 24h de incubacao.

No ensaio, foram utilizados 50 uL dos peptideos PIn149, PIn149S e demais analogos do
grupo Il a uma concentracao inicial de 3 mg/mL e 50 uL da suspensdao do microorganismo. O
ensaio foi realizado em duplicata com as cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Staphylococcus aureus ATCC 25923. O meio de cultura utilizados foi o Caldo Mueller
Hinton. Também foram avaliadas a atividade inibitdria de PIn149a ¢ PIn149S sobre Candida
albicans e Lactobacillus L18, partindo de uma concentragio inicial do peptideo de Img/mL e
utilizando os meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) e Lactobacilli MRS,
respectivamente.

Apos este ensaio, para verificar o0 mecanismo de acdo de cada peptideo, se bactericida
ou bacteriostatico, aliquotas (5 pL) de cada um dos pogos foram subcultivadas em placas de
Petri contendo meio de cultura solido, preparado na auséncia do peptideo. As placas foram
incubadas a 37 °C, por 24 horas, ¢ o crescimento observado através da presenga ou auséncia

de coldnias no local de depdsito de cada aliquota.

2. 2.4.3 Atividade contra Saccharomices cerevisiae

Uma colonia de S. cerevisiae foi utilizada para pré-inocular 1 mL do meio de cultura
liquido Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) que foi deixado crescer overnight, sob
agitacdo de 200 rpm, a 30°C. Apds crescimento, uma pequena aliquota desta cultura (10 pL)
foi depositada em um frasco contendo PIn149a (80 uM) e 5 mL do meio YEPD. Esta cultura
teve sua turbidez monitorada apds em 600 nm 16 e 24 h de incubag@o. Um controle (meio de
cultura na auséncia do peptideo) foi mantido sob as mesmas condi¢cdes e monitorado neste

intervalo de tempo.

2. 2.4.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Um ensaio de inibi¢do do crescimento de leveduras foi observado por MEV a fim de

observar possiveis alteragdes morfologicas na cultura de células remanescentes apos a agao do
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peptideo. As medidas de MEV foram realizadas no microscopio eletronico de varredura
Zeiss-DSM 960 da Fundagdao de Apoio a Fisica e Quimica do Instituto de Fisica de Sao
Carlos.

O protocolo de preparacdo das amostras a serem visualizadas estd descrito a seguir:
Culturas frescas de Saccharomyces cerevisiae foram inoculadas em 500 pL de meio de
cultura YEPD na presenga ¢ na auséncia do peptideo PIn149a (1 mg/mL). Desta cultura,
diferentes aliquotas foram tomadas ao longo do tempo de crescimento da levedura, em
intervalos de 6, 12 e 24 h de incubagdo. Cada uma dessas aliquotas foi diluida em tampao
PBS 0.1 M (pH 7,4) para um volume final de 1 mL, e em seguida filtrada em membranas de
acetato de celulose (poros de 0.45 um). A membrana foi, entdo, lavada em NaCl 0,9% para
remog¢ao do excesso de amostra, € em seguida passou pelo processo de fixacdo do material
retido pela sua incubagdo em tampéo fosfato contendo glutaraldeido 2,5% por 12 h, a 4 °C.
Ao final do processo, trés outras lavagens da membrana em tampao fosfato foram realizadas.

A membrana passou ainda pelo processo de desidratacdo através da sua incubagdo em
solugdes de 50, 70, 80, 90, 95 e 100% de etanol, seguida por secagem em dessecador
overnight e deposi¢do de 1 mL de HMDS sobre ela. Uma vez desidratada, a membrana foi
montada sobre suporte apropriado para MEV (denominados Stubs) para passar pelo processo
de metalizagdo, onde ocorre a impregnacao com ouro, a fim de ser posteriormente observada

no microscopio de varredura eletronica sob um feixe de 25 kV.

2. 2.4.4 Inibicéo do crescimento de celulas tumorais

Ensaios para avaliar a citotoxicidade de PIn149a, PIn149(6-22), Ac-PIn149(6-22),
Fmoc-PIn149(6-22) e Noctil-PIn149(6-22) em células de cancér de prostata da linhagem Du-
145 foram realizados no Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal de
Sao Carlos, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Regina Cominetti.

Diferentes concentragcdes de cada um dos peptideos (10, 50 100 e 200 nM, e também
1, 5, 10, e 20 uM) foram incubadas com células Du-145, na concentragao fical de 5x10*
células/100pL em uma placa de 96 pocos. A mistura foi incubada durante 1h a 37°C em

estufa contendo 5% CO; e em seguida adicionou-se o reagente MTT. A placa foi incubada
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por mais 4h nas mesmas condigdes acima e em seguida lida em leitor de placa de ELISA com
comprimento de onda de 595nm.

2. 2.5 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

O fenémeno de dicorismo circular (CD, do inglés Circular Dichroism) ¢ observado
como propriedade de moléculas que possuem centros assimétricos (centros quirais). Estes
centros sdo os responsaveis pela absor¢do diferenciada das componentes polarizadas da luz
circular (63,64).

A espectroscopia de CD em peptideos e proteinas ¢ uma ferramenta muito utilizada no
estudo de mudancas conformacionais (sofridas devido a variagdes de solventes, temperatura e
de pH), na interacdo com ligantes e em ensaios de desnaturagdo e renaturagcdo de proteinas
(65,66). Os principais centros quirais das cadeias polipeptidicas, os C,, estdo ao longo da
cadeia principal, portanto, seus espectros de CD na regido entre 180 ¢ 260 nm (regido do UV-
distante) fornecem informagdes capazes de caracterizar e discriminar estruturas secundarias
(a-hélice, fitas-B, voltas e estruturas ndo-ordenadas) presentes nestas moléculas (67,68). A
Figura 4 mostra os espectros de CD de proteinas compostas por diferentes tipos de estrutura

secundaria.
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Figura 4 - Espectro de CD de varios tipos de estrutura secundaria. Os espectros representam o-hélice (—),
folha-B (- - - -), voltas-P (") e estrutura irregular ("' - -). Modificada a partir de Kelly & Price, 1997.

A estimativa do contetido das fragdes de estrutura secunddria de uma proteina ¢ feita
com base num grupo de proteinas de referéncia que possuem estrutura secundaria e espectros
de CD conhecidos. Tal estimativa estd apoiada na idéia que o espectro de CD de uma proteina
qualquer pode ser descrito por uma combinacdo linear de todas as fragcdes de estrutura
secundaria que a constitui. Com o auxilio de programas computacionais, que utilizam
diferentes métodos de desconvolugao, sdo extraidas as componentes comuns dos espectros de
CD da proteina analisada e a porcentagem que as mesmas representam no espectro (68,69).
No entanto, dada a complexidade do espectro, a determinacdo quantitativa da estrutura

secundaria de uma proteina apenas por analise do espectro de CD ¢ muitas vezes inviavel.

2. 2.5.1 Peptideos em solugdo aquosa

Apos processo de purificagdo, aliquotas de cada um dos peptideos derivados de PIn149

foram diluidas em agua e também em tampao Hepes 10 mM, pH 7.4, (0.2 mg/mL) e seus
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espectros de dicroismo circular foram registrados na faixa de 190 a 250 nm como uma média
de 16 varreduras. Estas medidas foram realizadas em cubetas retangulares de quartzo com
caminho optico de 1 mm, a 25°C. Os espectros originais passaram pelo processo de subtragao
das contribui¢des do solvente, e pelo Filtro de Fourier, de modo a preservar as bandas tipicas
de cada espectro, por fim, os resultados foram expressos em elipticidade molar (9).

As contribuigdes de estrutura secundaria pelo espectro de CD das moléculas estudadas
foram realizadas utilizando o pacote de desconvolugdo CDPro (68), com os programas
Selcon3, Continll ¢ CDSSTR, utilizando um grupo de proteinas de referéncia contendo 56

espectros de CD (70-72). Alternativamente, o contetido helicoidal ( f.,...) de cada espectro

helice
nas diferentes condicOes descritas nesta se¢ao foi também estimado utilizando-se o tratamento

de Chen (73), que se baseia no valor da elipticidade em 222 nm (6,,,,,) € no nimero de

residuos de aminodacidos (n) do peptideo, segundo a equagio:

f R [€222nm]
heliee 39500 (1-2.75/n)

(2.2)

2. 2.5.2 Presenca de Metanol

O efeito da presenca de metanol na estrutura secundaria dos peptideos foi investigado
pela técnica de CD, pela incubagdao de PInl49a (0.2 mg/mL) na presenca de diferentes
composi¢des de Metanol (0, 5, 10, 20, 40, 50, 60, 80 ¢ 90 %) seguida pelo registro de cada

espectro de CD e avaliagdo do seu conteudo helicoidal.

2. 2.5.3 Presenca de Carboidratos

A fim de monitorar possiveis mudancas conformacionais na estrutura secunddria de
PIn149a quando na presenga de carboidratos, o espectro de CD deste peptideo (0.2 mg/mL)
foi tomado quando incubado com: p-Glicose p-Galactose, p-Manose,, b-Maltose, p-Sacarose,

a-metil-p-Manosideo, N-acetil-pD-Galactosamina, Carragena e Galactomanana. Todos os
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carboidratos foram utilizados numa concentragao de 0.1 M e os seus respectivos espectros de

CD foram subtraidos do peptideo.

2. 2.5.4 Presenca de vesiculas fosfolipidicas

O estudo da interacdo de PInl49a com vesiculas fosfolipidicas se deu com a
construcdo de sistemas modelos de membrana, no qual diferentes fosfolipidios foram

utilizados para uma melhor mimetizacao das membranas biologicas reais.

Devido a sua estrutura ser semelhante a de uma membrana celular, as vesiculas
fosfolipidicas representam os modelos de membrana mais utilizados. Neste sistema, as
cadeias acil-graxas dos fosfolipidios interagem entre si para evitar o contato com a agua, e se
unem formando uma bicamada lipidica circular que apresenta em seu interior um conteudo
aquoso. Elas sdo classificadas de acordo com o tamanho (gigantes, grandes e pequenas) e com
o numero de bicamadas contém (uni ou multilamelares).

Para os ensaios de CD, vesiculas unilamelares grandes (Large Unilamellar Vesicles,
LUV) foram preparadas com cada um dos fosfolipidios: 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
[Phospho-rac-(1-glycerol)] (DPPG), 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DPPC),
1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-L-Serine] (DPPS), 1-palmitoyl-2-oleoyl-glycero-3-
phospho-rac-glycerol (POPG), 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine (DPPE),
1,2-Dilauroyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DLPC), 1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-
Phosphoethanolamine (DSPE) 1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocoline (DMPC); todos
adquiridos de Avanti Polar Lipds, Inc.

O protocolo utilizado para a preparagdo das LUVs esta descrito a seguir. Cada um dos
fosfolipidios foi solubilizado em cloroférmio, ou uma mistura de cloroférmio/metanol 4:1
(v/v), em tubos de vidros previamente limpos e secos. Este solvente foi vagarosamente
evaporado sob um fluxo de N, seguido por secagem em sistema SpeedVac ou liofilizadora
por 2 horas, a fim de formar um filme fino na parte inferior do tubo. Posteriormente, o filme
foi hidratado e ressuspendido até homogeneizagdo em agua ou solugdo tampao apropriado a
fim de obter as vesiculas multilamelares (MLVs) formadas pela incubagdo do tubo por 1 h
numa temperatura acima da temperatura de transi¢do de cada um dos fosfolipidios (41°C,

41°C, 63°C, 54°C, 23°C, -1°C e 74°C para DPPG, DPPC, DPPS, DPPE, , DLPC, DMPC e
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DSPE, respectivamente). Apds este tempo, as vesiculas multilamelares foram levadas ao
extrusor mantido sob temperatura controlada, utilizando membrana de corte de 100 nm

(Avanti Polar Lipids) para a formacao das vesiculas unilamelares.

O monitoramento das interacdes entre estes sistemas biomiméticos com PIn149a e cada
um dos demais peptideos analogos sintetizados foi realizado numa razao peptideo/lipidio 1:20
e o espectro de CD dos lipossomos foi subtraido dos espectros originais dos peptideos com os

lipossomos.

2. 2.5.4.1 Ensaio frente a variacOes de pH e forga idnica

Com o intuito de analisar as possiveis mudangas conformacionais que seriam
induzidas em PIn149a por influéncia do pH e da forca i6nica do meio, bem como a influéncia
destas varidveis na interacdo do peptideo com vesiculas fosfolipidicas, amostras de PIn149a
(0.15 mg/mL) foram incubadas em solugdes tamponadas de Acetato-Borato-Fosfato de Sodio
20 mM de pH 3.0, 5.0, 7.0, 9.0 e 11.0 e também em solu¢des aquosas com diferentes
quantidade de NaCl (0, 50 mM, 100 mM, 250 mM, 0.5 M, 1 M e 2 M) na auséncia ¢ na
presenca de vesiculas de DPPG. Os espectros de CD foram tomados apds 15 min de

incubacao do peptideo nestas condigdes, a 25°C.

2.2.5.4.2 Vesiculas mistas

LUVs mistas de DPPG/DPPC nas razdes molares de 1:3, 1:1 e 3:1 (mol/mol) foram
preparadas do mesmo modo descrito anteriormente, de forma a promover a mistura dos
fosfolipidios quando ja solubilizados em cloroférmio, e seguindo com o mesmo protocolo de
preparacdo dos lipossomos. Em seguida, os espectros de CD de PInl149a e PIn149S foram

registrados apds incubacao com estas vesiculas numa razao peptideo/lipidio 1:20 (mol/mol).
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2. 2.5.5 Membranas de Leishmania

O conteudo total de lipideos da membrana celular de células de Leishmania foi obtido
por extracdo com o do detergente TritonX-100, no Departamento de Quimica da FFCLRP-
USP sob responsabilidade do Prof. Dr. Pietro Ciancaglini, que gentilmente nos cedeu tal
fracao.

Em nosso, laboratorio, este extrato lipidico foi solubilizado em cloroférmio e, em
seguida, esta fracdo foi utilizada para a reconstru¢ao de vesiculas multilamelares em PBS (pH
7.4), que foram posteriormente sonicadas até a obtengao de uma solugao transparentes.

Os espectros de CD de Plnl49a (0.2 mg/mL) na presenca destas vesiculas de

Leishmania foram registrados apo6s incubagdo por 15 min.

2. 2.5.6 Dependéncia com a concentracdo de peptideo

A dependéncia da estrutura secundaria do peptideo PIn149a em fungao da concentracao
do peptideo em solucdo aquosa foi verificada pela realizacio de medidas de dicroismo
circular com o peptideo num intervalo de concentragdo de 50 a 400 uM em agua. As medidas
foram realizadas como uma média de 8 varreduras, a 25 °C, em cubeta retangular de quartzo

de caminho 6tico de 1 mm.

2. 2.6 Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de emissao de fluorescéncia estatica ¢ largamente utilizada no estudo
de proteinas e peptideos para fornecer informacgdes relacionadas as vizinhangas dos grupos
fluorescentes (fluorérofos naturais), que em proteinas sdo os aminoacidos aromaticos: Phe,
Tyr e Trp (74). A fluorescéncia do residuo de Trp ¢ altamente sensivel ao ambiente em que se
encontra, portanto, monitorar suas alteracdes pelos parametros da espectroscopia de

fluorescéncia, tais como posi¢do do maximo de emissdo (Amax) € mudangas no rendimento
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quantico (¢r) devido a agdo de solventes, ligantes e pH, sugerem discretas mudancas

conformacionais sofridas nas vizinhang¢as dos fluoréforos (75).

2. 2.6.1 — Peptideos em solugdo aquosa

As medidas de emissdo de fluorescéncia intrinseca dos peptideos foram realizadas no
modo estatico a 25 °C. Cubetas retangulares de quartzo de 1 cm de caminho o6tico foram
utilizadas nas medidas. O espectro de emissdo de fluorescéncia da solucdo de referencia foi
subtraido dos espectros das amostras correspondentes.

Aliquotas de PIn149a (0.1 mg/mL) foram diluidas em 4gua ou tampao Hepes 10 mM
(pH 7.4), excitadas em 275 nm e tiveram o espectro de emissdo de fluorescéncia monitorado
no intervalo de 290-450 nm. J& para as amostras contendo o residuo de W na seqii€ncia
primaria (PIm149W, PIn149WS, PIn149W(6-22), Ac-PIn149W(6-22), Noctil-PIn149(6-22) e
Fmoc-PIn149W(6-22)), a excitacdo se deu em 280 nm e a emissdo de fluorescéncia foi

monitorada no intervalo de 295-450 nm.

2. 2.6.2 lonizacgao do estado excitado da Tirosina

Embora o espectro de emissdo de fluorescéncia da Tyr seja um espectro simples e
anisotropico (ou seja, nao sensivel a polaridade do meio em que se encontra), ¢ importante
reconhecer a possibilidade de ocorrer a ionizagdo da Tyr no estado excitado, conhecida como
a formagdo do ion Tirosinato.

A fim de monitorar este efeito, o espectro de emissdo da Tyr de PIn149a foi monitorado
quando o peptideo foi incubado em concentragdes crescentes (0, 0.1, 0.5, 1.0 e 2.0 M) do
tampao fosfato de potassio (pH 7.0). A excitagdo foi realizada em 275 nm e a emissdo foi

monitorada de 290 a 450 nm.
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2. 2.6.3 — Presenca de Vesiculas

PIn149a foi previamente incubado com as LUVs constituidas de DPPC, DPPG, DPPS,

DPPE, DSPE, DMPE, DLPC e seus espectros de emissdo foram registrados no intervalo de
290-450 nm, com excitacdo da Tyr em 274 nm, com o uso de um filtro de 295 nm. Os
andlogos do grupo III foram investigados com lipossomos de DPPC e DPPG, nas mesmas

condigdes descritas acima.

2. 2.6.4 Ensaios de Leakage

Medidas de emissdao de fluorescéncia foram também realizadas com lipossomos
contendo uma sonda fluorescente encapsuladas em seu interior, a fim de se estudar como a
interagdo com o andlogo sintético de Plantaricinal49 afeta a permeabilidade desses
lipossomos, permitindo ou ndo que as sondas encapsulados fossem diluidas no meio externo.

A preparacao destes lipossomos ¢ descrita a seguir. Uma concentracao inicial de 5 mM
de fosfolipidio foi solubilizada numa mistura de cloroférmio/metanol (2:1) num frasco de
vidro ambar. Os solventes foram evaporados sob fluxo moderado de N,, e o tubo foi
submetido a liofilizagdo por 1 hora a fim de eliminar qualquer fragao dos solventes organicos.
Em seguida, o filme foi ressuspendido em tampao Hepes 5 mM (pH 7.4) contendo NaCl 20
mM e as sonda ANTS 12.5mM e o supressor de fluorescéncia DPX 45 mM. Esta mistura foi
agitada em vortex, até o desaparecimento da pelicula do lipidio da parede do tubo, e
posteriormente levada a um ultrasonicador de banho por 5 min.

A desestabiliza¢ao das lamelas concéntricas foi realizada submetendo as MLVs a uma
serie de 10 ciclos de congelamento e descongelamento, onde o tubo de vidro foi incubado em
temperaturas baixa, como a de um banho de gelo seco e acetona, e rapidamente trocado a
temperatura por volta de 55 °C. Os lipossomos unilamelares foram obtidos pelo processo de
extrusdo através de membranas de policarbonato com poros de 100 nm (Nucleopore).

O excesso das sondas ndo encapsuladas foi eliminado por uma cromatografia de
exclusdo molecular em wuma coluna Sephadex G-75 empacotada com dimensdes

aproximadamente 20x1cm, e previamente equilibrada com tampao Hepes 5 mM (pH 7.4)
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contendo 100 mM de NaCl, que teve sua osmolaridade aferida em um osmometro. Os
lipossomos foram coletados, e a determinag¢dao da concentracdo de lipidios foi realizada de
acordo com o protocolo de McClare (76).

O ensaio foi realizado a fim de avaliar os efeitos de permeabilizacdo dos peptideos
PIn149a e PIn149S, adicionando diferentes concentragdes dos peptideos a uma populacao de
lipossomos de DPPG, POPG e DPPC:DPPC (1:1) de concentragdo final de 0.1 mM em
cubetas de 1.5 mL, de caminho 6tico de 1 cm, a 25° C, sob agitacdo constante. As amostras
foram excitadas em 355 nm e a emissdo de fluorescéncia foi monitorada em 452 nm ao longo
do tempo, no fluorimetro modelo AMINCO-Bowmann Serie 2 Luminescence Spectrometer.

A porcentagem de liberacdo dos contetdos vesiculares (%orip) foi calculada usando a

equacao (3):

(F_Fo)
%, =———x100 2.3
OLib (Floo _ FO) X ( )

onde F, ¢ a intensidade de fluorescéncia das LUVs sozinhas,

F ¢ a intensidade de fluorescéncia apos a incubagdo com o peptideo,

e F, ,a intensidade de fluorescéncia apos a adigdo de 10 pL de TritonX-100 10%.

2. 2.6.5 Titulacéo do triptofano

A vizinhanga do residuo de Trp incorporado aos peptideos PIn149W e PIn149WS foi
monitorada a fim de se obter as isotermas de unido que permitem determinar as constantes de
particdo destes peptideos as LUVs. O ensaio consistiu em medir o espectro de emissao de
fluorescéncia intrinseca destes peptideos, e em seguida detectar as mudancas sofridas no
espectro (deslocamento A € variacao da intensidade) ao adicionar os lipossomos e aumentar
gradativamente a relacdo lipidio/peptideo.

Aliquotas de cada um dos peptideos em tampao Hepes 5 mM (pH 7.4) com
concentragdo de 1 pM foram excitadas em 295 nm e os espectros de emissdo foram
registrados no intervalo de 310 a 450 nm. Vesiculas unilamelares grandes (100 nm) de DPPG

foram preparadas no mesmo tampao Hepes, e adicionadas a cada uma das amostras a fim de
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atingirem relacdes molares (lipidio:peptideo) de 25:1, 50:1, 100:1, 200:1, 300:1, 400:1 e
500:1. A dosagem dos lipidios foi realizada através da quantificagdo dos fosfatos (76). Os
espectros de fluorescéncia foram tomados apds 5 minutos de incubacgio, a 25°C, sob agitagao
constante.

Neste mesmo ensaio, foram registrados os espectros de fluorescéncia, nas mesmas
condigdes descritas, substituindo-se o peptideo por um derivado soluvel do triptofano N-
acetil-triptofanamida (NATA), que tem maximo de emissdo centrado em 350-355 nm, e este
ndo se desloca ao se incorporar as LUVs (75). Outras medidas foram também realizadas em
uma amostra contendo apenas os lipossomos. Estes dois controles permitiram minimizar os
efeitos de dispersao da luz e diluicdo da amostra.

As constantes de particdo dos peptideos foram obtidas através do monitoramento do
comprimento de onda em 350 nm dos espectros de emissdo obtidos. Estes dados

experimentais foram ajustados na equacao hiperbolica a seguir (77):

1+ [L] [(Fmax /FO) — 1]
k+[L]

F/F,= (2.4)

ondeF ¢ a intensidade de fluorescéncia em cada concentragao de lipidio,
F, ¢ a intensidade de fluorescéncia na auséncia dos lipossomos,
[L] € a concentragdo total do lipidio,

F_.. € aintensidade de fluorescéncia maxima,

max

k ¢ a constante de unido aparente.

A constante de ligacao aparente k foi aplicada na equagdo (4), para se obter a

constante de ligagdo real K,
K=W/k (2.5)

onde W ¢ a concentragdo molar da dgua (55.3 M).

Para cada peptideo se obteve um valor determinado deK, o qual se utilizou para

determinar a fragao unida de cada peptideo aos lipossomos (F, ):
F, =K [L]/W +(K[L]) (2.6)
onde [L] ¢ a concentragdo total do lipidio, e

W ¢ a concentragdo molar da agua.
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2. 2.7 Estudo de projecédo em estrutura helicoidal

O conhecimento da tendéncia de formagdo de hélices na cadeia polipeptidica pode
fornecer informagdes importantes sobre sua estrutura/funcgdo, pois residuos em estrutura
helicoidais constituem um dos elementos responsaveis pela manutencdo da estabilidade da
estrutura protéica. Um dos arranjos simples que a cadeia polipeptidica pode assumir,
considerando a rigidez da liga¢do peptidica, ¢ uma estrutura helicoidal, tal como a de uma o-
hélice, fazendo o uso maximo do numero de ligagdes de hidrogénio internas.

A projegdo da cadeia polipeptidica num arranjo conhecido como Helical Wheel é uma
ferramenta 1til para o estudo de a-hélices. A projecdo num formato de circulo representa uma
vista ao longo do eixo central da hélice, com as posi¢des dos aminoacidos numeradas de 1 ao
residuo n. As cores dos residuos indicam sua natureza quimica de cada residuo (hidrofobico,
ndo carregado, acido; ou basico). As projecdes helicoidais de PIn149a e dos demais peptideos
analogos em Helical Wheel foram realizadas a fim de monitorar a ocorréncia de regides com

diferentes propriedades no peptideo.

2. 2.8 Estudos de Tenséo Superficial e Elasticidade

A cinética de adsor¢ao de PIn149 sobre monocamadas lipidicas foi realizada através
de medidas de tensdo superficial utilizando o método de andlise da gota pendente, no qual
utiliza-se a solu¢do de interesse para promover a formac¢do de uma gota, cujo formato ¢
determinado por uma combinagdo de efeitos da tensdo superficial e acdo gravitacional. As
forcas superficiais tendem a formar gotas esféricas, enquanto o efeito da gravidade tende a
alongar a gota, conforme mostrado na Figura 5. Para as andlises, empregou-se o método de
analise do perfil eixo-simétrico da gota (ADSA) num tensiometro automatico OCA-20
contendo acessorio de oscilagdo ODG-20. Estas medidas foram realizadas no laboratério de
Fisico-Quimica de Superficies da FFCLRP da Universidade de Sao Paulo sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Maria Elizabeth D. Zaniquelli, com a Pos-doutoranda

Thatyane Nobre..
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Figura 5 - Imagem em tempo real da gota pendente. Imagem adquirida pela cimera CCD da gota formada na
extremidade da seringa, mostrando os raios (R; e R;) que determinam seu formato

A determinag¢do da tensdo superficial se dé através da digitalizacdo da imagem e da
andlise do perfil da gota, quadro a quadro. De modo a ajusta-la a equacao (7) de Young-
Laplace (78), nas condi¢des de equilibrio para fluidos homogéneos separados por uma

interface:

AP = (p1—pa) g h = (y/R1) + (v/R2) (2.7)

onde R; e R, s30 os dois raios principais de curvatura da gota,

AP corresponde a diferenga de pressao entre o interior e a parte externa da gota;
g ¢ aceleragdo da gravidade,

h ¢ a altura da coluna liquida na gota, ¢;

p1 € P, sdo as densidades da fase liquida e do ar, respectivamente.



Materiais e Métodos 79

2. 2.8.1 Peptideo

A tensdo superficial de PIn149a (10 uM) sozinho em 4gua foi medida por 15 min,
numa gota pendente formada na superficie da agulha de uma seringa acoplada a uma bomba
de injecdao. Analises do formato dessa gota foram realizadas por filmagem com uma camara
CCD acoplada ao sistema, no qual um software com processo de disparo programado de

filmagem captou a formacao e as possiveis deformagdes do formato da gota.

2. 2.8.2 Monocamadas

Para estes experimentos, foram utilizadas diferentes concentragdes de PIn149 em agua
(de 0.1 a 10 uM) para formar a gota pendente. Sobre a superficie desta gota, uma pequena
fragdo da solugdo do fosfolipidio de interesse foi suavemente depositada, com o auxilio de
uma seringa de vidro, a fim de gerar uma monocamada fosfolipidica homogénea, de modo
que as cabegas polares dos lipidios ficassem voltadas para o interior da gota e as caudas
hidrofébicas, voltadas para a interface com o ar. Desta maneira, o peptideo em solucdo na
gota poderia facilmente interagir com as cabegas polares negativamente carregadas do
fosfolipidio. Monocamadas lipidicas de DPPG, DPPC e também da mistura de DPPG/DPPC
nas razdes de 1:3, 1:1, 3:1 (mol/mol) foram formadas sobre a superficie da gota. Os
fosfolipidios foram inicialmente solubilizados em uma mistura de cloroférmio/metanol (4:1)
para uma concentragdo final de 0.1 mM.

Inicialmente, promoveu-se a expansdo da gota até atingir uma pressao superficial de
aproximadamente 30 mN/m, a fim de corresponder ao empacotamento das biomembranas
(79). As subseqiientes mudancas na tensdo superficial, devido a adsor¢do do peptideo foram
medidas com o tempo.

Ap0s a tensdo superficial ter alcancado o equilibrio, foram realizados experimentos
para monitorar a elasticidade superficial dilatacional, utilizando-se de um sistema de oscilagao
de freqiiéncia que aplicava uma oscila¢do periddica na gota de 0.1 mm de amplitude, com

variagdo relativa de area (AA/A) de 5.5%. As imagens da gota foram também gravadas com a
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camera, e, ao final do experimento, o software recuperou as imagens e calculou os valores de

area e o valor de elasticidade superficial correspondentes.

2. 2.9 Estudos de Ressonancia Plasménica de Superficie

Quando um feixe de luz passa de um material com maior indice de refragdo para um
material com menor indice de refracdo, haverd uma parcela da luz que sera refletida na
interface dos dois meios. Quando o angulo de incidéncia do feixe de luz na interface dos
meios (0) for maior que um angulo critico, entdo a luz serd totalmente refletida, ocorrera
reflexdo interna total, conforme ilustrado na Figura 6A. Se a superficie do vidro for coberta
com um filme fino de um metal nobre (por exemplo, o ouro), esta reflexdo ndo serd total.
Parte da luz sera “perdida” para o filme metalico. Deve haver entdo, um segundo angulo
maior que o angulo critico em que essa perda ¢ maior, € em que a intensidade da luz refletida
alcanga um minimo ou um “dip”. Este angulo ¢ chamado de angulo de ressonancia
plasmonica de superficie (Bspr). Ele ¢ uma conseqiiéncia da oscilagao de elétrons que se

propagam (ou plasmas) na superficie do filme de metal (Figura 6B).

A B datector
n 1 % hz raio luminoso
sinal:‘h
luz
polarizada
: . luz e 4
meio 1 prisma tefletida tempo
meio sensorchip =
i>L
canal de fluxo
Reflexao total

Figura 6 — Reflex&o total interna (A), e SPR em sistema BIACORE (B). O feixe de luz parte do meio 2, que
possui maior indice de refragdo, num determinado angulo critico ocorrera a reflexdo total do feixe.
No sistema Biacore, o fendmeno de SPR ¢ monitorado numa interface optica constituida por um
sensorchip e o sistema microfluidico.

Desde a introdugcdo da tecnologia de biosensores baseada nesse fenomeno de

Ressonancia Plasmonica de Superficie, que se deu logo no inicio dos anos 90, tal ferramenta ¢
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utilizada para estudar uma grande variedade de interagdes, como por exemplo do tipo,
antigeno-anticorpo, proteina-proteina, DNA-proteina, lipideo-proteina, etc, pois uma de suas
grandes vantagens ¢ permitir a visualizacdo em tempo real da interacdo que ocorre entre duas

biomoléculas sem a aplicagdo de um marcador especifico.

No estudo da interagdo de PIn149a com as vesiculas fosfolipidicas pela tecnologia de
biosensores, utilizou-se o instrumento BIAcore X® (BIACORE AB, Upsala, Suécia), que
monitora de forma precisa a interagdo entre uma espécie ligada a superficie de um sensor e
outra que circula em solugdo, através de medidas de mudangas da massa adsorvida na
superficie do sensorchip por medidas no indice de refragao da interface da camada sensor-
fluido (80).

Um sensorchip ¢ criado pela aplicagdo de uma fina camada de ouro (por volta de 50
nm) numa superficie de vidro (substrato). Sobre essa camada de ouro, nos tipos mais comuns
de sensorchip, estd uma matriz hidrofobica com 2-3% de grupos de carboximetil-dextrana,
resultando numa camada de interagdo de aproximadamente 100 nm de espessura. Esta matriz
representa um meio compativel com as interagdes biomoleculares e permite a imobilizagao de
um grande numero de ligantes com baixos niveis de ligagdo inespecifica.

Uma das moléculas a ser investigada, ¢ imobilizada sobre o sensorchip a fim de criar
uma superficie de reconhecimento especifico, esta molécula ¢ denominada ligante. A
imobilizagdo do ligante se da através da ativacao dos grupos carboxil-dextrana por reagentes
apropriados, seguida pela ligacdo covalente do ligante com a camada de interacdo do
sensorchip. Uma solu¢do da outra biomolécula a ser investigada, chamada de analito, passara
sobre este sensorchip e vai interagir com o ligante. A resposta desta interacdo, devido a
formagao do complexo ligante-analito resulta no acimulo gradativo de massa na superficie do
sensorchip, promovendo a mudanga do indice de refracdo do meio, e em conseqiiéncia a
mudanga no angulo Ospr. Este dngulo é medido em unidades de ressonancia (RU), onde 1000
RU correspondem a uma variagdo angular de aproximadamente 0.1° (81).

Se um dado analito ndo interage com o ligante, a mudan¢a no angulo SPR na cela
onde o ligante estd imobilizado e na cela de referéncia (constituida apenas de grupos
carboximetil-dextrana) serdo iguais, o que resulta numa resposta em RU nula quando da
subtragdo dos dois valores, indicando que ndo ocorreu ligagdo. Para muitas proteinas, a
ligagdo de cerca de 1 ng/mm?” de proteina na superficie de dextrana ¢ necessaria para gerar um
sinal de 1000 RU. No entanto, a relagdo exata entre RU e nanogramas de material ligado varia

com o indice de refragao da molécula.
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Medidas de SPR foram realizadas utilizando o fosfolipidio DPPG imobilizado em dois
sensorchips comercialmente disponiveis pela BIACORE: HPA e L1. O sensorchip HPA
consiste em moléculas de auto-organizadas alcanotiol que foram covalentemente acopladas a
superficie de ouro do sensorchip. Esse chip ¢ usado para preparar bicamadas lipidicas
hibridas, pela fusdo dos lipossomos sobre a superficie hidrofobica formada pelos alcanotiois.
Uma conseqiiéncia da ligagao covalente da camada de alcanotiol na superficie do chip HPA ¢
a restri¢ao da insercao de peptideos e proteinas integrais dentro da bicamada. Desse modo, a
fim de fornecer um modelo experimental mais apropriado para a caracterizacdo das interagdes
peptideo-membrana, o sensorchip L1 foi introduzido para mimetizar mais eficazmente a
estrutura fluida da bicamada da membrana celular, e também poder aprimorar a facilidade de
reparagdo do modelo de membrana pelas analises de SPR. O sensorchip L1 ¢ composto de
uma fina camada de dextrana modificada com compostos lipofilicos sobre uma superficie de
ouro, onde a bicamada lipidica pode ser preparada pela captura dos lipossomos (82). A Figura

7 ilustra o esquema me imobilizacao dos fosfolipidios na superficie dos chips HPA e L1.

) Sensor Chip HPA ib) Sensor Chip L1

¥ V

it}

Figura 7 — Imobilizagdo de fosfolipidios nos chips HPA e L1. Os lipossomos injetados sobre a superficie do
sensorchip HPA sdo reconstruidos em monocamadas, resultando numa bicamada hibrida do
fosfolipidio com o alcanotiol covalentemente ligado ao chip (a). Enquanto na superficie do
sensorchip L1, os lipossomos sdo capturados por residuos hidrofobicos e constituem uma bicamada
lipidica sobre a superficie do chip (b).
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2. 2.9.1 Sensorchip HPA

A reconstru¢do da monocamada de DPPG na superficie do chip HPA foi realizada a
25°C, utilizando o tampao Hepes 10 mM (pH 7.4) com NaCl 150 mM e¢ 1 mM de EDTA
como tampao de corrida. Inicialmente, as duas celas da superficie do sensorchip HPA foram
lavadas com uma inje¢do de OGP 40 mM, um detergente ndo-i6nico, sob um fluxo de 5
puL/min durante 5 min. Em seguida, LUVs (de diametro de 100 nm) de DPPG (1 mM),
preparadas no mesmo tampao Hepes, foram injetadas sobre uma das celas do chip por 60 min,
sob um fluxo de 1 pL/min. O fluxo foi entdo aumentado para 100 pL/min, durante 10 min,
para remover qualquer estrutura multilamelar, e ainda em seguida, uma injecdo de NaOH 4
mM de 1 min foi realizada nas duas celas, sob um fluxo de 5 uL/min. Por fim, uma inje¢ao de
albumina sérica bovina (BSA, 1.5 uM) em tampao Hepes foi realizada nas duas celas, a fim
de cobrir a extensao do chip. O sinal de SPR da cela que ndo recebeu a injecdo de lipossomos
foi subtraido do sinal de SPR da cela que continha a monocamada de DPPG imobilizado.

Solugdes do peptideo Plantaricina 149a foram preparadas em tampao Hepes (pH 7.4)
em concentragdes variando de 1.0 a 8.0 uM. Cada uma dessas solugdes foram injetadas no
sistema para monitorar sua interacdo com a monocamada de DPPG reconstruida na superficie
do chip sob um fluxo de 20 pL/min, durante 10 min, e entdo a superficie do chip foi lavada
por mais 10 min com o tampao Hepes sob o mesmo fluxo, a fim de promover a dissociagdo
do peptideo da monocamada do chip. Uma solugdo de regeneragdo, NaOH 4mM, foi injetada
por 1 min na superficie do chip para fazer com que o sinal de SPR voltasse a linha de base,
quando necessario. A eliminacdo da monocamada da superficie do chip foi promovida por
uma nova injecdo de OGP 40 mM durante 5 min, fazendo com que o sinal de SPR voltasse

para proximo de 0 unidades de ressonancia (RU).

2.2.9.2 Sensorchip L1

A imobilizag¢do das vesiculas de DPPG na superficie do sensorchip L1 se deu a 25°C,
com o tampao Hepes 10 mM (pH 7.4) com NaCl 150 mM e 1 mM de EDTA como tampdo de

corrida. Uma inje¢cdo de OGP 40 mM, sob um fluxo de 5 pL/min, durante 5 min, lavou as
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duas celas do chip. Logo, LUVs (de diametro de 100 nm) de DPPG (1 mM) foram injetadas
sobre uma das celas do chip por 50 min, sob um fluxo de 1 pl./min a fim de serem capturadas
pelos compostos hidrofobicos covalentemente ligados a superficie do chip L1, e formarem
uma bicamada lipidica sobre a superficie do chip. Posteriormente, o fluxo foi aumentado para
100 puL/min, durante 10 min, seguido de uma inje¢do de NaOH 4 mM nas duas celas por 1
min, sob um fluxo de 5 pL./min. Por fim, uma injecao de BSA (1.5 uM) em tampao Hepes foi
realizada nas duas celas, a fim de cobrir a extensdo do chip na cela que ndo recebeu a injecao
das LUVs.

PIn149a em tampdo Hepes (variando de 0.5 a 16 uM) foi injetada no sistema, e sua
interagdo com a bicamada de DPPG reconstruida na superficie do chip foi monitorada sob um
fluxo de 20 pL/min, durante inje¢des de 10 min. Logo depois superficie do chip foi lavada
com o tampao de corrida e a dissociagao do peptideo da bicamada do chip foi monitorada por

mais 10 min.

2. 2.10 Ensaios de calorimetria

A termodindmica da interacdo entre peptideo e membranas ¢ um campo amplo que
depende da natureza quimica dos lipideos, dos peptideos, dos carboidratos envolvidos e
também da natureza do processo a ser investigado. A fim de simplificar esta interacdo, os
sistemas modelos de membrana foram mais uma vez utilizados para estudar a intera¢do de

PIn149a com vesiculas fosfolipidicas.

2. 2.10.1 Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

O estudo das transicdes de fase de gel para liquido-cristalino de uma vesicula
fosfolipidica proporciona um método valioso para caracterizar as propriedades do estado de
fluidez das membranas biologicas. Na técnica de DSC, os pardmetros termodindmicos
relacionados a esta transicdo sdo monitorados. Um deles ¢ a temperatura em que essa

transi¢ao ocorre, denominada Tm (temperature melting), e representa o ponto da curva onde o
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calor absorvido ¢ maximo. Outro parametro, ¢ a variacao entalpica do processo (AH), que se
calcula a partir da area sob a curva, tomando a linha de base como limitante. Ainda outro
parametro termodinadmico que se utiliza ¢ a largura de meia altura do pico de absorcdo de
calor, representado por AT}, este ¢ a medida da largura do pico em unidades de temperatura,

Ensaios de DSC foram realizados com PIn149 e PIn149S em tampao Hepes 5 mM (pH
7.4) nas concentragdes de 5, 50, 125, 250, 375 e 500 uM na presenca de 6 mM de vesiculas de
DPPG, num intervalo de temperatura de 15 a 70 °C, com uma taxa de aquecimento de
1,5°C/min, no calorimetro Seratam do IQAB-CSIC, a fim de se estimar o coeficiente de
particdo (K ) do peptideo entre a solu¢do e a membrana lipidica, usando a equagdo abaixo
(83):

_RT,, K
AH 555+C. K

c’ (2.8)

onde R ¢ a constante universal dos gases;

T,..o €atemperatura de transi¢do das vesiculas puras;
AH corresponde ao valor de entalpia do lipidio puro;

C, ¢ aconcentragdo total do lipidio

C} ¢é a concentragio total do peptideo em mol%

Dessa forma, os valores de —AT =T, —T,_ ,sdo plotados contra a concentragdo molar do

peptideo. Pela inclinagdo das retas obtidas, podem-se calcular os valores de (K ).

Vesiculas multilamelares (MLVs) de DPPG foram preparadas pela solubilizagdo do
lipidio numa mistura de cloroformio/metanol (2:1, v/v) e, posteriormente, secagem do
solvente organico sob fluxo moderado de nitrogénio. Residuos dos solventes foram removidos
por liofilizagdo por 1 hora. As MLVs foram obtidas pela hidratagdo do filme em tampao

Hepes 5 mM (pH 7.4) e agitagdo em vortex para homogeneizagao.

2. 2.9.2 Calorimetria de Titulacéo Isotérmica (ITC)

A técnica de ITC também foi aplicada no estudo de interagcdes de PIn149a e PIn149S

com sistemas modelos de membrana. Nestes ensaios, a cela do calorimetro continha as
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vesiculas fosfolipidicas e o peptideo foi injetado via titulacdo com uma seringa. A cela do
calorimetro foi preenchida com uma suspensdao de LUVs de DPPG (10 mM), e PInl49a e
PIn149S (solugao de 100 uM) foram tituladas numa série de 5 injegdes de 10 uL cada.

As medidas do calor liberado/absorvido na interacdo de PIn149 com as vesiculas
fosfolipidicas foram realizadas num VP-ITC MicroCalorimeter com duas celas de 1,417 mL,
sendo uma de amostra ¢ outra de referéncia, a 25 °C, sob agitacdo a 300 rpm. A cela de
referencia foi preenchida com tampao Hepes, o mesmo utilizado para a preparagcdo das LUVs
e solubilizacao de PIn149a.

Antes do uso, as solucdes foram devidamente degaseificadas por 10 min sob vacuo
moderado (ThermoVac) para a eliminagdo de bolhas de ar, a 20 °C. Os calores de dilui¢cao
tanto do peptideo como dos lipossomos foram determinados em experimentos controles, em
que foram injetados cada uma destas amostras no tampao. Estas curvas foram subtraidas da
variagdo de calor determinada nos experimentos de ligagdo do peptideo/vesicula
correspondentes. Os dados experimentais sdo analisados utilizando o software ORIGIN para

ITC fornecido pela MicroCal.



RESULTADOS

N E DISCUSSOES







Resultados e Discussoes &9

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Sintese de peptideos

A fim de avangar no conhecimento estrutural e funcional das bacteriocinas conhecidas
como Plantaricinas, selecionou-se o peptideo Plantaricina 149 produzido pela cepa de
Lactobacillus plantarum NRIC 149 para promover sua sintese ¢ desenhar analogos com
potencial atividade bacteriana para prosseguir com a investigacdo do mecanismo de acao
deste AMP e correlacionar sua atividade litica frente a sistemas modelos de membrana com a
sua agdo antimicrobiana observada in vitro. PIn149 ¢é descrito na literatura como um peptideo
com espectro de a¢do inibidora contra alguns microrganismos, incluindo os do género,
espécie e subespécie das LABS, tais como L. plantarum, Lactobacillus delbrueckii subsp.
delbrueckii, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei,
Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus acidilactici, P. cerevisiae, Enterococcus hirae e
Lactococcus.

Levando em conta que uma modificagdo poés-traducional encontrada num grande
nimero de peptideos antimicrobianos isolados de diferentes fontes ¢ a amidacdo da
extremidade C-terminal, o que estd associado com a prevencdo da hidrélise pelas
carboxipeptidades, planejou-se a sintese de peptideos do tipo carboxamida.

A sintese de peptideos em fase solida se mostrou uma técnica muito eficaz na obtencao
de todos os peptideos andlogos a Plantaricina 149. Todas as etapas de acoplamento e
desprotecdo de cada residuo de aminodcido inserido no peptideo foram monitoradas pelo

ensaio de Kaiser, de acordo com o ensaio colorimétrico mostrado na Figura 8.

Figura 8 — Ensaio colorimétrico de Kaiser. Um acoplamento realizado com eficiéncia maior de 95% fornece
uma solug@o de cor amarela e as resinas com certa transparéncia (tubos 1, 3 e 5). Ja durante a etapa
de desprote¢do, uma eficiéncia maior que 95% ¢ evidenciada por uma solugdo de coloragdo azul ¢ as
resinas bem tingidas de azul-marinho (tubos 2 ¢ 4).
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Conforme descrito, os peptideos sintetizados foram divididos em 3 grupos com base em
sua identidade seqiiencial, mostrados na Tabela 4, e as reacdes de sintese foram promovidas

da seguinte maneira:

Sintese do _Grupo I: A elongacdo de PIn149a e PIn149S prosseguiu com as etapas de

acoplamento e desprotecdo de cada um dos residuos de aminoacidos, conforme o esquema
mostrado na Figura 2, até atingir a etapa de acoplamento da Ser2. Neste ponto, a resina foi
divida em duas partes, cada uma delas foi colocada em uma nova seringa. Em uma delas
realizou-se a desprotecdo (2 ciclos de 20 min) e o acoplamento de uma Tyr em 50 min, este
peptideo corresponde a sequéncia da PIn149a. Ja na outra parte da resina, apos a reagdo de
desprotecao do grupo Fmoc, um residuo de Ser foi acoplado durante 50 min, e esta sequéncia
corresponde ao peptideo denominado PIn149S. A seqiiéncia de acoplamento, o tempo
decorrido nos ciclos de acoplamento e desprote¢do de cada aminoacido estdo descritos na
Tabela 5 (a).

A sintese dos dois outros peptideos (PIn149W e PIn149WS), realizada posteriormente,
deu-se num total de 10 dias, incluindo todas as etapas do processo: acoplamentos,
desprote¢des, ensaios de clivagem, precipitacdo em ¢&ter, remog¢do dos capturadores,
liofilizagdo. A Tabela 5 apresenta os ciclos realizados para a incorporacdo de cada
aminodcido aos peptideos. O resultado satisfatorio alcangado em todas as primeiras reacdes de
acoplamento e a reducdo dos tempos de reacdo foram os grandes diferenciais desta sintese
perante aquelas realizadas anteriormente. Tal resultado se deve tanto ao uso do ativador
HATU, que ¢ muito mais eficaz para promover as reagdes de acoplamento, quanto ao uso do
excesso molar de 3 vezes de reagentes em cada ciclo, quando nas sinteses anteriores eram

usados os ativadores HOBt e TBTU e um excesso molar de reagente de 2 vezes.

Sintese do Grupo II: Seguindo o esquema da Figura 2, a sintese foi realizada até atingir a

etapa de acoplamento da Gly6. A partir deste ponto, a resina foi dividida em quatro partes: a
primeira delas passou pela etapa de desprotecao (2 ciclos de 20 min), a segunda parte passou
por uma etapa de acetilagdo, a terceira por uma acilagdo e a ultima parte foi submetida
diretamente ao processo de clivagem. A incorporacdo dos grupos Acetil e N-octil foram
monitoradas pelo ensaio colorimétrico de ninhidrina. A seqiiéncia de acoplamento, o tempo
decorrido nos ciclos de acoplamento e desprote¢do de cada aminoacido estdo descritos na

Tabela 5 (b).
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Sintese do Grupo III: A clongacdo deste peptideo seguiu o esquema da 2 até atingir a etapa

de acoplamento da Gly6. A partir deste ponto, a resina foi dividida em quatro partes: a
primeira delas passou pela etapa de desprotecao (2 ciclos de 20 min), a segunda parte passou
por uma etapa de acetilacdo, a terceira por uma acilacdo e a Ultima parte foi submetida
diretamente ao processo de clivagem. A incorporagdo dos grupos acetil e N-octil foram
monitoradas pelo ensaio colorimétrico de ninhidrina. A seqiiéncia de acoplamento, o tempo
decorrido nos ciclos de acoplamento e desprote¢do de cada aminoécido estdo descritos na
Tabela 5 (c). Todos os peptideos foram sintetizados como peptideos do tipo carboxamida. O
rendimento de sintese, as massas moleculares, a carga liquida e o ponto isoelétrico tedrico de

cada um destes peptideos estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 5 - Roteiro de sintese dos peptideos do Grupos I (a), II (b) e I1I (c)

b c
@ (b) (©
Grupo I Grupo I1 Grupo I1I
aa Acopl  Despr aa Acopl Despr aa Acopl Despr aa Acopl Despr
(min) (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min)
Gly 60 2x20 Gly 15 2x 10 Gly 50 3x20 o 30 > %30
Gly 30 2x20 Gly 15 2x 10 Gly 30 2x20 Gly 100 2 %20
Lys 65 2x20 Lys 15 2x10 Lys 50 2x20 Lys 50 2x20
Lys 130 2x20 Lys 15 3x10 Lys 50  2x20 Lys 50 2x20
Lys 130  2x20
50 2x20 L 15 3x10
Lys X ys X Lys 50 2x20 Phe 60 2% 20
Phe 100 2x20 Trp 15 2x10 Trp 50 3x20 Leu 60 2x20
Let 90  2x20 Leuw 15  2x10 Lei 50  2x20 Lys 60 3x20
Lys 60 2x20
Lys 50 2x20 Lys 15 2x10 Lys 90 2x20
Val 60 2x20
Lys 50 2x20 Lys 15 2x 10 Lys 60 2x20 Gln 60 2x20
Val 50 2x20 Val 15 2x 10 Val 90 2x20 Lys 100 3x20
Gn 50  2x20 Gln 15 3x10 Gln 50  3x20 fle 60 2x20
Ala 60 2x20
Lys 50 2x20 Lys 15 2x 10 Lys 50 2x20 Thr 60 2% 20
Ile 50 2x20 Ile 15 2x 10 Ile 90 2x20 Ala 60 2x20
Ala 50 2x20 Ala 15 2x 10 Ala 50 2x20 Gly 60
Thr 50 2x20 Thr 15 2x 10 Thr 50 3x20
Ala 50 3x20 Ala 15 3x10 Ala 50 2x20
Gly 50 3x20 Gly 15 2x 10 Gly 60
Met 50 2x20 Met 15 2x10
Gln 50 2x20 Gln 15 2x 10
Leu 50 3x20 Leu 15 2x 10
Ser 50 Ser 15 2x 10
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Tabela 6 - Rendimento e propriedades dos peptideos sintetizados. O pl tedrico foi calculado utilizando
softwares disponiveis no ExXPASy Proteomics Server. A massa molecular dos peptideos-amida
foi calculada pela soma das massas moleculares dos residuos de aminoacidos com os grupos

acoplados ao N-terminal (Fmoc, Acetil e N-octil), através do software Peptide Mass

Calculator, disponivel em www.peptidecalculator.net.

Peptideo Rendimento(mg) Massa(Da) Carga pl
(PH7)
PIn149a 170.8 2424.0 +7 10.4
PIn149S 96.5 2347.9 +7 10.7
grupol PIn149W 180.2 2479.5 +7 10.4
PIn149WS 131.0 2403.6 +7 10.7
' PIn149(6-22) 66.1 1801.3 +7 107
Ac-PIn149(6-22) 46.0 1843.3 +6 107
grupoll  Noctil-PIn149(6-22) 133.8 1928.5 +6 10.7
Fmoc-PIn149(6-22) 167.6 2023.5 +6 10.7
 PIn149W(6-22) 76.7 1840.3 +7 107
Ac-PIn149W(6-22) 104.3 1882.3 +6 10.7
grupolll  Noctil-PIn149W(6-22) 83.1 1966.5 +6 10.7
Fmoc-PIn149W(6-22) 170.2 2062.5 +6 10.7

Muito dos AMPs caracterizados até o momento apresentam uma rede de carga positiva,
variando de +2 a +9, podendo conter dominios catidnicos altamente definidos. A
cationicidade ¢, sem duvida, importante para a atragdo eletrostatica dos AMPs com as
membranas fosfolipidicas negativamente carregadas de bactérias e outros microrganismos.
Essa eletroafinidade mutua provavelmente confere a especificidade antimicrobiana em relagao
ao tecido hospedeiro (84). Com base nestas consideragdes, € de se esperar que exista uma

forte correlagdo entre a cationicidade do peptideo e a atividade antimicrobiana, o que ¢é

demonstrado em muitos estudos (16,85-87).

93



94 Plantaricinal49 e analogos: atividade antimicrobiana, estudos estruturais e mecanismos de acio

3.2 Caracterizacao dos peptideos

3.2.1 Degradaciao de Edman

O seqiienciamento dos peptideos por degrada¢do de Edman em sistema automatizado

confirmou a seqiiéncia correta de sintese dos peptideos apds purificacdo em HPLC.

PIn149a YSLOMGATAIKQVKKLFKKKGG
PINn149S SSLOMGATAIKQVKKLFKKKGG
PIn149W YSLOQMGATAIKQVKKLWKKKGG
PINn149WS SSLOMGATAIKQVKKLWKKKGG
PIn149(6-22) GATAIKQVKKLFKKKGG
PIn149W(6-22) GATAITKQVKKLWKKKGG

Os demais peptideos analogos do grupo II e grupo III sdo provenientes do mesmo
sistema de sintese dos peptideos PIn149(6-22) e PIn149W(6-22), respectivamente. Deste
modo, apresentam a mesma estrutura primdria que aquela confirmada para essas duas

moléculas.

3.2.2 Espectrometria de Massas

As andlises realizadas por espectrometria de massas confirmaram a presenga dos

peptideos desejados na fragdo bruta de sintese, de acordo com a Figura 9.
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Figura 9 — Espectros de massas de PIn149a. O peptideo PIn149a analisado por MS apresenta massa molecular
por volta de 2424 Da.

Pela técnica de ionizacdo de elétron-spray foram também determinadas as massas dos
peptideos PIn149S, PIn149W e PIn149WS, mostrados na Figura 10. Para o espectro de
PIn149S, pode-se observar que o peptideo apresenta a massa molecular de 2347 Da. Ja nos
outros dois espectros podem ser observados uma série de ions com razdes massa/carga
diferentes, estes picos correspondem a cada um dos peptideos com diferentes protonagoes,
apresentando cargas +1, +2, +3 e +4, gerando picos em 2479.5, 1240.3, 827.3 e 620.6 Da para
PIn149W e picos em 2403.6, 1202.3, 802.1 ¢ 601.6 Da para PIn149WS. Notam-se ainda
nestes espectros os picos de m/z correspondente aos peptideos com fons de Na’, os quais
aparecem por volta de 23 Da acima dos picos descritos acima. Apos os procedimentos de
desconvolucdo, obtiveram-se os valores de 2479 e 2403 Da para as massas moleculares de

PIn149W e PIn149WS, respectivamente.
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Figura 10 — Espectros de massas de PIn149S, PIn149W e PIn149WS. Os peptideos do grupo I PIn149S (A),

PIn149W (B) e PIn149WS (C) analisados por MS apresentam massas moleculares por volta de
2479 e 2403 Da.

As massas moleculares dos outros peptideos andlogos a PInl149a e sua presenca na
fragdo bruta de sintese também foram checadas por MS, de acordo com a Figura 11, que

mostra os valores de 1801, 1843, 1928 e 2023 Da para PIn149(6-22), Ac-PIn149(6-22),
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Noctil-PIn149(6-22), Fmoc-PIn149(6-22), e as massas de 1840, 1883, 1967 ¢ 2062 Da para
PIn149W(6-22), Ac-PIn149W(6-22), Noctil-PIn149W(6-22) e Fmoc-PIn149W(6-22),

respectivamente.
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Figura 11 — Continua
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Figura 11 — Espectros de massas dos peptideos com modificacoes no N-terminal. (A)
PIn149(6-22), (B) Ac-PIn149(6-22), (C) Noctil-PIn149(6-22), (D) Fmoc-
PIn149(6-22), (E) PIn149W(6-22), (F) Ac-PIn149W(6-22), (G) Noctil-

PIn149W(6-22) e (H) Fmoc-PIn149W(6-22) Os peptideos foram analisados por
ES-TOF-MS .
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3.3 Purificacdo dos peptideos

Uma vez confirmada a presenc¢a dos peptideos de interesse na fracdo bruta de sintese,
partiu-se para a purificacdo das fracdes de interesse. O perfil cromatografico da eluicdo dos
peptideos em coluna C;g revelou um grau de pureza satisfatorio e também a eficiéncia da
sintese, devido a presenca majoritaria de um pico de absor¢do correspondente as fracdes de
interesse no peptideo bruto e um bom grau de pureza destas fragcdes. A Figura 12 mostra os
cromatogramas da purificacdo destes peptideos. As fracdes contendo os picos de interesse
foram coletadas, diluidas em agua e deixadas secar overnight em sistema SpeedVac ou em

liofilizadora, para utilizacdo nos estudos posteriores.
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Figura 12 — Continua
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Continuac¢ao
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Figura 12 - Perfil cromatografico da eluicio dos peptideos em coluna Cg. Os peptideos do grupo I (PIn149a,
PIn149S, PIn149W e PIn149WS), do grupo II (PIn149(6-22), Ac-PIn149(6-22), Noctil-PIn149(6-22)
e Fmoc-PIn149(6-22)) e do grupo III (PIn146W(6-22), Ac-PIn149W(6-22), Noctil-PIn149W(6-22) e
Fmoc-PIn149W(6-22) foram eluidos num gradiente linear de 0 a 70% de solvente B (TFA 0,1%,

acetonitrila 90% em H,0) durante 40 minutos, sob um fluxo de 1 mL/min.

A pequena diferenca de hidrofobicidade, por exemplo, entre os peptideos PIn149a e
PIn149S, (de 38 e 36%, respectivamente), e entre PIn149W e PIn149WS, (de 46 e 42%,
respectivamente) se deve a substituicdo do residuo de Tyr do N-teminal de Plnl49a e
PIn149W para um residuo de Ser em PIn149S e PIn149WS uma vez que todos os outros
residuos sao iguais. Logo, observando a cadeia lateral destes dois aminoacidos, podemos
notar que PIn149a e PIn149W sdo os mais hidrofobicos por apresentar um grupo aromatico
(fenil) em sua cadeia lateral que ndo esta presente em Ser, conforme visto na Figura 13. Esta
diferenga foi comprovada pelo maior tempo de retengdo dos andlogos contendo a Y (PIn149a

e PIn149W).
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Figura 13 — Estrutura quimica dos aminoacidos Serina e Tirosina. A cadeia lateral do residuo de Tyr
apresenta um grupo fenil aromatico que confere maior hidrofobicidade a este residuo.

O aumento da hidrofobicidade dos peptideos modificados com a adigdo dos grupos
acetil, N-octil ¢ Fmoc em seus N-terminais foi notado devido ao atraso ocasionado no tempo
de retencdo destas moléculas quando comparadas com os peptideos com o N-terminal livre.
Por exemplo, o peptideo PIn149(6-22)W foi eluido por volta de 19 minutos, ja o peptideo Ac-
PIn149W(6-22), foi eluido em 22 minutos, o Noctil-PIn149W(6-22), em 26 min ¢ o Fmoc-
PIn149W(6-22), em 30 minutos. O tempo de retencao dos peptideos PIn149W(6-22), Ac-
PIn149W(6-22), Noctil-PIn149W(6-22) e Fmoc-PIn149W(6-22) correspondem a uma
hidrofobicidade de 28, 33, 40 e 47% deste gradiente de Acetonitrila, respectivamente. A
Tabela 7 mostra o tempo de reten¢do e a hidrofobicidade correspondente de cada peptideo

sintetizado.

Tabela 7 - Tempo de eluiciio e hidrofobicidade dos peptideos sintetizados. A hidrofobicidade
estd com base no gradiente de acetonitrila utilizado para a elui¢do dos peptideos.

Peptideo Tempo eluicdo (min) Hidrofobicidade(%o)
PIn149a 25 38
PIn149S 24 36
grupol PIn149W 29 46
PIn149WS 27 42
PIn149(6-22) 17 25
Ac-PIn149(6-22) 22 34
grupoll  Noctil-PIn149(6-22) 27 43
Fmoc-PIn149(6-22) 29 46
PIn149W(6-22) 19 28
Ac-PIn149W(6-22) 22 33
grupolll  Noctil-PIn149W(6-22) 26 40

Fmoc-PIn149W(6-22) 30 47
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3.4 Ensaios de Atividade Biologica

3.4.1 Atividade Hemolitica

Neste ensaio, a hemolise foi detectada visualmente no controle positivo logo apds a
adicao da solugdo de TritonX-100 a 1 % (v/v), devido a forma¢ao de uma solucao vermelha,
enquanto no controle negativo (PBS), observou-se apenas a sedimentacao das células. Deste
modo, avaliando a atividade hemolitica de cada um dos peptideos sintetizados, a
sedimentacdo das hemadcias também foi observada na grande maioria dos pocos
correspondentes ao intervalo de 1 a 500 uM de cada peptideo.

A medida da absorbancia para monitorar a lise das células mostrou que os peptideos
do grupo I (PIn149a, PIn149S PIn149W e PIn149WS) ndo apresentaram efeito hemolitico
significativo (valores de hemolise menores que 5%), conforme mostrado na Figura 14A. Um
efeito semelhante também foi observado para os analogos do grupo II, onde nado foi observada
atividade hemolitica significativa, com exce¢do apenas do andlogo-Fmoc, o qual apresentou
atividade hemolitica fraca em concentragdes inferiores a 125 uM (de até 7%), mas nos pogos
referente as concentracdes de 250 e 500 uM, uma solucdo avermelhada foi observada,
representando um efeito hemolitico de 12 e 24.4%, respectivamente.

Os analogos do grupo III que apresentaram baixa lise celular foram PIn149W(6-22) e
Ac-PIn149W(6-22). Mas uma atividade hemolitica mais relevante foi observada para os
outros 2 analogos. O analogo-Noctilado ndo promoveu a lise das hemécias até a concentragao
de 62 uM (valores inferiores a 4%), mas valores de 12, 24 e 32% foram notados para as
concentragdes de 125, 250 e 500 puM, respectivamente. Ja o analogo-Fmoc lisou 29% das
hemacias ja em 62 puM, e foi aumentando a fracao de lise a medida que concentragao do
peptideo aumentava, atingindo 67% de hemolise para o pogo de 500 uM do peptideo.

A baixa capacidade de PIn149a e analogos do grupo I em provocar a lise nas membranas
dos eritrécitos humanos estd associada a falta de especificidade/ligacdo destes peptideos em
vesiculas constituidas majoritariamente de fosfolipidios zwitteridonicos. Tal fato evidencia a
seletividade destes peptideos para as células de microrganismos, uma caracteristica de elevada
importancia nos AMPs. O mesmo pode ser dito dos demais andlogos com modificagdes no N-

terminal, onde apesar do aumento do carater apolar dos peptideos andlogos sintetizados, visto
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durante a elui¢do no gradiente de ACN, trés destes peptideos com permaneceram com baixo

nivel de atividade de hemolitica.
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Figura 14 - Atividade hemolitica de PIn149a e peptideos analogos. Ensaio de lise celular de células vermelhas
humanas. 100% hemolise corresponde ao valor obtido com Triton X-100.



104 Plantaricinal49 e analogos: atividade antimicrobiana, estudos estruturais e mecanismos de acio

3.4.2 Inibicao do crescimento de microrganismos

3.4.2.1 Ensaio Antibiograma

Os ensaios de inibi¢do do crescimento de microrganismos realizado em placas de Petri
com meio de cultura solido realizados tanto para PIn149a e PIn149S (identificados por Y e S
nas placas, respectivamente) nao apresentaram formacdo de halo de inibi¢do para nenhuma
das cepas testadas, mostrado na Figura 15.

Um dos primeiros fatores que pode impedir a inibi¢do de microrganismos neste ensaio ¢
a molécula ficar retida no disco colocado sobre o meio de cultura, que pode ocorrer tanto por
de intera¢des com grupos polissacaridicos ou pela alta absor¢ao do disco, impedindo a entrega
da solugdo protéica molécula ao agar. J4 sabemos que PIn149 ndo mostrou interagdo com
grupos polissacaridicos, entdo para sanar a davida da segunda hipotese, utilizamos outro
composto protéico, denominado Aplisia (em estudo na UFC), que ja ¢ sabido apresentar
atividade antimicrobiana sobre algumas cepas (Staphylococcus aureus, por exemplo) como
um controle para observar se havia a liberagdo da solu¢ao depositada no disco para o meio de
cultura. Desta forma, outro disco foi colocado nas placas de S. aureus, e sobre ele foi
depositada uma solugdo do composto antimicrobiano (5 pL), que foi incubado juntamente
com o ensaio com os peptideos. Apds o tempo de incubagdo, pode-se constatar a liberagdo da
molécula protéica do disco para o meio (Figura 15F), eliminando, assim, este fator do motivo
que impediu a inibi¢do dos peptideos as cepas.

Outro motivo a ser levado em conta, ¢ que alguns peptideos antimicrobianos apresentam
problemas de difusdo em meio solido (dgar) ou interagem fortemente com componentes do
meio de cultura, o que faz com que sua atividade seja reduzida nestes ensaios, a concentragao
inibitoria determinada estd em quantidades muito maiores do que seriam em outros meio.
Uma atividade antimicrobiana dependente do meio de cultura para peptideos ja estd descrita

na literatura (88,89).
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Figura 15 - Ensaio antibiograma realizado com PIn149a (identificado nas placas por Y) e PIn149S
(identificado como S) sobre diferentes microrganismos. (A) Salmonella choleraesius, (B)
Candida tropicalis, (C) Candida albicans, (D) Lactobacillus sp L18, (E) Pseudomonas aeruginosa,
(F) Staphylococcus aureus, (G) Enterobacter aerogenes, (H) Klebisiella pneumonia e (I) Bacillus
subtilis.

3.4.2.2 Determinacio da MIC

Ensaios de inibi¢do do crescimento de microrganismos em meio de cultura liquido
foram realizados a fim de melhor caracterizar a acao de PIn149a e PIn149S. Na Figura 16
estdo as curvas de crescimento de S.aureus monitoradas pela leitura da absorbancia em
espectrofotometro, que mostra que ndao houve crescimento deste microrganismo quando
incubado com PInl49a numa concentracio de 78 uM ou mais elevadas. As curvas de
concentragdes de 38 e 19 uM mostram um aumento gradativo da quantidade de células/poco,
porém possuem uma inibicdo do crescimento por volta de 78 e 61%, respectivamente. A

MICs foi calculada como 19 uM (46 pg/mL).
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Para PIn149S, a inibi¢dao do crescimento deu-se para concentragdes a partir de 19 uM,
com uma inibi¢cdo do crescimento da ordem de 98%. No entanto, a diluicdo seguinte (por
volta de 10 uM) j& apresenta um crescimento semelhante ao controle, com inibicao de apenas

9% do crescimento de S.aureus. Portanto, a MICsg, de PIn149S para estes microrganismos

também foi determinada como 19 uM (44 pg/mL).
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Figura 16 - Curvas de crescimento de S. aureus. A bactéria foi crescida na presenca de diferentes
concentragdes dos peptideos (A) PIn149a e (B) PIn149S.

O ensaio de inibigdo realizado com P.aeruginosa estd mostrado na Figura 17.
Observando as curvas de crescimento da bactéria, vemos que apenas as concentragdes mais
altas de ambos os peptideos (620 e 310 uM) foram capazes de impedir o crescimento da
bactéria. J& a partir de 78 uM, observou-se uma inibi¢do do crescimento inferior a 15% para
PIn149a, e de 8% para PIn149S. Assim, o valor da MICs para PIn149a e PIn149S ¢ de 155
uM (369 e 363 pg/mL), com inibi¢des de 50 e 62%, respectivamente.
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Figura 17 - Curvas de crescimento de P. aeruginosa. Ensaio realizado na presencga de diferentes concentragdes
dos peptideos PIn149a (A) e PIn149S (B).
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PIn149a mostrou atividade antimicrobiana mais forte contra Staphylococcus aureus, o
que se explica pelo fato desta bactéria patogénica apresentar cerca de 60% de fosfolipidios do
tipo PG em sua membrana celular (90), para o qual foi mostrado que o peptideo apresenta alta
afinidade. Nenhum crescimento bacteriano foi observado na presenga do PIn149a no intervalo
de 78 para 620 M. A acdo mais eficaz contra bactérias Gram-positivas ¢ uma caracteristica
compartilhado de muitos AMPs isolados de anfibios (91,92) que inibem o crescimento de
Staphylococcus, Listeria. Além disso, os valores da MIC determinado para Plnl49a
concordam com o observado para a atividade antimicrobiana de magaininas contra bactérias,
fungos e protozoarios, que apresenta MICs por volta de 10-100 pg/mL (16).

Apobs o término do ensaio, aliquotas de cada um dos pogos foram subcultivadas em
placas de Petri contendo o meio de cultura MH a fim de notar se os pogos cuja inibicao do
crescimento foi observado continha células vidveis a se multiplicarem quando colocadas em
meio de cultura na auséncia do peptideo, ou seja, a fim de notar se o peptideo apresentava

acdo bactericida ou bacteriostatica (Figura 18).

Figura 18 - Subcultivo dos pocos do ensaio de MIC. Ensaio realizado para PIn149a contra P.aeruginosa (A) e
S.aureus (C), e também de PIn149S para essas duas bactérias (B e D), respectivamente.
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PIn149a e PIn149S foram provados ter atividade letal para estes dois microrganismos.
No entanto, PIn149a atuando de modo bactericida nas duas primeiras dilui¢des do ensaio com
P.aeruginosa, no qual o crescimento da bactéria no poco de dilui¢ao (1:4), correspondente a
concentragdo de 155 uM estd de acordo com as curvas de crescimento da Figura 17. J& para
PIn149S, vé-se pela Figura 18B a inibicdo do crescimento deste microrganismo ocorreu de
modo bactericida somente na diluigdo (1:1), com o crescimento das células ja em
concentragdes a partir de 310 uM. Para os pogos com dilui¢cdes maiores, tanto para Pln149a,
como para PIn149S, notou-se o crescimento do microrganismo sobre a placa de Petri.

No ensaio com S.aureus, a agdo bactericida dos dois peptideos atingiu valores mais
baixos da concentracdo dos peptideos. Na Figura 18C, notamos o efeito bactericida de
PIn149a até uma concentra¢do de 78 uM (dilui¢do 1:8), e o de PIn149S, até a concentragdo de
38 uM (diluicao 1:16).

Esta diferenca nos valores de concentracdo em que a agao bactericida dos peptideos foi
observada para P.aeruginosa e S.aureus esta associada com a diferenca na composigdo
lipidica das membranas biologicas destas bactérias, uma vez que uma delas ¢ do tipo Gram (-)
e outra do tipo Gram (+), e como ja descrito, o efeito litico causado pelos peptideos ¢

dependente da composi¢ao lipidica da célula-alvo.

O ensaio de inibi¢do do crescimento com Candida albicans para PIn149a ¢ PIn149S,
mostrado na Figura 19, revela que ndo houve alteracdo do crescimento desta levedura devido
a agdo destes AMPs. Tal resultado ¢ justificado do mesmo modo da ocorréncia da baixa lise
celular nas membranas de eritrécitos, pois a membrana celular deste organismo também
apresenta presenga majoritaria de fosfolipidios zwiterionicos (por volta de 89%, sendo 70%

da série PE) (90), e PIn149a e analogos ndo devem se ligam a estes fosfolipidios.
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Figura 19 - Curvas de crescimento de C.albicans. Ensaio realizado na presenca de diferentes concentragdes
dos peptideos. (A) PIn149a e (B) PIn149S incubados com o microrganismo por 24 h.

Do mesmo modo, o ensaio de inibi¢ao de Lactobacillus L18 para ambos PIn149a e
PIn149S, mostrados na Figura 20, revelam o baixo efeito toxico destes peptideos para frente a
estas células, pois um crescimento acima de 50% da bactéria foi observado para a
concentragdo de 200 uM do AMP, apoés 24 h de incubacdo. Para concentracdes inferiores

(dilui¢des seguintes), um crescimento normal da bactéria foi observado.
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Figura 20 - Curvas de crescimento de Lactobacillus L18. Ensaio realizado na presenca de diferentes
concentragdes dos peptideos. (A) PIn149a e (B) PIn149S apresentam baixo efeito inibitorio para o
crescimento destas células.

O resultado do ensaio de inibigdo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 pela ag¢do dos outros peptideos analogos a PIn149a
também foi realizado, e os resultados estio descritos a seguir. E interessante observar que,
mesmo com a redu¢do do tamanho do peptideo PIn149, os quatro andlogos ainda preservaram
a sua propriedade inibitéria contra essas duas cepas bacterianas. No entanto apresentaram

valores mais elevados para as MICs.
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Na Figura 21, estdo mostrados os ensaio para a determinacdo das As MICsy de
PIn149(6-22), Ac-PIn149(6-22), Noctil-PIn149(6-22) e Fmoc-PIn149(6-22) contra S. aureus,
que foram de 78 uM, 78 uM, 10 uM e 38 uM, respectivamente.
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Figura 21 - Curvas de crescimento de S. aureus. Ensaio realizado na presenga de diferentes concentracdes dos
peptideos analogos do grupo II. (A) PIn149(6-22), (B) Ac- PIn149(6-22), (C) Noctil- PIn149(6-22) e
(D) Fmoc-PIn149(6-22).

Na Figura 22 estdo as curvas de inibi¢do do crescimento de Pseudomonas aeruginosa
para os analogos do grupo II. Neste ensaio, as MICsy de PIn149(6-22), Ac-PIn149(6-22),
Noctil-PIn149(6-22) e Fmoc-PIn149(6-22) foram determinadas de 155, 155, 155 ¢ 19 uM,

respectivamente.
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Figura 22 - Curvas de crescimento de P. aeruginosa. Ensaio realizado na presenga de diferentes concentragdes
dos peptideos andlogos do grupo II. (A) PIn149(6-22), (B) Ac-PIn149(6-22) (C) Noctil- PIn149(6-
22) e (D) Fmoc-PIn149(6-22).

O incremento na atividade antimicrobiana observado para o analogo-Fmoc frente aos
demais analogos pode ser atribuido ao efeito litico que o grupo hidrofébico inserido na sua
porcdo N-terminal causa nas membranas celulares. A adicdo deste grupo aumenta muito o
carater hidrofobico do peptideo. Além do aumento na inibi¢do do crescimento bacteriano, este
analogo também teve sua atividade hemolitica elevada (observado na se¢do 3.2.10.1). Similar
comportamento ja foi observado para outros AMPs que tiveram seu momento hidrofébico
aumentado (93).

O subcultivo de cada um dos pogos deste ensaio (Figura 23) evidenciou uma diferenga
marcante entre a acdo de PIn149a e estes andlogos. Essa diferenca estd no mecanismo de acao
entre os peptideos PIn149a e PIn149(6-22), onde o primeiro mostrou-se bactericida, e este
ultimo promoveu uma inibi¢cdo apenas basteriostdtica tanto contra S. aureus como para P.
aeruginosa. Nesta figura, pode-se notar o crescimento de colonias bacterianas para 0s pogos
onde havia ocorrido inibi¢do do crescimento bacteriano por valores maiores que 90%, tanto
para S.aureus, como para P.aeruginosa, isto mostra que apesar da inibi¢do do crescimento

destas células, elas permaneceram vidveis, e voltaram a crescer na placa do subcultivo.
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Figura 23 - Subcultivo dos pocos do ensaio de MIC. Ensaio realizado contra S.aureus para (A) Pln149(6-22),
(B) Ac- PIn149(6-22), (C) Noctil-PIn149(6-22) e (D) Fmoc PIn149(6-22) e contra P.aeruginosa
para (E) PIn149(6-22), (F) Ac- PIn149(6-22), (G) Noctil-PIn149(6-22) e (H) Fmoc PIn149(6-22).

Tal diferenga no mecanismo de acdo de Plnl49a e PIn149S comparado com o

mecanismo dos peptideos do grupo II pode ser atribuida a auséncia dos residuos da por¢ao N-
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terminal (YSLQM) nestes ultimos, uma vez que esta regido deve ser a responsavel pela
penetracdo do AMP entre cadeias acil-graxas dos fosfolipidios, promovendo a lise e morte das
células. Além disso, os outros andlogos apresentaram valores da MICs inferiores aos de
PIn149a, sugerindo, mais uma vez a importancia da participagdo do segmento N-terminal de

PIn149 em sua atividade litica frente as em membranas biologicas.

3.4.3 — Atividade contra Saccharomices cerevisiae

O peptideo PIn149a também mostrou inibir o crescimento de células de Saccharomyces
cerevisiae em meio YPD por até 16 h, de acordo com o decréscimo de 82% da turbidez em
600 nm no ensaio de inibigdo comparado com a cultura controle. Mesmo ap6s a incubagao
por 24 h, pode-se notar uma reducdo do crescimento de 47% (Figura 24), sugerindo a
provavel resisténcia do peptideo a agdo proteolitica desta levedura no meio de cultura, mesmo

apos 24 h de incubagao.
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Figura 24 - Ensaio de inibi¢do do crescimento de Saccharomyces cerevisiae. Realizado em meio de cultura
YPD liquido, monitorando o crescimento por medidas da absorbancia em 600 nm, por 24 horas.
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Uma vez constatada a agdo inibidora do peptideo sobre S.cerevisiae, partiu-se para
monitorar as possiveis alteracdes morfoldgicas que PIn149a pudesse causar nessas leveduras

durante sua ac¢do antimicrobiana, pela técnica de microscopia eletronica de varredura.

3. 4.3.1 — Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens tomadas pela técnica de MEV auxiliaram na visualizagdo do efeito do
peptideo PIn149a sobre as células de S.cerevisiae, mostrando mostraram que nas aliquotas em
que a levedura foi incubada juntamente com o peptideo, poucas células intactas foram notadas
sobre a superficie da membrana, quando comparamos com o numero de células crescidas na
auséncia do peptideo. Este nimero de células intactas foi diminuindo ao longo do tempo de
incubagdo com o peptideo, no qual apos 24 h de incubagdo, raramente foram observadas
células da levedura com a aparéncia normal.

Conforme pode ser visto na Figura 25A, logo nas aliquotas com tempo de crescimento
de 6 horas, as células do controle apresentam crescimento normal com um aspecto turgido,
enquanto as células crescidas na presenca do peptideo, mostraram algumas diferencas
morfoldgicas bruscas em sua superficie (Figura 25B). Estas alteracdes podem indicar que
PIn149a conseguiu alcangar a membrana plasmatica da levedura e se acumular nesta
superficie, possivelmente promovendo o vazamento do contetido citoplasmatico, bem como a
formagdo estruturas de diferentes aspectos morfologicos e até de formato multiglobular na
superficie das células (Figura 25C), tais estruturas sdo provenientes dos lipidios removidos da
membrana de S.cerevisiae. Conforme ja dito, ao longo do tempo, para as aliquotas tomadas
em 12 e 24h de incubagdo, essas diferencas foram se acentuando cada vez mais nas células
que restaram, indicando que o peptideo conseguiu atravessar a barreira fisica definida pela
parede celular da levedura e interagir com os fosfolipidios da membrana celular da célula.
Nesta interagdo, PIn149a desempenhou seu papel litico, rompendo as bicamadas lipidicas nas

células da levedura.
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Figura 25 - Imagens de microscopia eletrdnica de varredura sobre células de S.cerevisiae crescidas na
auséncia e na presenca de PIn149a. Controles: A, D e G, com 6, 12 e 24 horas de crescimento,
respectivamente. Em B e C, E e F, H ¢ I, estdo as imagens com 6, 12 ¢ 24 horas de incubagdo com
PIn149a. As barras correspondem a 5 pm.

A escolha da levedura de S.cerevisiae para realizar as medidas de MEV foi baseada em
varias vantagens que estas células nos oferecem; tais como, serem amplamente utilizadas
como modelo experimental eucariotico em estudos biologicos basicos e aplicados (94-96); ser
constituida de uma unica célula, geralmente oval ou esférica de tamanho facil de ser
visualizado; desempenham um importante papel nos processos biotecnoldgicos; possuem
ampla aplicacdo na industria alimenticia (fabricagdo de pao, cerveja, vinho ¢ também como
probidticos para animais € humanos); alem de ser uma levedura ndo-patogé€nica de facil

cultivo em laboratorio.
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3. 4.4 — Células Tumorais

A fim de avaliar a viabilidade das células de cancer de prostata da linhagem DU-145
apods incubagdo com os peptideos, a absorbancia da cultura foi monitorada em 595 nm, a fim
de detectar o MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium  bromide)
metabolizado na mitocondria das células viaveis. Como detec¢ao de toxicidade, um controle
positivo foi empregado utilizando a mitomycina (molécula toxica a estas células). Os ensaios
com PInl49a e os demais peptideos andlogos mostraram que ndo ha feito citotdoxico contra
estas células quando os peptideos estdao em concentragdes na ordem de nanomolares (Figura
26A). Enquanto que, nas concentracdes mais elevadas (de 1 a 20 uM), foi possivel observar
uma significativa diminui¢do no nimero de células viaveis no final do ensaio, conforme

mostrado na Figura 26B.
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Figura 26 - Ensaio de citotoxicidade em células de cincer de préstata da linhagem DU-145. C+= meio de
cultura; C-=mitomicina; 1= PIn149a; 2=PIn149S; 3= PIn149(6-22); 4=Ac-PIn149(6-22); 5= Fmoc-
PIn149(6-22); 6= Noctil-PIn149(6-22).
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3.5 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

3.5.1 Peptideos em solucao aquosa

Os espectros de CD no UV-distante de PIn149a e cada uma das moléculas sintetizadas
registrados em agua em tampao Hepes 10 mM (pH 7.4) sdo caracterizados pela presenca de
apenas um minimo negativo centrado em torno de 198 nm. Este perfil € tipico para proteinas e
peptideos do tipo Pp, que sdo descritos na literatura por conterem uma alta fracdo de
elementos em estruturas nao-ordenadas e apresentarem auséncia de estrutura secundaria do
tipo helicoidal (a-hélices), conforme mostrado na Figura 27. Dessa forma, observa-se que, em
solucdo aquosa, estes peptideos assumem predominantemente estrutura secundaria do tipo
desordenada.

O baixo grau de ordenamento estrutural destes peptideos em solu¢do aquosa, ¢ uma
caracteristica compartilhada com uma classe de proteinas conhecida como proteinas
desordenadas (97), que apresenta alta flexibilidade estrutural devido a presenca de grandes
segmentos em estrutura randomica, o que permite o estabelecimento de ligacdes com um
numero grande de diferentes alvos. Este artificio ¢ proposto como a alternativa usada por
muitas proteinas virais a fim de expandir sua funcionalidade sem um simultaneo aumento no
tamanho do genoma.

O calculo das fracdes de estrutura secundaria, realizado para a PIn149a utilizando os
programas ContinLL, SELCON3 e CDSSTR, resultaram nos valores médios de 43% em
estruturas desordenadas, 24% em voltas-B e 28% de estruturas-B. A desconvolug¢do dos
espectros dos peptideos andlogos foram muito semelhantes ao da PIn149a, a analise dos seus
conteudos em estrutura secundaria, com base no pacote CDPro realizadas com a base de

dados contendo 56 proteinas, estdo na Tabela 8.
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Figura 27 - Espectro de CD no UV distante de PIn149a e dos peptideos modificados. As amostras (0.2
mg/mL) foram analisadas em agua, com uma média de 16 varreduras, a 25 °C, numa cubeta
retangular de caminho 6ptico de 1 mm.
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Tabela 8 - Contetidos de estrutura secundaria dos peptideos em solu¢io aquosa. n.d. = ndo determinado

Peptideo

Continll

Selcon3

CDSSTR

PIn149a

PIn149S

PIn149W

PIn149WS

PIn149(6-22)

Ac-PIn149(6-22)

Noctil-PIn149(6-22)

Fmoc-PIn149(6-22)

PIn149W(6-22)

Ac-PIn149W(6-22)

Noctil-PIn149W(6-22)

Fmoc-PIn149W(6-22)

o-hélice: 6%
Estruturas-p: 25%
Voltas: 25%
Desordenada: 44%
a-hélice: 7%
Estruturas-p: 25%
Voltas: 24%
Desordenada: 44%
o-hélice: 6%
Estruturas-p: 24%
Voltas: 25%
Desordenada: 45%
o-hélice: 6%
Estruturas-p: 28%
Voltas: 23%
Desordenada: 43%
o-hélice: 7%
Estruturas-p: 25%
Voltas: 23%
Desordenada: 45%
a-hélice: 6%
Estruturas-p: 24%
Voltas: 24%
Desordenada: 46%
o-hélice: 7%
Estruturas-p: 23%
Voltas: 24%
Desordenada: 46%
o-hélice: 7%
Estruturas-p: 26%
Voltas: 23%
Desordenada: 44%
o-hélice: 6%
Estruturas-p: 28%
Voltas: 23%
Desordenada: 43%
oa-hélice: 7%
Estruturas-p: 28%
Voltas: 23%
Desordenada: 42%
o-hélice: 8%
Estruturas-p: 23%
Voltas: 25%
Desordenada: 44%
o-hélice: 7%
Estruturas-f: 29%
Voltas: 23%
Desordenada: 41%

o-hélice: 8%
Estruturas-p: 25%
Voltas: 24%
Desordenada: 43%
oa-hélice: 7%
Estruturas-p: 25%
Voltas: 24%
Desordenada: 44%
o-hélice:6%
Estruturas-p: 26%
Voltas: 24%
Desordenada: 44%

n.d.

n.d.

n.d.

o-hélice: 9%
Estruturas-p: 26%
Voltas: 23%
Desordenada: 42%

n.d.

o-hélice: 9%
Estruturas-p: 30%
Voltas: 22%
Desordenada: 39%

n.d.

o-hélice: 7%
Estruturas-p: 27%
Voltas: 22%
Desordenada: 44%
o-hélice: 9%
Estruturas-f: 29%
Voltas: 22%
Desordenada: 40%

a-hélice: 2%
Estruturas-f: 34%
Voltas: 22%
Desordenada: 42%
a-hélice: 2%
Estruturas-f: 33%
Voltas: 25%
Desordenada: 40%
a-hélice: 2%
Estruturas-p: 32%
Voltas: 26%
Desordenada: 40%
a-hélice: 2%
Estruturas-f: 33%
Voltas: 24%
Desordenada: 41%
a-hélice: 1%
Estruturas-fp: 34%
Voltas: 24%
Desordenada: 41%
a-hélice: 2%
Estruturas-f: 35%
Voltas: 24%
Desordenada: 39%
a-hélice: 1%
Estruturas-p: 34%
Voltas: 24%
Desordenada: 41%
a-hélice: 2%
Estruturas-f: 35%
Voltas: 24%
Desordenada: 39%
a-hélice: 2%
Estruturas-p: 34%
Voltas: 24%
Desordenada: 40%
a-hélice: 2%
Estruturas-f: 33%
Voltas: 24%
Desordenada: 41%
a-hélice: 6%
Estruturas-p: 31%
Voltas: 26%
Desordenada: 37%
a-hélice: 3%
Estruturas-f: 33%
Voltas: 24%
Desordenada: 40%
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3.5.2 Presenca de Metanol

Estudando o efeito da composi¢do do solvente sobre a estrutura do peptideo PIn149a
pela técnica de CD, observamos que as adi¢des de 5, 10 e 20% de metanol ndo causaram
mudangas significativas no perfil do espectro de PIn149a em solucao aquosa (Figura 28A).
Todavia, quando o peptideo foi incubado com concentragdes mais altas de metanol (a partir
de 40%, mas acentuando-se com 80% e 90%), diferencas marcantes puderam ser observadas
nesses espectros. A primeira delas foi o aumento da intensidade da banda em 222 a medida
que se aumentou a concentracao de metanol, refletindo o aumento do conteudo helicoidal na
estrutura secundaria de PIn149a (Figura 28B). Outra diferenca foi o deslocamento da banda
que anteriormente estava centrada em 198 nm para a regido de 208 nm, também caracteristica
do contetido helicoidal que foi induzido no peptideo.

Nas altas concentracdes de metanol, o espectro de CD de PInl49a apresentou-se
inteiramente com as bandas caracteristicas de elementos em o-hélice, sendo os dois minimos
jé citados (em 222 e 208 nm) e um maximo positivo em torno de 196 nm.

Este mesmo comportamento ¢ observado em dermaseptinas isoladas de Phyllomedusa
oreades e¢ Phyllomedusa distincta quando na presenga de TFE. Além disso, também ¢
conhecido que a adi¢dao de detergentes anidnicos, tais como o SDS, acima da concentragdo
micelar critica (CMC), faz com que o espectro de CD de tais AMPs sofra um aumento
caracteristico do contetido de estruturas helicoidais (98).

A inducdo de elementos helicoidais na estrutura secundaria dos peptideos promovida
pela incubagdo com metanol pode ser explicada pelo aumento do carater apolar do meio, uma
vez que as ligacdes de hidrogénio intramoleculares (que ajudam a estabilizar a estrutura
helicoidal) tém uma propensao muito maior de se formarem quando a molécula ¢ colocada em

meios (solventes) com baixa capacidade de formar ligacdes de hidrogénio.
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Figura 28 - Espectros de CD de PIn149a com diferentes composicdes de metanol. (A) Os espectros de
PIn149a incubados com 0, 10, 40, 60 ¢ 80% de metanol mostram a indugdo de um contetdo
helicoidal no peptideo. (B) A fragdo helicoidal em PIn149a ¢ proporcional ao aumento da
concentrag¢do de metanol no meio.

3. 5.3 Presenca de Carboidratos

O espectro de CD de PIn149a na presenca dos diferentes carboidratos (glicose, galactose,
manose, maltose, sacarose, a-metil-manosideo, N-acetil-galactosamina, carragenana e
galactomanana) ndo apresentou nenhuma diferenca significativa do espectro do peptideo em

solucdo aquosa (Figura 29), preservando a banda caracteristica de elementos em estrutura
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randomica observada por volta de 198 nm, mostrando que o peptideo ndo sofreu nenhuma
mudanca conformacional brusca na presenga destes carboidratos. Isso pode indicar uma
interagdo que ndo seja capaz de induzir uma maior estruturacdo do peptideo, ou entdo, a

auséncia de interacdo entre as duas moléculas.
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Figura 29 - PIn149a na presenca de diferentes carboidratos. O espectro de CD de PIn149a (0.2 mg/mL) foi
tomado a 25° C, numa média de 8 varreduras. Todos os carboidratos foram utilizados numa
concentragdo de 0.1 M e seus respectivos espectros de CD foram subtraidos do peptideo.
Abreviaturas: Gli: glicose, Gal: galactose, Man: manose, Mal: maltose, Sac: Sacarose, NAG: N-
acetil-glicosamina, aMM: a-metil-manosideo, CGN: carragenana, GLM: galactomanana.

3. 5.4 Presenca de vesiculas fosfolipidicas

A interacdo de PInl49a com modelos de membrana constituidos de bicamadas
fosfolipidicas foi também investigada pela técnica de dicroismo circular. A preferéncia na
utilizacdo dos sistemas modelo de membrana se deu em vista a alta complexidade das
membranas bioldgicas naturais, que dificultariam o estudo de eventos independentes e
controlados. Além da obtengdo nao-trivial das biomembranas naturais que contrastam com a
facilidade de construcao destes sistemas biomiméticos, onde ¢ possivel utilizar fosfolipidios
com propriedades acidas, neutras, além da presenca de colesterol e marcadores especificos.
Tais vantagens sdo responsaveis pela grande utilizagdo de modelos de membrana nos

diferentes estudos em que sdo empregados, onde as interagdes moleculares dos peptideos com
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lipidios sdo passiveis de serem estudadas por diferentes técnicas fisicas, tais como as
espectroscopias de emissdao de fluorescéncia, de absorc¢dao eletronica (UV-Visivel), de
dicroismo circular, as diferentes modalidades de microscopia, calorimetria, ressonincia
plasmonica de superficie e ressonancia magnética nuclear.

A Figura 30 mostra os espectros do peptideo em solugdo aquosa e na presenga das
LUVs de DPPG, DPPC, POPG, DLPC, DPPE, DMPE, DSPE e DPPS a 25 °C. Nela, observa-
se que nao ocorre nenhuma mudanga conformacional durante a interacao de PIn149a com
lipossomos zwitteridnicos, tais como as vesiculas constituidas por fosfolipidios da série PC e
PE.

No entanto, realizando o mesmo experimento com vesiculas de DPPG e POPG, o
peptideo que em solugdo aquosa apresentava predominantemente estrutura desordenada
passou por uma mudanca conformacional, sofrendo a inducdo de um elemento helicoidal em
sua estrutura secunddria, devido ao espectro tipico de proteinas com hélice-a.

Mais uma vez, a transi¢do de estrutura desordenada para hélice-a na estrutura
secundaria do peptideo devido a sua interagdo com superficies negativamente carregada ¢
observada em muitos AMPs, tais como as dermaseptinas de anfibios (98), parasina I e
peptideos andlogos (99) interagindo com estruturas micelares do detergente negativamente
carregado SDS.

A flexibilidade estrutural do AMP ¢ um aspecto importante na a¢do do peptideo, uma
vez que costuma ocorrer uma transicdo conformacional entre a estrutura do peptideo em
solugdo e o peptideo ligado & membrana plasmatica.

A bicamada fosfolipidica, componente essencial a todas as biomembranas, ¢ uma
estrutura anfipatica, apresentando tanto dominios hidrofilicos como hidrofobicos. A rede de
cargas de uma biomembrana ¢ determinada basicamente pela sua composi¢ao fosfolipidica e
por sua arquitetura, e isso explica o motivo das biomembranas dos organismos procariotos
serem significativamente distintas das células eucaridticas. Lipidios do tipo fosfatidilcolina
(PC) e fosfatidiletanolamina (PE), por exemplo, ndo apresentam uma rede de cargas liquida,
formando bicamadas enriquecidas de fosfolipidios zwitteridnicos. A camada externa das
membranas de células de mamiferos ¢é composta majoritariamente por fosfolipidos
zwitterionicos, para os quais os AMPs mostram baixa afinidade. A presenca de colesterol
também contribui para uma menor interacdo das membranas eucaridticas com esses

peptideos.
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Figura 30 - Espectro de CD da interacdo de PIn149a com diferentes LUVs. Os espectros foram tomados
numa cubeta retangular de caminho 6ptico de 1 mm, com uma média de 16 varreduras. O peptideo
(0.2 mg/mL) foi incubado com as LUVs de DPPG, DPPC, DLPC, DPPE, DMPE, DSPE e DPPS.

Ao contrério, os fosfolipidios hidroxilados, tais como o fosfatidilglicerol (PG), mantém

uma rede de cargas negativas em condicdes fisiologicas. Deste modo, membranas celulares

compostas predominantemente de PG tendem a ser altamente eletronegativas, estas

composi¢des sdo encontradas em muitas bactérias patogénicas (84), onde os peptideos

cationicos ligam-se preferencialmente com ajuda de interagdes eletrostaticas.
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O valor médio dos trés programas de desconvolucao para o célculo das fragdes de
estrutura secundaria de Pln149a incubada com LUVs de DPPC mostram 41% elementos
desordenados, 24 % de voltas e 31% elementos-3, enquanto que para as vesiculas de DPPG
obteve-se 37% de a-hélices, 24% de estrutura-f3, 17% de voltas- e 22% de estruturas ndo
ordenadas. Estes valores indicam que cerca 51% dos elementos em estrutura ndo-ordenada do
PIn149a em solucdo aquosa sofreu mudanga conformacional ao interagir com vesiculas de
DPPG para se organizar em estrutura helicoidal, além da contribuigdo também de 11% das
demais fracdes que também sofreram esta inducao.

A hélice que se forma em PIn149a da interagdo com LUVs de DPPG deve se estender
entre os residuos de aminodcido 10-19, conforme predito pelo modelo (44). Nesta regido do
peptideo, uma rede de cargas positivas ¢ formada no lado polar da hélice devido a presenga de
residuos positivamente carregados (K11, K14, K15, K18 e K19), o que pode criar um
ambiente favoravel para interacdo com espécies negativas. Deste modo, acredita-se que a
primeira etapa da interagdo entre 0 AMP e as membranas lipidicas do microrganismo seja a
estabilizacdo da estrutura helicoidal por meio de interacdes eletrostatica, pois o AMP tem
carga liquida positiva em pH fisiologico e a monocamada externa da membrana
citoplasmatica de bactérias tem carga liquida negativa. Esse aspecto ¢ importante para a
seletividade do AMP, pois o potencial negativo da membrana atua como agente concentrador
de peptideos no entorno da membrana.

Mais uma vez, de modo semelhante aos peptideos andlogos de PIn149, as proteinas
desordenadas sdao geralmente ricas em residuos carregados, apresentando grandes areas de
contato para interagdo com outras proteinas e com membrana. A grande densidade de cargas
que elas apresentam atua para desestabilizar uma estrutura mais compacta que poderia ser
formada nestas proteinas em solugdo (100). Deste modo, a ligagdo de uma proteina
desordenada ao seu alvo se da sob uma condi¢ao entropicamente desfavordvel, pois ocorre o
enovelamento da proteina (AS<0). No entanto, tais proteinas adquirem uma energia livre de
ligacdo (AGuing) favoravel pelo alto numero de interagdes eletrostaticas que realizam com a
molécula alvo, o que favorece muito a entalpia de ligacdo (AH altamente negativo) de modo a
compensar o termo entropico.

Apos a ligagcdo do peptideo a membrana, ocorrem eventos subseqiientes que causardo a
permeabilizacdo e a translocacdo da membrana microbianas, mas estes mecanismos ainda nao

estdo totalmente esclarecidos e podem variar para diferentes AMPs (84).
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Também foram investigadas pela técnica de CD, as interacdes de cada um dos outros
peptideos analogos a PIn149a (do grupo I, II), com as LUVs de DPPG e DPPC para
determinar como estas modificacdes afetam a formacao da hélice.

Todos os espectros foram tomados nas mesmas condi¢des descritas para PIn149a, e de
modo semelhante, ndo mostraram sofrer nenhuma mudanga conformacional na presenca de
vesiculas fosfolipidicas de DPPC, preservando o perfil tipico do espectro do peptideo livre em

solugdo aquosa (Figura 31).
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Figura 31 - Espectro de CD da interacdo dos peptideos andlogos de PIn149 com LUVs de DPPC. Os
espectros dos peptideos analogos a PIn149 quando incubados com vesiculas zwiterionicas nao
mostram alteragdo do perfil tipico de estrutura randémica que estes peptideos apresentaram em
solugdo aquosa.

No entanto, na presenga de vesiculas anionicas, a inducao helicoidal foi observada em

todos os outros peptideos andlogos estudados, conforme mostrado na Figura 32. Portanto, as
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modificagdes inseridas no N-terminal dos andlogos ndo causaram graves perturbagdes sobre a
estrutura secundaria do peptideo, nem dificultaram sua interacdo com as biomembranas
negativas. Nesta figura, observa-se ainda que nos espectros dos analogos cujo pentapeptideo
YSLQM foi removido da por¢do N-terminal dos peptideos (andlogos do grupo II), houve uma
diminui¢do da intensidade da elipticidade em 222 nm. Desta forma, pode-se inferir que,
apesar da participacdo do pentapeptideo nao ser predita na hélice que se instala na estrutura
secundaria de PInl49a, a presenca destes 5 residuos na por¢do N-terminal da molécula
também afeta o conteudo helicoidal do peptideo.

A desconvolucdo dos espectros de PIn149(6-22) e dos demais peptideos do grupo II na
presenga das LUVs de DPPG mostram as fragdes de 22% de a-hélices, 29% de estrutura-J3,
23% de voltas-f§ e 26% de estruturas ndo ordenadas. Portanto, pode observar que ha uma
diferenga de 16% do conteudo helicoidal que ¢ induzido em PIn149a, concordando com ao

diminui¢do da intensidade da banda em 222 nm para os peptideos do grupo II.
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Figura 32 - Espectro de CD da interacido dos peptideos anilogos de PIn149 com LUVs de DPPG. Os
espectros foram tomados a 25 °C. Uma indugdo helicoidal é observada decorrente desta interagao.

Uma das primeiras observacdes a respeito de interagdes peptideo-lipidio foi que a
ligagdo da cadeia polipeptidica nas membranas lipidicas ¢ geralmente acompanhada pela

formacgao de estrutura secundaria organizada no peptideo. O processo referido como particao,
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ligacdo e enovelamento surge da necessidade de evitar a exposi¢do dos aminoacidos polares
da cadeia principal do peptideo para o interior da bicamada lipidica, 0 que minimizaria o

nimero de ligacdes estabelecidas entre essas duas espécies (3).

3.5.4.1 Ensaio frente a variacoes de pH e forc¢a ionica

A incubagdo de PInl149a em diferentes valores de pH (no intervalo de 3.0 a 11) ndo
afetou o grau de desordem do peptideo em solugdo, conforme pode ser visto pela Figura 33A,
na qual o mesmo perfil de peptideo em estrutura randomica ¢ observado em todo o intervalo
de pH testado.

Um comportamento dependente do pH foi observado quando PIn149a foi incubado com
vesiculas de DPPG, de acordo com os espectros da Figura 33B. Na qual vemos a ocorréncia
da indugdo de hélice em PIn149a no intervalo de pH 5.0 a 9.0, enquanto, nos extremos valores
acidos e basicos (pHs 3.0 e 11.0, respectivamente) o peptideo permanece com estrutura
randomica em solug¢do.

Esse efeito pode ser explicado em fungdo da diminui¢do da atracdo eletrostatica entre o
peptideo e a superficie do lipossomo, devido a modificagdo das cargas dos grupos carregados
tanto do peptideo quanto das cabegas polares do DPPG nestes valores de pH. Pois em pH 3.0,
as hidroxilas do DPPG encontram-se protonadas, diminuindo seu carater eletronegativo. Ja no
valor de pH 11, o peptideo se encontra numa solugdo acima do seu ponto isoelétrico, fazendo
com seu carater positivo diminua. Em ambos os casos, havera menor interagdo entre as duas
espécies em solucao.

Estudos do mecanismo de agdo com lactocinas revelaram que a atividade bactericida
estava confinada ao pH 6.0 e valores ligeiramente menores (22). Em geral, a atividade
antimicrobiana dos AMPs sdo maiores em pHs acidos devido ao seu carater catidnico, pois o
efeito do pH tem um papel importante na determinacdo da carga efetiva do peptideo, e esta

ultima é um dos fatores mais importantes para a atividade do AMP.
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Figura 33 - Tratamento de pH em PIln149a antes e durante sua interacdo com LUVs de DPPG. (A) PIn149a
(0.2 mg/mL) incubado em solu¢des com diferentes pHs, e (B) na presenca de LUVs de DPPG nestas
mesmas condigdes.

Da mesma forma, os espectros de CD da incubagdo do peptideo em solugdes com
diferentes concentragdes salinas na presenca de vesiculas negativamente carregadas mostram
um forte efeito sobre a inducdo helicoidal do peptideo. Inicialmente, conforme pode ser visto
na Figura 34A, na auséncia das vesiculas fosfolipidicas, as diferentes concentragdes de NaCl
em todo o intervalo testado (de 50 mM a 2 M) ndo alteraram o tipico do espectro de peptideo
em conformagao randomica.

Nas solugdes de menor forca i6nica (0, 50 e 100 mM de NaCl) nota-se a ocorréncia da
inducdo helicoidal, com as bandas tipicas desta estrutura, conforme ja descrito anteriormente.
No entanto, uma vez na presenca de solu¢des contendo concentragdes a partir das de 250 mM
de NaCl, a interagdo deste AMP com as LUVs de DPPG foi afetada, de modo que a forma do

espectro do peptideo comecou a ser alterada, com a diminui¢ao da intensidade da banda em
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222 nm, ¢ o deslocamento do minimo de 208nm para 198 nm junto com o aumento da
intensidade desta banda negativa.

Tal comportamento foi intensificado na presenga de 500 mM de NaCl na solugdo. E, por
fim, para as solu¢des de mais alta forca idnica (1 e 2 M de sal), o espectro de PIn149a se
mostra inteiramente com a banda tipica de estrutura randomica, sugerindo a ausé€ncia de
interacao entre o peptideo e a vesicula nesta condicao.

Este efeito pode ser explicado pela presenca de grandes quantidades dos ions Na™ e CI
nas solugdes mais concentradas. Estes ions atuam estabilizando as cargas negativas das
cabegas polares do fosfolipidio e a0 mesmo tempo as cargas positivas dos residuos de Lys de
PIn149a., e isto interacdes minimiza a atragdo eletrostatica inicial entre essas duas espécies

em solucao.
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Figura 34 - Espectros de CD de PIn149a frente a variacées de forca idnica. (A) antes e (B) apos sua
interagdo com LUVs de DPPG. Os espectros foram tomados a 25 °C, com uma média de 16

varreduras, numa cubeta cilindrica de caminho optico de 1 mm. Peptideos (0.15 mg/mL) foram
incubados as LUVs de DPPG.
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3.5.4.3 Vesiculas mistas

Os espectros de CD de PInl49a nas vesiculas de DPPC, DPPG e vesiculas mistas de
diferentes composi¢des de DPPC/DPPG, mostrados na Figura 35, revelam que a indugdo de
estrutura helicoidal na estrutura secundaria do peptideo apresenta dependéncia com o aumento
da densidade de cargas negativas (provenientes da cabeca polar do DPPG) na superficie dos
lipossomos.

Além disso, pode-se notar que os espectros de PIn149a na presenga de vesiculas de
DPPG/DPPC na razdo 1:1 sdo muito semelhantes ao espectro da razao 1:3 e ao de DPPG
puro, o que sugere que as contribuicdes eletrostaticas que favorecem a formagao da hélice em
PIn149a ja sdo quase totalmente supridas na presenga de 50% de cargas negativas no
lipossomo, n3o havendo mudangas conformacionais significativas no peptideo com o
aumento da quantidade de DPPG no lipossomo apos este valor.

Um comportamento semelhante foi verificado para o peptideo da por¢ao N-terminal de
RGS4, no qual os espectros do peptideo com lipossomos mistos contendo mais de 20 % de

DPPG ¢ idéntico aqueles com maior quantidade e até 100% do fosfolipidio negativo (101).
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Figura 35 - PIn149a na presenca de vesiculas mistas de DPPC/DPPG em diferentes razdoes molares. O
peptideo (0.2 mg/mL) mostrou uma inducdo helicoidal proporcional a densidade de cargas
negativas na superficie do lipossomo.
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Do mesmo modo que observado para o andlogo PInl49a, os espectros de PIn149S
também apresentam uma indugdo de estrutura helicoidal que se acentua conforme o aumento
da composi¢ao de DPPG nas vesiculas. Entretanto, o espectro de CD do peptideo na presenga
de 50% de DPPG, se assemelha mais ao espectro de CD em que PIn149S estd na presenca de
25% deste mesmo fosfolipidio. De modo que, se pode inferir que as contribuigdes
eletrostaticas ainda ndo foram totalmente supridas para a interagdo de PIn149a com 50% de
fosfolipidios negativos na superficie do lipossomo, e hd uma indugdo helicoidal mais
significativa para porcentagens de DPPG acima de 50% para este peptideo, conforme pode ser

observado na Figura 36.
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Figura 36 - PIn149S na presenca de vesiculas mistas de DPPC/DPPG em diferentes razdes molares.
PIn149S (0.2 mg/mL) também, mostrou uma inducgdo helicoidal proporcional a densidade de
cargas negativas no lipossomo, porém com menor intensidade do que observado para PIn149a.

O calculo da fragdo helicoidal confirma as observagdes acima citadas, onde se pode
notar a indugdo helicoidal na estrutura secundaria dos peptideos quando em presenca de
vesiculas contendo fosfolipidios negativamente carregados, e o aumento ¢ o aumento desta
inducdo com o aumento da fracdo de DPPG na vesicula. Nota-se ainda, a sutil diferenga no

conteudo de hélice em PIn149S e PIn149a, de acordo com a Tabela 9.
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Tabela 9 - Fracao helicoidal de PIn149a e PIn149S com LUVs mistas de DPPG/DPPG

Fracao de Hélice (%)
PIn149a PIn149S

Solucdo aquosa 1.0 0.8
DPPC puro 0.70 0.40
DPPC/DPPG (3:1) 7.9 6.7
DPPC/DPPG (1:1) 13 7.0
DPPC/DPPG (1:3) 14 12
DPPG puro 14 14

Desta forma, do mesmo modo que observado para os peptideos andlogos do grupo II,
onde a retirada do pentapeptideo YSLQM do N-terminal da molécula afetou o contetido
helicoidal induzido na cadeia polipeptidica, nota-se aqui, que a substituicdo de apenas um
residuo, no caso a Tyr da posi¢do 1 por uma Ser, também estd de acorda com esses resultados.
Assim sendo, nota-se que além da que interacdo carga-carga que deve se estabelecer entre um
AMP e a célula alvo durante sua atragdo eletrostatica inicial, outro aspecto importante para a
acdo bactericida do AMP ¢ o seu momento hidrofébico, que define quao anfipatico ele é. Essa
propriedade depende das hidrofobicidades de cada um dos residuos de aminoacidos na cadeia

polipeptidica e ¢ definida pela soma vetorial destas grandezas.

3.5.5 Membranas de Leishmania

A inibicdo do crescimento de células de Leishmania ja foi reportada em alguns AMPs.
Dois exemplos s3o as magaininas, peptideos helicoidais expressos na pele de anfibios, e as
catelicidinas, que sdo B-peptideos de mamiferos, ambos sdo capazes de promover a morte
deste protozoario patogénico em concentragdes fisioldgicas via distintos mecanismos de agao.

A fim de monitorar a interagdo de PInl49a com vesiculas constituidas pelos
fosfolipidios que compdem a membrana plasmatica de Leishmania, estudos de CD foram
realizados e estdo mostrados na Figura 37. Nela, podemos observar que, mesmo em contato
com as vesiculas constituidas com os fosfolipidios da membrana deste protozoario, PIn149a

permanece com o perfil tipico do espectro do peptideo em solucdo aquosa, mostrando uma
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prevaléncia de contetido randomico em sua estrutura secundaria. Tal ensaio sugere que
PIn149a nao foi atraido pelos componentes fosfolipidicos da membrana do protozoario, o que
resulta na auséncia de interagdo entre os dois. Desta forma, o AMP ndo deve promover a lise

celular deste microrganismo.
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Figura 37 - Espectro de CD de PIn149a na presenca de vesiculas de Leishmania. O perfil do espectro de
PIn149a ndo mostrou sofrer mudanga conformacional devido o contato com tais vesiculas.

3.5.6 Dependéncia com a concentracio de peptideo

A auto-associacdo de alguns AMPs pode ser estimulada com o aumento da
concentragdo do peptideo em solugdo. Estudos de CD com melitina ¢ seus analogos
mostraram que sua auto-associagdo ¢ do modo concentragdo-dependente, no qual a
intensidade das bandas em 222 e 208 nm aumentavam proporcionalmente a concentracdo do
peptideo em solugdo (13). Outro AMP, o AS-48, também apresenta associagdo influenciada
pela concentracdo da bacteriocina, com a formagdo de oligdmeros ¢ dimeros em
concentragdes acima de 0.5 mg/mL, mas que eram facilmente dissociados em mondmeros
com a diluicao da solucao (102).

A investigacdo da dependéncia da estrutura secundéria de PIn149a com a concentracao

do peptideo em solu¢do aquosa, mostrada na Figura 38, revela que o contetido de estrutura
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secundaria deste AMP nao sofre nenhuma modificagdo em conseqiiéncia do aumento da
concentracdo do peptideo em solugdo. Isto mostra que PIn149a ndo deva se auto-associar

organizando em estruturas diméricas/oligoméricas a partir de uma concentragao critica.
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Figura 38 - Espectro de CD de PIn149a em diferentes concentracdes. Os espectros de PIn149a nestas
condigdes ndo mostram alteragdo conformacional em conseqiiéncia do aumento da concentragéo
do peptideo.

Alguns investigadores sugerem que a auto-associacdo do peptideo seja uma das
diferencas notada logo nos primeiros passos dos mecanismos de ac¢do ja conhecidos para os
AMPs permeabilizarem a membrana bacteriana através da formacdo de poros
transmembranicos. No modelo do poro barrel-stave, por exemplo, o passo inicial requer que
o peptideo monomérico interaja entre si e se associe em unidades oligoméricas para a
formag¢do do poro (25) antes da inser¢do nas membranas negativamente carregadas das
bactérias. Desta forma, os oligdbmeros de AMPs atravessam a membrana celular do
microrganismo, alinhando sua parte hidrofébica em contato com as cadeias acil-graxas dos
fosfolipidios, enquanto sua por¢do hidrofilica fica voltada para o lado interno do canal. Esta
organizacdo dos peptideos forma canais que lembram um barril de tabuas, que d4 o nome ao
modelo: barrel-stave. O poro, entdo, atua como um canal de condutincia que perturba o
potencial transmembranico e o gradiente de ions pelo vazamento dos componentes celulares

internos, seguido da morte celular.
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O modelo do poro toroidal também compartilha caracteristicas comuns com o
modelo do barrel-stave. A diferenga, no entanto, esta no tipo do poro formado pelo AMP que,
neste modelo, consiste na sua organizacdo em uma monocamada peptidica que estabelece
conexdes entre os lipideos internos e externos do canal.

Ja no modelo do carpete, os peptideos inicialmente se ligam a superficie externa da
membrana celular do microrganismo e a cobrem como um carpete. A interagao inicial com a
membrana ¢ eletrostaticamente dirigida. Na segunda etapa, apdés uma concentragdo limite na
membrana ser atingida, os AMPs causam a permeacdo da membrana atuando como
detergentes. Este modelo ainda sugere que a membrana se rompa em pedacos, o que conduz a

lise da célula microbiana, de modo que os poros sdo formados por unidades micelares.

3. 6 Espectroscopia de fluorescéncia

3.6.1 Peptideos em solucdo aquosa

Os espectros de emissdo de fluorescéncia intrinseca de PIn149a em agua, mostrado na
Figura 39, apresentam maximo de emissdo de fluorescéncia (Amsx) centrado em 305 nm. Vale
lembrar que este peptideo ndo contém residuos de W em sua seqiiéncia, desta forma a
excitacao se deu em 275 nm.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia dos peptideos PIn149W e PIn149WS em
solucdo aquosa quando excitados em 280 e 295 nm apresentam maximo de emissao centrado
em 355 nm, revelando que a micro vizinhanga do residuo aromdtico Trp estd exposta ao
solvente (em face a um ambiente polar), uma vez que este valor ¢ esperado para a emissao
deste residuo livre em solugdo aquosa.

Do mesmo modo, os peptideos analogos PIn149W(6-22), Ac-PIn149W(6-22) e Noctil-
PIn149W(6-22), que apresentam um residuo de W em sua seqiiéncia, mostram também um
espectro com Ams centrado em 355 nm. Tal resultado concorda com os dados de CD que
mostram que os peptideos em solugdo aquosa se organizam em conformacdo randomica, de

modo a deixar o residuo de W em contato com o ambiente aquoso.
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Figura 39 - Espectros de emissao de fluorescéncia de PIn149a e formas modificadas. (A) PIn149a foi
excitada em 275 nm e os espectros foram tomados em agua. (B) PIn149W, (C) PIn149WS (D)
PIn149W(6-22), (E) Ac-PIn149W(6-22) e Noctil-PIn149(6-22) foram excitadas em 280 nm. Os
espectros foram tomados a 25 °C, com as amostras numa concentragdo de 0.07 mg/mL.
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3.6.2 Ionizacio do estado excitado da Tyr

A Figura 40 mostra os espectros de emissdo do residuo de Tyr do peptideo PIn149a,
quando este foi incubado sempre no mesmo pH (pH 7.4), mas sob concentragdes crescentes
do ion fosfato. Nela, ndo foi possivel notar a emissdo da forma tirosinato, mas nota-se o
decréscimo da intensidade da emissdo de fluorescéncia de PIn149a a medida em que a

concentragdo do ion fosfato aumenta na solugdo.
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Figura 40 - Espectros de emissao de fluorescéncia de PIn149a em concentracdes crescentes de KH,PO,. Os
espectros de PIn149a foram tomados em cada condi¢do, com excitagdo em 275 nm.

Este decréscimo da intensidade ocorre pois o ion fosfato atua como uma base fraca que
pode remover o proton do grupo fendlico ionizado da Tyr. Deste modo, o fosfato se comporta
como um supressor colisional, e assim, quanto maior a fracdo de PIn149a ionizado, maior seré
a supressao, resultando numa menor intensidade de fluorescéncia.

A ionizagdo do estado excitado ocorre porque o pKa da hidroxila do grupo fenolico
decresce de 10.3 no estado fundamental para cerca de 4.0 no estado excitado. O ponto
importante a se observar ¢ que o grupo fenolico da Tyr pode se ionizar mesmo em pH neutros,
deste modo, a emissdo do tirosinato pode ser monitorada nestas condigdes, particularmente se

o solvente contém aceitadores de prétons, ou seja, se contém determinadas concentragdes de
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base que interaja com o estado excitado, tais como o ion acetato/fosfato, e se a Tyr estd

exposta para a fase aquosa.

3.6.3 Presenca de vesiculas

A interagdo de PIn149a com diferentes vesiculas fosfolipidicas foi monitorada devido a
presenca do residuo de Tyr neste peptideo. No entanto, devido as caracteristicas deste residuo,
nota-se pela Figura 41, que o posicionamento do A para as diferentes vesiculas permanece

inalterado em torno de 305 nm na presenga de todos os fosfolipidios investigados.
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Figura 41 - Espectro de emissdo de fluorescéncia da interacdo de PIn149a com LUYVs. Os espectros foram
tomados a 25 °C com PIn149a (0.07 mg/mL) incubados com cada vesicula.

Os peptideos analogos a PIn149a contendo o residuo de W incorporados em sua
sequencia foram monitorados quanto a emissao de fluorescéncia quando na presenca de
vesiculas de DPPC e DPPG. Pela Figura 42, pode-se notar na presenga das LUVs de DPPC
nao houve alteragdo do posicionamento do Amsx do espectro dos peptideos. No entanto,

durante a interagdo com as LUVs de DPPG, nota-se o deslocamento para o azul (blue shift) do
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Amix, indicando que a microvizinhanga do residuo de W foi alojada num ambiente mais
apolar, concordando mais uma vez com os dados de CD, que mostram a indugao helicoidal no
peptideo. De fato, o interior de uma hélice representa um meio que a cadeia lateral do residuo

aromatico pode ocupar e se proteger de interacdes com a solugao.
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Figura 42 — Espectros de fluorescéncia da interacio dos peptideos analogos a PIn149a com LUVs de DPPC
e DPPG. Os espectros foram tomados a 25 °C com os peptideos na presenga de cada uma destas
vesiculas.
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3.6.4 Ensaios de Leakage

Nesse ensaio, se avaliou a capacidade da molécula de DPX de suprimir a fluorescéncia
do ANTS pelo processo de transferéncia colisional. As duas moléculas foram encapsuladas
juntas no interior de lipossomos, numa concentragao relativamente alta. Nestas condicoes, o

sinal de ANTS registrado no fluorimetro (F,) foi minimo (~6 u.a) devido a forte supressao

sofrida pela pelo DPX, conforme visto na Figura 43.

A adicdo de determinadas quantidades de PIn149a favoreceu a permeabilizacdo dos
lipossomos, resultando na saida dos dois compostos do interior das vesiculas, de forma que
ambos se separassem na solucdo externa. Quando se diluiram no meio, ocorreu o
desaparecimento da supressdo de DPX sobre o ANTS, resultando no aumento do sinal de
fluorescéncia, que se acentuou com o aumento da quantidade de peptideo adicionada.

Ao adicionarmos o detergente Triton X-100, se da a ruptura maxima dos lipossomos,
com o vazamento total dos conteudos internos dos lipossomos. Desta forma, temos um
aumento significativo da quantidade de ANTS livre, que nos dé& o sinal maximo de

fluorescéncia ( F,,, ), por volta de 32 u.a.

Na Figura 43 A e B, estdo mostradas as porcentagens de liberagdo dos conteudos
vesiculares em lipossomos de DPPG (leakage), calculadas segundo a equagao (3) descrita na
secdo materiais € métodos, para a acdo do peptideo PIn149a e PIn149S, respectivamente.
Nela, observa-se a liberacdo de pequenas quantidades da sondas ja a partir da concentracdo de
1 uM de PIn149a, enquanto para PIn149S, apenas com 2 uM que se inicia a permeabilizacdo
dos lipossomos. Nota-se ainda, um aumento da porcentagem de liberacio de ANS em
comportamento quase linear até a concentracao de 4 uM. Para concentragdes mais altas, um
significativo aumento no sinal de fluorescéncia ¢ observado tanto para Pln149a como
PIn149S. Concentracdes mais elevadas dos dois peptideos ja atingem valores de 100% de

leakage nos primeiros instantes de incubagdo com os lipossomos.
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Figura 43 - Liberacdo dos contetudos vesiculares em lipossomos de DPPG. A adi¢do de diferentes
quantidades de PIn149a (A) e PIn149S (B) perturba a integridade dos lipossomos de DPPG.

A curva de liberagdo dos contetidos vesiculares dos dois peptideos, apos 500s de
interacao com os lipossomos, esta apresentada na Figura 44. Nela, € possivel comparar a agao
dos dois peptideos sobre as vesiculas de DPPG, e observar a sutil diferenca nas atividades
entre esses peptideos, na qual se vé que PIn149a teve maior efeito litico sobre as LUVs de
DPPG do que PIn149S, tal efeito se acentua a partir de concentragdes acima de 4 pM. Esta

diferenca pode ser comparada, ¢ estd de acordo com aquela observada nos experimentos de
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CD, onde se observa maiores mudangas conformacionais na estrutura de PInl49a apos

interagir com DPPG.
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Figura 44: Comparacio da fracio de ANS liberado pelos lipossomos de DPPG pela acio de PIn149a e
PIn149S. Uma sutil diferenca no contetido do vazamento provocado pela adigdo dos dois peptideos
pode ser notada.

A fim de comparar o efeito de permeabilizacdo de lipossomos, mas de também levar em
conta o grau de fluidez/empacotamento da membrana, o mesmo experimento foi realizado
com os peptideos Plnl49a e PInl149S para vesiculas fosfolipidicas de POPG
(palmitoilleoilfosfatidilglicerol). Tal fosfolipidio, além de apresentar uma cabega polar
negativamente carregada, que ¢ essencial para a interagdo dos peptideos, apresenta um dos
seus acidos graxos com uma insatura¢do na cadeia alifatica, o que resulta numa temperatura
de transigdo de fase de gel para liquido-cristalino por volta de 20° C, valor que estd muito
mais abaixo do que o esperado para a transi¢do do DPPG (por volta de 40° C).

Desta maneira, como observado na Figura 33, a quantidades de peptideo necessarias
para promover a rupturas destes lipossomos foi bem menor do que para as vesiculas de
DPPG, chegando a obter 100% de leakage para uma concentragdo de 1.5 uM de PIn149a. A
maior eficacia dos peptideos frente a estes lipossomos pode ser explicada em termos das
forcas ndo covalentes estabelecidas entre os fosfolipidios que formam a estrutura de vesiculas.
Devido ao menor grau de empacotamento das moléculas de POPG, as interagdes de Van de
Waals que se estabelecem entre elas sdo menos favorecidas, aumentando, portanto, o grau de

fluidez da membrana, uma vez que uma menor quantidade de energia sera necessaria para que
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se estabeleca uma transicao de fase ou para desestruturar as mono/bicamadas formadas por
elas. Ja nas estruturas formadas por fosfolipidios saturados como o DPPG, temos um melhor
empacotamento das cadeias acil graxas, resultando num maior efeito destas interacdes fracas,
que aumentam a rigidez da bicamada.

Ainda na Figura 45, estdo as curvas do leakage de PIn149a (A) e PIn149S (B), no qual o

maior efeito litico de PIn149a também ¢ notado quando comparado como efeito de PIn149S.
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Figura 45 - Liberacio dos conteudos vesiculares em lipossomos de POPG. A adi¢do de de PIn149a (A) e
PIn149S (B) perturbam a integridade dos lipossomos de POPG em pequenas concentracdes do
peptideo.
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As curvas de liberagao de ANS para vesiculas de POPG pela agao de PIn149a e PIn149S
ap6s 500 s de incubagdo com os peptideos também foram plotadas, e estdo mostrados na

Figura 46.
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Figura 46 - Fracido de ANS liberado pelos lipossomos de POPG pela a¢do dos peptideos. A diferenga no
contetido do vazamento provocado pela adigdo dos dois peptideos também ¢é evidenciada nestes
lipossomos.

Uma aliquota de vesiculas mistas de DPPC/DPPG (1:1) também foi preparada contendo
a sonda encapsulada em seu interior a fim de se comparar a liberacdo dos contetdos
vesiculares de PIn149a nesta condigdo com o vazamento promovido nas vesiculas de DPPG
puro. Neste experimento, mostrado na Figura 47, ndo foi detectado um vazamento
significativo da sonda para concentragdes inferiores a 4 pM de Plnl49a . O inicio do
vazamento so foi promovido a partir de 8 uM do peptideo, com um baixo valor de leakage,
por volta de 9%. Nota-se ainda que, a partir da concentragdo de 16 uM ndo houve um
aumento significativo da quantidade de sonda liberada a medida que se aumentou a
concentra¢ao do peptideo, atingindo um valor de leakage de 20%, bem inferior ao comparado

com o da adi¢ao de Triton X-100.
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Figura 47 - Liberacdo dos conteiidos vesiculares em vesiculas mistas de DPPC/DPPG (1:1) pela agdo de
PIn149a.

Essa diferenca no efeito perante as vesiculas de DPPG puro comparado com o das
vesiculas mistas, onde temos, por exemplo, em 8 uM do peptideo, um vazamento de 70%
para os lipossomos de DPPG contra apenas 9% nas vesiculas mistas, confirma mais uma vez a
especificidade do peptideo para interagir com fosfolipidios negativamente carregados,
promovendo a desorganizacdo de bicamadas formada por essas moléculas. As porcentagens

de leakage nessas ultimas vesiculas, estdo mostrados na Figura 48.



Resultados e Discussoes 147

20
. ——n
] /I
|
15 4
€10
§ . —u—PIn149
s J
54
/I
0 —{m
T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

[Peptideo] (uM)

Figura 48 - Leakage em lipossomos de DPPG/DPPC (1:1) pela acio de PIn149a.

3.6.5 Titulagdo do triptofano

A ligacao dos peptideos analogos a Plantaricinal49 as vesiculas fosfolipidicas foi
investigada por experimentos de emissdo de fluorescéncia intrinseca do residuo de Trp
incorporado na seqiiéncia peptidica de PIn149W e PIn149WS. Tal ensaio foi realizando
monitorando o rendimento quantico € o comprimento de emissao maxima destes peptideos na
auséncia e na presenca de diferentes razdes lipidio/peptideo.

Pela Figura 49, pode-se observar que os dois peptideos apresentam A, centrado em
350 nm quando em tampao Hepes, indicando, a alta exposicdo do Trp ao ambiente aquoso.
No entanto, um blue shift por volta de 10 nm foi observado no espectro de emissdo de ambos
os peptideos quando em contato com as LUVs de DPPG, em conseqiiéncia das interagdes
eletrostaticas que se estabelecem entre os peptideos e os fosfolipidios, que faz com que o
microambiente do residuo de W fique em face de um ambiente menos polar (mais
hidrofobico). Este deslocamento ¢ observado em todas as razdes peptideo/lipidio testadas, que

passam a apresentar Amax centrado em 340 nm.
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Figura 49 - Espectros de fluorescéncia de PIn149W (A) e PIn149WS (B) na auséncia e na presenca de
LUVs de DPPG. Um deslocamento para o azul (blue shift) de 10 nm é observado.

Os dados das titulagdes de PIn149W e PIn149WS em 350 nm foram usados para
construir as curvas da Figura 50 (A e B, respectivamente), que ajustadas com uma equagao
hiperbdlica nos forneceram os valores das constantes de dissociacdo (Kp) de 57.1 nM para
PIn149W e 146 nM para PIn149WS quando ligadas as vesiculas de DPPG.

Os valores destas constantes na ordem de nanomolares refletem alta afinidade de
PIn149a e seus peptideos andlogos para se ligar a essas vesiculas negativas. Além disso, a

diferen¢a nos valores Kp (quase trés vezes maior para PIn149WS) mostra outra vez se que a
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interacdo do peptideo contendo a Tyr no N-terminal do peptideo (PIn149W) ¢ mais intensa

que a do peptideo substituido por Ser (PIn149WS).
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Figura 50 - Ajuste experimental das emissoes dos peptideos em 350 nm. (A) PIn149W e (B) PIn149WS,
foram titulados com vesiculas de DPPG.
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Tais resultados, nos sugerem a importancia entalpica ndo somente da formacao de
ligagdes de hidrogénio e/ou ligacdes i0Onicas entre o peptideo e as vesiculas, mas também no
papel dos residuos mais apolares que contribuem com outros tipos de liga¢cdes nao covalentes,
tais como as de van der Waals durante a intera¢des peptideo—lipidio.

As interagdes que regem a ligacdo de um peptideo a uma vesicula ¢ um processo de
adsorcao fisica que pode ser dividido em pelo menos trés etapas moleculares (103). Tal como

visto para a interacdo de PIn149a, a primeira etapa do processo ¢ uma atracdo eletrostatica do
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peptideo catidonico para a superficie da vesicula. Na segunda etapa, PIn149a ¢ adsorvido na
regido dos grupos polares. Essa penetracao de PIn149a parece ser dirigida entalpicamente por
forcas de van der Waals. Alem disso, forgas entrdpicas, como o efeito hidrofoébico, também
contribuem energeticamente para esta penetragao.

Se observarmos a estrutura primaria de Plantaricina 149, nota-se que a regido N-
terminal da molécula ¢ a mais apolar, de acordo com o diagrama de hidrofilicidade da
molécula (Figura 51). E de se esperar, portanto, que as maiores contribui¢des tanto das forcas
de van der Waals como a do efeito hidroféobico venham desta regido da molécula. Deste
modo, a substituicdo do residuo de Tyr por um residuo de Ser no N-terminal do peptideo
(como ocorre em PIn149WS), faz com que o carater apolar desta regido seja reduzido,
tornando mais fraca as contribui¢des energéticas vindas por interagdes hidrofobicas. Isso

torna menos eficaz o processo de penetracao/adsor¢ao do peptideo nas vesiculas lipidicas.

Figura 51 — Diagrama de Hidrofilicidade de PIn149a. Os residuos hidrofilicos estdo mostrados em verde, e
residuos hidrofébicos, em vermelho. A altura das colunas reflete o qudo hidrofilico/hidrofobico
sdo os residuos. Figura gerada no site Peptide Property Calculator Innovagen.

Na terceira etapa acontece a inser¢do de PIn149a na vesicula, que ¢ acompanhada por
uma mudanga conformacional do peptideo, onde uma hélice anfipatica é induzida na regido
dos residuos de Lys. Essa transi¢do para a estrutura helicoidal foi vista claramente nos
experimentos de CD.

Através do célculo da fracao de peptideo ligada a superficie dos lipossomos também se
pode observar a alta afinidade destes peptideos pelos fosfolipidios negativos, uma vez que
logo na primeira titulagdo dos lipossomos, houve uma fracao por volta de 80% de peptideos
ligados para as vesiculas de DPPG. A quantidade de peptideo ligado aos lipossomos aumenta
de acordo com o aumento da quantidade de lipidios na solugdo até atingir valores por volta de
99% do peptideo ligado. Os valores obtidos para todas as razdes ensaiadas para as vesiculas

de DPPG estdo na Tabela 10.
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Tabela 10: Fracio de peptideo ligada a superficie dos lipossomos de DPPG

Razao peptideo/lipidio PIn149W (%) PIn149WS(%)

1:25 88.8 75.6
1:50 94.1 86.1
1:100 96.9 92.5
1:200 98.4 96.1
1:300 99.0 97.4
1:400 99.2 98.0
1:500 99.4 98.4

3.7 Estudos de predicao de hélice

As projegoes dos peptideos analogos a PIn149 em estruturas helicoidais estdo mostradas
na Figura 52. Nela, podemos observar que hd uma notavel distribui¢do preferencial dos
residuos de aminoécidos de modo a formar uma estrutura helicoidal anfipatica, onde um dos
lados da hélice apresenta carater mais hidrofobico, devido a presenca majoritaria dos residuos
apolares tais como Leu, Ala, Val, Phe, Ile, j4 o outro lado dessa estrutura, alojam-se os
residuos positivamente carregados de Lys, conferindo a esta regido um carater polar.

No entanto, conforme visto pelas técnicas espectroscopicas anteriormente, este elemento
helicoidal ndo se estabelece na estrutura secundaria dos peptideos quando estes estdo em
solucdo aquosa, mas somente na presen¢a de superficies negativamente carregadas. Essa
caracteristica de formar moléculas anfipaticas em projecdes helicoidas, notada em todos os
analogos a PInl149 sintetizados, ¢ uma caracteristica tipica do grupo de peptideos
antimicrobianos que formam a-hélices ao interagirem com seus alvos, como, por exemplo, as
cecropinas de insetos e as magaininas isoladas na pele de anfibios (16).

Os elementos de estrutura secunddria com natureza anfipatica do peptideo podem se
inserir na membrana celular do microrganismo com as cadeias laterais dos aminoacidos
hidrofébicos embebidas na regido das caudas hidrocarbonicas dos lipidios da membrana, e
com as cadeias laterais polares dos residuos de aminoacidos voltadas para o contato com a
agua. Portanto, inicialmente, grande parte dos AMPs se acomoda paralelamente a superficie

da membrana.
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Figura 52 — Projecdes helicoidais dos peptideos sintetizados. As hélices apresentam uma tendéncia
anfipatica, onde os residuos hidrofobicos estdo representados em amarelo, os residuos
carregados sdo indicados em azul e os ndo polares, em verde.



Resultados e Discussoes 153

3.8 Estudos de Tensdo Superficial e Elasticidade

3.8.1 Peptideo

Durante o intervalo de tempo monitorado, pode-se observar que o peptideo PIn149a
ndo apresentou atividade superficial sozinho em solucdo aquosa, mostrado na Figura 53, na
qual o valor de tensdo superficial monitorado corresponde ao valor de tensdo superficial

esperado para a dgua, por volta de 72.8 mN/m.
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Figura 53 - Medida da tensdo superficial de PIn149a em solu¢do aquosa. As propriedades superficiais de
PIn149a (25 pg/mL) em agua foram monitoradas, observando-se que o peptideo sozinho ndo altera
a tensdo superficial de uma solugdo aquosa.

3. 8.2 Monocamadas

A utilizagdo do sistema constituido pelas monocamadas fosfolipidicas nos permitiram
estudar as interagdes dos peptideos e a penetragdo destas cadeias nestes modelos simples de

membrana. Neste sistema, os fosfolipidios foram espalhados na superficie de uma gota e se
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distribuiram de modo a formar uma monocamada na interface ar-agua, acomodando a parte
apolar da molécula para o ar.

A investigacdo das propriedades superficiais de PIn149a na presenca de monocamadas
de DPPG revelou uma notdvel diminuicdo nos valores de tensdo superficial nas diferentes
concentragdes do peptideo. As curvas da cinética de adsor¢do do peptideo sobre as
monocamadas de DPPG estdo mostradas na Figura 54. Nela, pode-se notar que no intervalo
das concentragdes de 0.1 a 2 uM de PIn149a, a tensao superficial da gota decaiu lenta e quase
linearmente, ndo alcancando o equilibrio durante o intervalo de tempo monitorado (7 min). Ja
para as concentracdes mais elevadas (4 e 8 uM), observou-se uma queda mais rapida da
tensdo superficial nos instantes iniciais, e logo em seguida, as curvas mostraram uma
tendéncia de atingir um valor constante.

Além disso, pode-se notar a diminui¢do da tensdo superficial nas curvas de 0.1 a
2.0uM de PIn149a a medida que se aumentou a concentragdo do peptideo na solugdo. Esse
efeito foi observado até este valor de 2.0 uM. Mas, a partir desta concentragdo, os valores da
tensdo superficial comegaram a aumentar, sugerindo uma mudanga brusca no grau de
empacotamento das moléculas na monocamada para os valores mais altos da concentragao de
PIn149a (4 e 8 uM).

A incorporacdo de PInl149a entre os lipidios for¢a um novo empacotamento desta
monocamada, provocando um stress nela que perturba este sistema e o torna mais
energeticamente desfavorecido. Desta forma, a monocamada suporta esta perturbacao até uma
concentragdo limite do peptideo. A partir deste ponto, qualquer incremento na concentragao
do peptideo faz com que a propriedade da monocamada de atuar como uma barreira seja

perdida.
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Figura 54 - Medidas da tensdo superficial de PIn149a em monocamadas de DPPG. Uma monocamada de
DPPG foi depositada sobre uma gota da solucdo de Plnl49a em diferentes concentracdes e
monitorada o comportamento da tensdo superficial da gota.

Os valores de elasticidade superficial (¢) calculado para as deformagdes provocadas
nas monocamadas de DPPG sugerem que PIln149a apresenta um comportamento dependente
da concentragdo do peptideo em solugao aquosa.

O valor da elasticidade superficial para uma monocamada somente de DPPG foi
determinado de 228 mN/m. No entanto, ao adicionarmos pequenas quantidades de Pln149a
(0.1 uM) para interagir com essa monocamada, observou-se uma grande diminui¢cdo deste
valor para aproximadamente 100 mN/m. Tal mudanca se deve a reorganizagdo da
monocamada fosfolipidica devido a presenca de pequenas quantidades do peptideo, que
interagem inicialmente com as cargas negativas presentes em DPPG e se acomodam entre as
cabegas polares dos fosfolipidios, na interface da monocamada.

Conforme se aumentou a quantidade de peptideo na solugdo aquosa (até uma
concentracdo de 2 uM) notou-se também o aumento do valor da pressdo superficial inicial,
devido ao empacotamento da nova monocamada, que agora era formada pelos fosfolipidios
juntamente com o peptideo, que agora ja “sentem” o efeito do empacotamento.

O maior valor de pressdo superficial é atingido em 2.5 uM do peptideo. Para este

valor, a monocamada estd altamente organizada e compacta, de modo que um pequeno
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aumento na concentracdo do peptideo resultou numa abrupta queda no valor de pressao
superficial, sugerindo a ruptura da monocamada de DPPG, conforme mostrado na Figura 55.
Tal resultado também esta de acordo com o obtido nos ensaios de leakage em vesiculas
de DPPG. Como observado, notou-se um aumento significativo no rompimento dos
lipossomos ao passarmos da concentracdo de 4 para 8 uM de PIn149a. Uma vez que nos
lipossomos temos uma bicamada fosfolipidica, e que a ruptura da estrutura organizada de uma
monocamada de DPPG ocorre em concentragdes do peptideo acima de 2.5 pM, seriam
necessario por volta de 5 uM do peptideo para um vazamento mais efetivo do lipossomo. Este

valor esta na regido onde foi observado o maior vazamento dos lipossomos.
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Figura 55 - Comportamento dos valores da elasticidade superficial de PIn149a em monocamadas de
DPPG. Um valor critico para a concentragdo de PIn149a é observado para a perturbagdo da
integridade dos lipossomos, a partir deste valor, a monocamada se rompe.

Desta maneira, os resultados dos experimentos tanto em mono, como em bicamadas, nos
indicam que o peptideo PIn149a, mais do que ser atraido por efeito eletrostatico para a
superficie logo acima das cabecas polares de DPPG, deve se ligar a interface das cabegas
polares dos fosfolipidios de DPPG, permanecendo envolvido entre elas (104), o que explica
as diferencas nos valores de pressao superficial das monocamadas e os vazamentos das sondas

dos lipossomos, que culmina com a ruptura destas estruturas.
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3.8.3 Monocamadas Mistas

A Figura 56A mostra a cinética de adsor¢cdo de PIln149a (2.5 pM) nas monocamadas
mistas DPPC/DPPG, na qual vemos a diminuicdo mais acentuada nos valores de tensdo
superficial para as monocamadas com menor quantidade de DPPG. Este efeito cinético pode
refletir a rapida saturagdo da ligagao do peptideo nestas monocamadas, devido a alta afinidade
do peptideo pelos lipideos negativos disponiveis.

Dessa forma, ao observar os valores de elasticidade superficial dessas monocamadas na
auséncia e na presenga de PIn149a (Figura 56B) notamos entdo, maiores alteragdes no grau de
empacotamento das monocamadas a medida que se aumenta a quantidade de DPPG,
culminando com a monocamada pura de DPPG, onde ocorre a ruptura da monocamada nessa

concentragdo de peptideo, conforme discutido anteriormente (Figura 56C).
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Figura 56 — Cinética de adsorciao de PIn149a em monocamadas mistas de DPPC/DPPG (A), valores da
elasticidade superficial (B) e variacdo dos valores de elasticidade superficial (C). A
incorporacdo de PInl49a ¢ dependente da densidade de cargas negativas na monocamada. A
variagdo dos valores de elasticidade superficial se deu devido a incorporacdo de PIn149a na
monocamada.
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3.9 Estudos de Ressonincia Plasménica de Superficie

3.9.1 Sensorchip HPA

A aplicagdo dos lipossomos sobre a superficie do sensorchip HPA resultou na
reconstrucdo destas estruturas, fazendo com que os fosfolipidios passassem a se re-organizam
numa monocamada sobre a superficie do sensorchip. Tal processo foi medido pelo
sensorgrama mostrado na Figura 57, que resultou num ganho final de cerca de 1180 unidades
de ressonancia (RU). Este ganho representa a quantidade de fosfolipidios que foram
imobilizados na cela, uma vez que o sinal monitorado corresponde a diferenga em RU entre a

cela controle e a cela que recebeu a inje¢ao dos lipossomos.
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Figura 57 — Sensorgrama da imobilizacio de uma monocamada de DPPG sobre o sensorchip HPA. Os
nimeros em vermelho indicam o inicio de cada etapa, que foram: 1) inicio da inje¢cdo de OGP (40
mM), sob um fluxo de 5 pul/min; 2) injecdo de vesiculas de DPPG (1 mM), sob um fluxo de 1
pl/min, 3) aumento do fluxo para 100 puL/min; 4) inicio da inje¢do de NaOH (4 mM), sob um
fluxo de 5 ul/min; 5) injecdo de BSA (1.5 uM).
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Uma vez imobilizada a monocamada de DPPG sobre a superficie do chip, esperou-se a
estabilizacao da linha de base (durante 30 minutos de fluxo do tampao de corrida) para
realizar os ensaios de interacdo da PIn149a com a monocamada de DPPG, realizando inje¢des
de diferentes concentracdes do peptideo. Por este ensaio, mostrado na Figura 58, observou-se
que o ganho em RU ¢ proporcional ao aumento da concentra¢do do peptideo, o que representa
um aumento na quantidade de peptideo adsorvido na monocamada lipidica. Além disso, nota-
se que PIn149a promoveu a ruptura da monocamada de DPPG imobilizada sobre o chip,
devido a queda na medida em RU ainda durante a fase de associagdo (intervalo de 0 a 600s)

(105).
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Figura 58 — Sensorgramas da interacdo de PIn149a com monocamada de DPPG. Diferentes concentragoes
de PIn149a (1.0 a 8.0 uM) foram injetadas sobre a monocamada de DPPG reconstruida sobre o
chip HPA, sob um fluxo de 20 pL/min no tampao Hepes.

3.9.2 Sensorchip L1

Neste ensaio, a adsor¢ao de lipossomos na superficie do sensorchip L1 foi monitorada,
resultando num ganho final por volta de 6000 RU (Figura 59), cerca de 6 vezes maior do que
a obtida na imobilizagdo de DPPG na superficie do chip HPA. Tal aumento se justifica pela
imobilizacdo de lipossomos sobre a superficie do sensorchip, que representam uma bicamada

lipidica.
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Figura 59 - Sensorgrama da imobilizacio de uma bicamada de DPPG sobre o sensorchip L1. Os numeros
em vermelho indicam o inicio de cada etapa, que foram: 1) inicio da injecdo de OGP (40 mM), sob
um fluxo de 5 pl/min; 2) injecdo de vesiculas de DPPG (1 mM), sob um fluxo de 1 ul/min, 3)
aumento do fluxo para 100 puL/min; 4) inicio da inje¢do de NaOH (4 mM), sob um fluxo de 5
wl/min; 5) injegdo de BSA (1.5 uM).

Apo6s estabilizagdo da linha de base, por volta de 30 min, iniciaram-se os ensaios da
interacdo da PIn149a com a dupla camada de DPPG, realizando inje¢des do peptideo sobre a
superficie da bicamada, das quais foram obtidos os sensorgramas mostrados na Figura 60.

Nestas medidas, a interacdo Plnl49a-lipossomo em concentragdes mais altas do
peptideo, também resultou na ruptura dos lipossomos imobilizados, vista pelo decréscimo em
unidades de ressondncia durante a fase de associacdo, o que sugere a remoc¢ao de complexos
peptideo-lipidio da superficie do sensorchip. Tal observacdo concorda com as estruturas
micelares que sdo formadas pela acdo de peptideos antimicrobianos que desempenham seu

mecanismo a¢ao pelo modelo do carpete.
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Figura 60 - Sensorgramas da interacdo de PIn149a com a bicamada de DPPG. PIln149a (0.5 a 16 uM) foi
injetada sobre a bicamada de DPPG reconstruida na superficie do chip L1, sob um fluxo de 20
pL/min no tampao Hepes.

Observa-se ainda uma maior adsor¢do de PIn149a na superficie gerada no sensorchip
L1. Isto possivelmente se d4 em fung¢do da capacidade que o peptideo encontra nesta
superficie para penetrar na bicamada, uma vez que em HPA sua inser¢do ¢ limitada devido a
ligacdo covalente dos grupos alcanotiois do chip.

Analises quantitativas dos ensaios de SPR, realizadas com o Software BlAevaluation
4.1, tanto para os ensaios realizados no sensorchip HPA, como para os ensaios com o L1,
apresentaram altos valores de erros associados as constantes cinéticas (constantes e taxas de
associacdo e dissociagdo), devido ao fato das curvas experimentais ndo serem bem ajustadas
pelas curvas tedricas calculadas pelo programa (mesmo para concentragdes mais baixas do

peptideo).
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3.10 Ensaios de calorimetria

3.10.1 Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

Assim como descrito na literatura (106), as vesiculas fosfolipidicas puras se
caracterizam por apresentar uma transi¢do entre o estado ordenado de gel e a forma
desorganizada de cristal-liquido. A transicdo de fase das vesiculas de DPPG em tampao
Hepes 5 mM (pH 7.4) ocorreu por volta de 41°C, conforme observado na Figura 61. Essa
transicdo de fase ¢ um processo endotérmico em que nos termogramas obtidos, pode ser
observada como um pico agudo, uma vez que o processo ¢ dito cooperativo, de modo que
todas as moléculas passam pela mudanga de fase na temperatura de transi¢cao (Tm).

As medidas de DSC realizadas permitiram a monitorar as Tm durante a interagao de
PIn149a e PIn149S com as vesiculas negativas de DPPG, e também a dependéncia dessas
temperaturas com as diferentes razdes molares de peptideo/lipidio. Com as curvas de
aquecimento foram calculadas as entalpias de transi¢ao (AH), através da integragdo do pico de
transicao entre os peptideos e as vesiculas em estudo.

Nao foi observada uma alteragdo significativa nos valores de Tm das vesiculas de
DPPG quando incubadas com as diferentes concentra¢des dos dois peptideos, permanecendo
por volta dos 41°C. Os valores de Tm em cada curva estdo na Tabela 12.

Além disso, nota-se também um pequeno alargamento do pico de transi¢do nas
curvas em que se adicionou o peptideo na cela do calorimetro. Os valores de ATy, na Tabela
11 confirmam este aumento, e mostram que ha um comportamento crescente para as razoes

molares de valor até de 125:1.
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Figura 61 - Curvas termodinimicas da interacio de PIn149a (A) e PIn149S (B) com vesiculas de DPPG
nas diferentes razoes molares. A transi¢do de fase das LUVs de DPPG em tampdo Hepes

apresenta Tm centrado em 41°C.
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Tabela 11: Parimetros termodinimicos da interaciio dos peptideos com DPPG

[Peptideo] Tm (°C) ATi2(°C) AH (kdJ/mol) -AT(K)

DPPG 0 413 2.0 30.4 0.000
PIn149a 5 412 2.1 30.5 0.031
50 412 2.5 35.4 0.032
125 40.8 3.2 69.7 0.509
250 40.6 2.6 76.8 0.662
375 40.7 3.1 50.0 0.573
DPPG 0 413 2.0 30.4 ©0.000
PIn149S 50 41.1 3.2 48.0 0.127
125 40.8 35 53.2 0.483
250 40.6 3.2 46.5 0.637
375 40.8 2.8 46.2 0.420

Segundo a classificagdo de Papahadjopoulos (107), existem trés modelos genéricos de
interagdo entre moléculas e modelos de membrana. O primeiro deles trata da interagdo de
moléculas hidrofilicas aos lipossomos, neste caso ha um aumento na entalpia de transi¢do AH
e pode também ocorrer o aumento do Tm das vesiculas. Deste modo, as interagdes que se
produzem com as moléculas de fosfolipidios sdo puramente eletrostaticas, e os efeitos que se
produzem nas vesiculas sdo minimos e superficiais, ndo havendo a penetragdo da molécula
para dentro do lipossomo.

O segundo modelo descreve a interacdo de moléculas anfipaticas que interagem com a
vesicula e consegue produzir deformacgdes nela, mas também que ndo chegam a penetrar na
bicamada. A principal diferenga ao grupo anterior ¢ que estas moléculas produzem uma
diminui¢do do Tm e também de AH.

Jé& o terceiro modelo, diz respeito a interacdo de substancias hidrofobicas e lipossoluveis
com os lipossomos, € ndo ha influencia das cargas eletrostaticas. As moléculas conseguem
penetrar na bicamada e facilitam a transi¢do fosfolipidica do estado gel para liquido cristalino,
produzindo a diminuigdo da entalpia AH, e mantendo inalterado o valor de Tm das vesiculas.

Conforme ja, discutido anteriormente a interagdo de PInl49a e PIn149S com os
lipossomos envolve etapas que descrevem tanto a interacao eletrostatica, que deve ocorrer na
superficie dos lipossomos, como também a penetragdo do peptideo, que provoca a lise da

bicamada. Além disso, a hélice que ¢ induzida no peptideo ¢ uma molécula anfipatica. Desta
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forma, PIn149a apresenta caracteristicas tipicas dos trés modelos sugeridos, € vemos na
Tabela 11 ocorrer uma diminuicao discreta dos valores de Tm juntamente com o aumento dos
valores de AH, sugerindo que o peptideo desempenhe sua acdo frente as vesiculas com etapas
provenientes de cada um destes modelos.

Além disso, as curvas de DSC obtidas para PIn149a e PIn149S ndo apresentam um
comportamento regular/linear para as altas relagdes molares de peptideo/lipidio testadas (250-
500uM). Nao foi possivel observar uma tendéncia de alargamento das larguras de meia altura
dos picos, e/ou alteracdo significativa dos valores de Tm ou entdo diminui¢do dos valores de
entalpias.

A limitacdo para a deteccdo de sinal deste calorimetro fez com que fossem
necessarias altas concentragdoes de lipidio (6 mM) para monitorar a transi¢ao de fase das
vesiculas. Desta forma, altas concentragdes de cada um dos peptideos (da ordem de 100 uM)
eram utilizadas em cada curva.

Deste modo, para a determinacdo do coeficiente de particdo (K ) dos peptideos nestas
vesiculas, foi um empregado um tratamento semelhante ao adotado por Castillo et al (108),
onde as curvas de aquecimento das moléculas de surfactantes catidnicos derivados de Arg
apresentam um comportamento linear apenas nos valores mais baixos de concentragdo
testados (0 a 5 mol%), e este intervalo foi usada para estimar K dos peptideos em estudo.

Na Figura 62 foram plotadas as dependéncias dos pardmetros Tm e AH com a
concentragdo do peptideo (em mol%). Destas curvas, selecionaram-se os intervalos de 0-4%
mol de Pnl49a e de 0-2% mol de PIn149S, que representam a regido com maior tendéncia
linear destas curvas. Usando estes intervalos, foram plotados os valores de -AT pela

concentragdo do peptideo, e pela inclinagdo da reta, pode-se estimar o valor de K .
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Figura 62 - Dependéncia dos parametros termodinimicos de -AT, AH e Tm das vesiculas fosfolipidicas de
DPPG. Tais curvas correspondem a adi¢do de diferentes quantidades de PIn149a (A, C, e E) e
PIn149S (B, D ¢ F).

Os valores de K ppia9a €K pmiaos foram determinados de 1,61.104 e 1,52.104,
respectivamente. Deste modo temos K ppyia9a < Kpimiags, na qual se v€ uma interagao
ligeiramente mais forte para PIn149a. Esta sutil diferenga nos valores destas constantes esta
de acordo com os resultados anteriores de CD, ITC e Leakage devido a interagao do peptideo
PIn149S com os lipossomos ser mais fraca pela diminui¢do do carater apolar da molécula na

regido N-terminal.



Resultados e Discussoes 167

3.10.2 — Calorimetria de Titulacio Isotérmica (ITC)

Experimentos de ITC foram usados neste trabalho a fim de nos fornecer pardmetros
termodinamicos de interesse tais como a entalpia de reagdo da interagdo de PInl149a e
PIn149S com os lipossomos de DPPG.

No primeiro experimento, no qual a cela do calorimetro foi preenchida com a suspensao
de vesiculas lipidicas de concentracdo definida e pequenas aliquotas (10 uL) da solucdo de
PIn149a foram injetadas na cela, determinou-se a entalpia de ligagdo AH. O peptideo foi
diluido por volta de 100 vezes ao injeta-lo na cela que possui volume de 1.4 mL, fazendo com
que atingisse concentra¢do por volta de 0.5 uM, e a razdo lipidio/peptideo na cela foi da
ordem de 20 mil. Sob estas condi¢des, o lipidio na cela permaneceu em excesso perante o
peptideo durante toda a titulagdo. Como a afinidade do peptideo ao lipidio é muito alta,
podemos assumir que todo peptideo estava susceptivel a se ligar quase completamente a
superficie das vesiculas .

Conforme pode ser visto na Figura 63A que essa titulacdo se trata de uma reagdo
exotérmica, onde cada injecdo promove a liberagdo do calor de reacdo Ah, com as
intensidades dos picos variando em torno de -0.475 pcal/s nestas 4 titulacdes, sendo que os
calores das injegdes consecutivas foram praticamente idénticos. O calor de cada inje¢do Ah,
vista em Figura.63B, foi determinado pela integracdo de cada pico, logo apds a subtragdo do
calor de dilui¢do, determinado num experimento controle separado, onde se injetou apenas o
peptideo no tampao. Desta forma, a ligagao de PIn149a em vesiculas de DPPG apresenta uma
entalpia de ligacao (AH) média de -17.2 kcal/mol.

A ligacao de alguns AMPs em modelos de membrana também apresenta variagdes
entalpicas desta mesma ordem de grandeza. Por exemplo a interagdo do AMP M2a, da classe
das magaininas, com vesiculas de POPC ¢ acompanhada por uma variacdo exotérmica de -
18.4 kcal/mol (15). Ja a titulagdo do peptideo BAP(1-40) em vesiculas de POPC/POPG
(75/25 mol/mol) produz a liberagdo de -14 kcal/mol (109). A variacdo do calor determinada
durante a ligagdo de um AMP nos lipossomos reflete o processo global da interagdo lipidio-
proteina. Desta forma, o calor liberado da ligacdo contém contribui¢des tanto da interacao de
lipidio-peptideo como também das alteragdes resultantes da mudanca do contetido de

estrutural do peptideo.
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Figura 63 — Medida da entalpia de ligacido de PIn149a nas vesiculas de DPPG . (A) Curva calorimétrica para
a injeg¢do de 10 pL de PIn149a (100 uM) na cela do calorimetro contendo vesiculas de DPPG (10
mM), a 25° C. (B) Calor de reacdo por inje¢do Ah, adquirido pela integracdo da area sob a curva
mostrada em A.

No segundo ensaio, a titulagdo de PIn149S em vesiculas de DPPG também mostrou se
tratar de uma reagdo exotérmica, conforme pode ser visto na Figura 64, na qual a intensidade
dos picos ficou em torno de -0.300 pcal/s, e a integracdo cada injecdo mostrou que a entalpia
de ligagdo (AH) média de PIn149S em vesiculas de DPPG a liberagdo de -10.6 kcal/mol

De frente a estes valores, onde temos AHpjn149, > AHpin149s, € possivel observar mais uma
vez que a substituigdo da Tyr no N-terminal de PIln149 afetou a sua interacdo com as
vesiculas, pois tal residuo tem um papel importante na contribuicdo entalpica durante a
interacdo, onde foi visto uma diminuig¢do de 38% da entalpia de ligag@o para o peptideo em

que a substituicdo aconteceu.
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O residuo de tirosina dentro de uma cadeia polipeptidica se associa fortemente aos
fosfolipidios quando na presencga dos sistemas modelos de membrana (110,111). Em proteinas
de membrana, por exemplo, este residuo apresenta uma distribuicdo preferencial na estrutura
tridimensional da proteina, alojando-se principalmente nas regides que fazem fronteiras com
os segmentos transmembranicos (112,113), na interface lipidio-aquosa. Portanto, sua
substitui¢do em PIn149S enfraquece as interacdes que sao estabelecidas entre o peptideo nesta

interface onde ele deve se localizar.
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Figura 64 — Medida da entalpia de ligacio de PIn149S nas vesiculas de DPPG . (A) Curva calorimétrica para
a inje¢do de 10 uL de PIn149S (100 uM) na cela do calorimetro contendo vesiculas de DPPG (10
mM), a 25° C. (B) Calor de reagdo por injecdo Ah, adquirido pela integragdo da area sob a curva
mostrada em A.



170 Plantaricinal49 e analogos: atividade antimicrobiana, estudos estruturais e mecanismos de acio




A CONCLUSOES







Conclusoes 173

4 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram realizadas a sintese quimica e a purificagdo de peptideos com
atividade antimicrobiana que apresentam estrutura primaria analoga ao da Plantaricinal49.
Todos os peptideos foram sintetizados, purificados e caracterizados com sucesso.

Por meio de ensaios de inibi¢do do crescimento de microorganismos pdde-se observar a
acdo litica destes andlogos sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, incluindo outra
cepa patogénica importante, a Pseudomonas aeruginosa. E ainda leveduras, na qual a
atividade sobre S. cerevisiae pode sugerir uma adicional aplicagdo de Plantaricinal49 na
industria alimenticia como um processo nao-enzimatico/ndo-mecanico para romper as células
desta levedura.

Foram também realizadas a investigagdo das propriedades fisico-quimicas ¢ o estudo
estrutural destes peptideos com diferentes sistemas modelos de membrana, a fim de sugerir
um modelo que descrevesse o mecanismo de acdo de tal peptideo frente aos microrganismos
estudados. A seqiiéncia primaria de PIn149 apresenta duas regides distintas, uma mais apolar
no lado N-terminal da molécula, e outra positivamente carregada na extemidade C-terminal,
conforme mostrado na Figura 65. Ao interagir com membranas fosfolipidicas que apresentam
densidade de cargas negativa, a regido C-terminal do peptideo se organiza numa estrutura
helicoidal que estabelece contatos eletrostaticos fundamentais entre a hélice anfipatica e os
fosfolipidios da membrana celular do microrganismo. Esta interagdo eletrostatica também
guia o acumulo de peptideo em determinadas regides da membrana celular do microrganismo.
Mas, além desses contatos, a interagdo de PIn149a com as membranas ¢ também um processo
dirigido pelas interacdes hidrofobicas dos residuos apolares do N-terminal do peptideo que

devem se alojar na interface lipidica e colaboram no processo de ruptura das biomembranas.
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Figura 65 — Modelo criado para a estrutura tridimensional de PInl149a. Residuos carregados em azul e
residuos hidrofobicos em verde. Figura retirada de Muller et al (44)
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O modelo proposto para a agdo de PIn149 sobre as biomembranas, mostrado na Figura 66,
diz que, inicialmente, PIn149a apresenta-se em estrutura randémica em solugdo aquosa (1),
mas ¢ eletrostaticamente atraido para a superficie negativa, induzindo uma a-hélice anfipatica
em sua estrutura (2). O empacotamento da superficie da monocamada ¢ gradualmente alterado
para acomodar cada vez mais PIn149a da solucdo (3), resultando na ruptura da estrutura

lipidica (4).
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Figura 66 — Modelo proposto para o mecanismo de acdo de PInl49a durante sua interagdo com
fosfolipidios negativos. (1) O peptideo em solugdo aquosa encontra-se altamente desordenado,
mas (2) na presen¢a de uma superficie fosfolipidica com densidade de cargas negativas ele ¢
fortemente atraido e se acumula nestas regides. Nesta interagdo, ocorre estruturagdo do peptideo
em elemento de estrutura secundaria helicoidal. (3) A regido N-terminal do peptideo, em fung¢ao
do seu carater hidrofébico, além de contribuir para a manutengdo da estrutura helicoidal,
estabelece interacdes hidrofobicas com a interface lipidica dos fosfolipidios (4) A partir de uma
determinada concentracdo de PInl49a ligado a superficie, o grau de empacotamento dos

fosfolipidios da membrana € alterado fortemente, promovendo a lise celular.

Na luta contra o quadro de multiresisténcia bacteriana, apesar do grande destaque dos
AMPs, deve-se também ressaltar que algumas cepas ja desenvolveram resisténcia a toxicidade
de alguns peptideos. No entanto, devido ao grande interesse nestas moléculas, existe um
grande numero de novos AMPS que apresentam uma extraordinaria atividade e seletividade
contra bactérias, o que faz deles candidatos promissores a novos antibidticos. Além disso, na
literatura, ja se encontram casos onde sdo reportadas atividade antiviral (115) e anticancer

(116), abrindo cada vez mais aplicagdes adicionais para esta classe de moléculas.
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ANEXOS

Em anexo a esta tese, seguem os artigos cientificos publicado/em fase de publicacao,

referentes a pesquisa desenvolvida neste doutoramento. Séo eles:

1) LOPES, JOSE LUIZ S.; NOBRE, T.M. ; SIANO, A.; HUMPOLA, V.; BOSSOLAN,
N.R.S.; ZANIQUELLI, M.E.D.; TONARELLI, G.; BELTRAMINI, L.M. Disruption of
Saccharomyces cerevisiae by Plantaricin 149 and investigation of its mechanism of action
with biomembrane model systems. Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes, v. 1788,
n. 10, p. 2252-2258, 2009.

2) LOPES, JOSE LUIZ S.; MELO, HISSA, D.C.; V.M.M.; TONARELLI, G.
BELTRAMINI, L.M. Effect of Plantaricin149a and four analog peptides on Staphylococcus
aureus ATCC 25923 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Submetido a revista Peptides
em Janeiro de 2010.

Um terceiro artigo, envolvendo os resultados decorrentes desta tese, encontra-se em fase

de redacdo, e devera ser submetido a publicacdo brevemente, trata-se de:

3) LOPES, JOSE LUIZ S.; NOBRE, T.M.; GOMARA, M.J.; HARO, |.; TONARELLI, G;
BELTRAMINI, L.M. A single amino acid replacement modifies Plantaricin149 lytic action

on biomembranes.
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The action of a synthetic antimicrobial peptide analog of Plantaricin 149 (PIn149a) against Saccharomyces
cerevisiae and its interaction with biomembrane model systems were investigated. PIn149a was shown to
inhibit S. cerevisiae growth by more than 80% in YPD medium, causing morphological changes in the yeast
wall and remaining active and resistant to the yeast proteases even after 24 h of incubation. Different
membrane model systems and carbohydrates were employed to better describe the PIn149a interaction with
cellular components using circular dichroism and fluorescence spectroscopies, adsorption kinetics and
surface elasticity in Langmuir monolayers. These assays showed that PIn149a does not interact with either
mono/polysaccharides or zwitterionic LUVs, but is strongly adsorbed to and incorporated into negatively
charged surfaces, causing a conformational change in its secondary structure from random-coil to helix upon
adsorption. From the concurrent analysis of PIn149a adsorption kinetics and dilatational surface elasticity
data, we determined that 2.5 uM is the critical concentration at which PIn149a will disrupt a negative DPPG
monolayer. Furthermore, PIn149a exhibited a carpet-like mechanism of action, in which the peptide initially
binds to the membrane, covering its surface and acquiring a helical structure that remains associated to the
negatively charged phospholipids. After this electrostatic interaction, another peptide region causes a strain
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in the membrane, promoting its disruption.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The huge increase in the number of antibiotic-resistant bacteria
calls for the development of new compounds and classes of
antimicrobial agents. Antimicrobial peptides (AMPs) are natural
antimicrobial compounds that have been extensively studied and
suggested as a potential tool for overcoming microbial resistance to
conventional antibiotics. Particular attention has been given to their
application in both the food industry [1,2] and pharmaceuticals [3],
since AMPs seem to play important roles as natural food preservatives
and as the first line of defense in many organisms [4].

Lactic acid bacteria produce a large variety of bacteriocins,
proteinaceous compounds with bactericidal activity against a limited
range of microorganisms [5,6]. These compounds are being exten-
sively studied, since most of them are small molecules that can be
easily obtained through chemical synthesis, and their applications
have been widely tested [7].

* Corresponding author. Depto. Fisica e Informatica, Instituto de Fisica de Sdo Carlos,
Universidade de S3o Paulo, Av. Trabalhador SaoCarlense, 400, Sdo Carlos, SP, Brazil. Tel.:
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E-mail address: leila@ifsc.usp.br (L.M. Beltramini).

0005-2736/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbamem.2009.06.026

Plantaricin 149 (PIn149), YSLQMGATAIKQVKKLFKKKGG, is a
cationic antimicrobial peptide produced by Lactobacillus plantarum
NRIC 149 [8] that has been identified as a bacteriocin and presents a
narrow inhibitory spectrum that includes genera, species and
subspecies of lactic acid bacteria. A synthetic C-terminal amide analog
(PIn149a) [9] was shown to inhibit Listeria and Staphylococcus strains.
PIn149a is also quite soluble in physiologic conditions and presented
high yield in manual syntheses.

The interaction of antimicrobial peptides and cell membrane
models is widely studied in the literature [10], and three different
mechanisms of action have been established: barrel-stave, when the
peptide recognizes the membrane and oligomerizes in order to form
pores across the membrane; carpet, in which electrostatic interactions
between the peptide and membrane result in local peptide accumula-
tion, disrupting the cell membrane; and toroidal, which involves other
membrane-dependent processes, such as translocation of cytotoxic
peptides across the membrane [11].

Previous studies have described the inhibitory activity of PIn149a
against Listeria and Staphylococcus strains and its interaction with AOT
(sodium-bis-(2-ethylhexyl)-sulfosuccinate) reverse micelles as a
model for cell membranes [9]. In the present work, these studies
have been extended to elucidate the mechanism by which PIn149a
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carries out its activity in membrane system models and its action
against a unicellular fungus, a different class of microorganism with a
known cellular wall composition.

Based on the its vast usage in the food and pharmaceutical
industries, Saccharomyces cerevisiae was selected as a yeast model to
evaluate the inhibitory growth action of PIn149a and its ability to lyse
the cellular wall. The lysis of yeast cellular walls has biotechnological
applications in several areas, such as the preparation of protoplasts for
genetic improvement in yeast, the treatment of cellular residual yeast
mass from fermentation industries (particularly S. cerevisiae), the
extraction of proteins, enzymes and pigments, the acquisition of
functional carbohydrates from the cellular wall (glucan and mannan)
and the preparation of animal ration. Generally, the lysis is done with
enzymes and/or mechanical rupture of the cells. Neither process is
very economical, since they demand high amounts of enzymes
(lipolytic and glycolytic) and/or mechanical energy [12]. The
possibility of using an antimicrobial peptide like PIn149a to increase
the efficiency and to reduce the cost of this process offers new
opportunities for the application of this peptide that was once
expected to be a food-borne pathogenic antibacterial agent [9].

In this sense, this study also focuses on the growth inhibition
promoted by PIn149a on S. cerevisiae cultures, using scanning
electronic microscopy to check the peptide's action on the yeast. In
parallel, a series of model systems were used to simulate the outer
leaflet of cell membranes to investigate the interaction of PIn149a
with different phospholipids in both monolayers and vesicles.
Additionally, interactions with different membrane and cell wall
components were also investigated with circular dichroism and
fluorescence spectroscopies in order to observe the surface properties
of the lipid-water interface and the structural changes of the peptide.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Reagents and solvents used in synthesis, purification and mea-
surements were P.A. grade. All phospholipids were purchased from
Avanti Polar Lipids.

2.2. Peptide synthesis and purification

Plantaricin 149 analog (PIn149a) was manually synthesized on
solid phase by Fmoc chemistry, using Rink Amide (4-(2',4'-
dimethoxyphenyl-Fmoc-aminomethyl phenoxy) resin to prepare
the C-terminal peptide amide. N-Fmoc-protected amino acids were
from NovaBiochem. Couplings were performed by TBTU [N,N,N’/,N’-
Tetramethyl-O-(Benzotriazol-1-yl) Uronium Tetrafluoroborate], HOBT
(N-Hydroxybenzotriazole) and DIPEA (N,N-Diisopropylethylamine);
deblockings were done with piperidine 20% in DMF, and a mixture of
TFA/TIS/EDT/H,0 (94: 2.5: 1: 2.5) (v/v) was used for the final
cleavage of the peptide from the resin. After 3 h, the crude peptide
was precipitated in cold diethyl ether, centrifuged and lyophilized. The
peptide purification was carried out by dissolving the crude PIn149a
(3 mg/mL) in H,O (0.1% TFA) and performing a reverse phase
chromatography on a YMC-Pack Polymer C;g (250x4.6 mm, 6 pm)
column in an AKTA purifier system (GE Healthcare), monitoring
absorbance at 220 nm. The column was previously equilibrated with
H,O (TFA 0.1%) and eluted using a linear gradient from O to 70% of
acetonitrile 90% in H,O (TFA 0.1%) over 40 min, at a 1 mL/min flow rate.

2.3. Liposome preparation

Large unilamellar vesicles (LUVs) of 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
[Phospho-rac-(1-glycerol)] (DPPG), 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
[Phospho-L-Serine] (DPPS), 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phospho-
choline (DPPC), 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine

(DPPE), 1,2-Dilauroyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DLPC), 1,2-
Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine (DMPC) and 1,2-Distearoyl-
sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine (DSPE) were prepared by dissol-
ving each lipid in chloroform (except for DPPG, which was dissolved in a
chloroform/methanol 4:1 (v/v) mixture), then the solvent was slowly
evaporated under a N, stream, yielding a dry lipid film that was
subsequently submitted to a SpeedVac system for 2 h. The dry lipids
were hydrated in MilliQ water, then vortexed at temperatures above the
gel/liquid-crystalline phase transition temperature of the phospholi-
pids (41 °C, 41 °C, 63 °C, 54 °C, 23 °C, —1 °C and 74 °C for DPPG, DPPC,
DPPE, DPPS, DMPC, DLPC and DSPE, respectively), and finally the
multilamellar vesicles were extruded through a polycarbonate filter 11
times to yield LUVs with an average diameter of 100 nm.

2.4. Far-UV circular dichroism (CD) and secondary structural content of
PIn149a

The CD spectrum of PIn149a (0.1 mg/mL) in MilliQ water was
recorded from 190 to 250 nm on a JASCO ]-715 spectropolarimeter
(Jasco Instruments, Tokyo, Japan) as an average of 16 scans, using a
0.1-cm path length cylindrical quartz cuvette at 25 °C. The CD spectra
of PIn149a incubated with each different LUV were also recorded
under the conditions described above. Incubation was performed in a
1:20 peptide/lipid ratio.

The estimation of secondary structure elements in the peptide
structure was performed by CD spectrum deconvolution using CDPro
package [13], containing the ContinLL, Selcon3 and CDSSTR programs.
Additionally, the formalism of Chen et al. [14] was used to estimate the
helicoidal content (feiix) based on both the ellipticity at 222 nm
(6222 nm) and the number of amino acid residues (n), as in Eq. (1):

[0222 nm] (1 )

Jhetix = —39,500 - (1—2.57/n)

2.5. Steady-state fluorescence

The fluorescence emission spectra of PIn149a were obtained in an
ISS K2 spectrofluorimeter (ISS Fluorescence, Analytical and Biomedi-
cal Instruments, Illinois, USA), at 25 °C using a circulating water bath
(Fisher Scientific) around a 1-cm path length rectangular quartz
cuvette. PIn149a (0.1 mg/mL in MilliQ water) was excited at 274 nm
and the emission spectra were recorded from 290 to 450 nm.
Reference spectra were recorded and subtracted after each
measurement.

2.6. Surface tension and dilatational surface elasticity measurements

The kinetics of PIn149a adsorption on DPPG monolayers were
examined with surface tension measurements using the axisymmetric
drop shape analysis method (OCA-20 from Dataphysics Instruments
GmvH, Germany), with the oscillating drop accessory ODG-20, as
previously described [15,16]. DPPG solution (0.1 mM) was prepared in
chloroform and methanol (4:1, v/v) and was gently spread on the
surface of a PIn149a solution drop (from 0.125 to 8.25 uM) to generate
a lipid monolayer. The drop was expanded up to 30 mN m™ !,
corresponding to biomembrane surface packing [17]. Subsequent
changes in surface pressure due to peptide adsorption were plotted
against time. The dynamic dilatational surface elasticity data were
obtained after the surface tension reached equilibrium, using a
periodic drop oscillation of 0.1 mm amplitude (relative area variation
AA/A of 5.5%) and 1.0 Hz frequency. The viscous effect (imaginary
elasticity) of the surface elasticity was estimated from the phase
angle.
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2.7. Yeast growth inhibition assays

Cultures of S. cerevisiae were grown overnight in yeast extract
peptone dextrose medium (YEPD). Ten microliters of this saturated
culture was used to inoculate 5 mL of YEPD medium in the presence of
PIn149a (80 uM). A control culture was grown in the absence of the
peptide. Cultures were grown at 30 °C and 200 rpm,; turbidity at
600 nm was monitored at 16 and 24 h.

2.8. Scanning electron microscopy (SEM)

Cultures of S. cerevisiae were grown in YEPD culture medium in the
presence and in the absence of PIn149a (1 mg/mL). Different aliquots
of these cultures were taken at 6, 12 and 24 h of incubation and
observed by SEM. Aliquots of the culture (200 pL) were filtered
through a cellulose-acetate membrane (0.45 pm) that was washed
with 0.9% NaCl to remove sample excess, and further fixed in 2.5%
glutaraldehyde for 12 h, followed by washes with 100-mM sodium
phosphate (pH 7.4) and dehydration in a series of 50, 70, 80, 90, 95
and 100% ethanol. Critical point drying was promoted with HMDS
(hexamethyldisilazane). Specimens on stubs were coated with gold
and examined at 25 kV in a Zeiss-DSM 960 scanning electron
microscope (Oberkochen, Germany).

3. Results and discussion
3.1. PIn149a synthesis and purification

Peptide synthesis produces enough amounts of peptide to be used
in the investigation of its mechanism of action and activity against
microorganisms and biomembrane model systems.

After manual synthesis, the peptidyl-resin cleavage had an 85%
yield of the crude peptide, according to the resin capacity. On the C;g
purification, the major peptide fraction (78% of the crude peptide)
eluted at 38% of the acetonitrile gradient, as in Muller et al. [9],
corresponding to purified PIn149a that was further used for structural
characterization.

3.2. PIn149a action against S. cerevisiae

PIn149a was shown to inhibit S. cerevisiae growth by 82% in YPD
medium for up to 16 h, according to the turbidity decrease at 600 nm
in comparison to control culture. Even after incubation for 24 h, a 47%
growth reduction was observed, showing that the peptide remained
active and suggesting its probable resistance to the proteolytic action
of yeast proteases present in the culture medium after 24 h of
incubation.

Fig. 1. SEM of S. cerevisiae cells in the presence and absence (controls) of PIn149a (400 uM). Controls: A, D and G, at 6, 12 and 24 h of growth, respectively. The images in B and C
correspond to two aliquots of cells incubated in the presence of PIn149a taken after 6 h of incubation. As previous, the images in E and F correspond to 12 h of incubation with PIn149a,

and images H and I correspond to 24 h of incubation. Bars =5 pm.
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Fig. 1 presents SEM images of S. cerevisiae cultures exposed to
PIn149a and also control cultures. The action on S. cerevisiae cells was
observed over a period ranging from 6 to 24 h of incubation.
Morphological changes in the yeast cell wall could be observed in
the culture with PIn149a even after 6 h of exposure. Additionally,
intact cells were rarely observed after 12 h of incubation, suggesting a
strong action of the peptide against the yeast cells. However, although
many antimicrobial peptides act at the cell membrane level [18], it
remains unclear if this is the case for PIn149a. Also, it not known with
which cellular component it interacts, since the mechanism through
which many of the a-helical antimicrobial peptides (AMPs) cause cell
death does not involve binding to specific receptors [19].

The observed inhibition of S. cerevisiae growth created interest in
studying the PIn149a mechanism of action, since the mechanism
proposed for PIn149a on bacteria (carpet mechanism) [9] does not
explain how PIn149a would act on yeast cell walls. The S. cerevisiae
cell wall has external and internal layers constituted of three principal
components: glucan, mannan and chitin [12], and the bacterial cell
surface is composed of negatively charged components, such as
lipopolysaccharide and teichoic acids. Thus, because the electrostatic
interaction between cationic AMPs and the negatively charged
bacterial cell surface should play an important role in their
antibacterial activity [20], we first investigated PIn149a interaction
with some mono- and polysaccharides that present similar properties
to those of the S. cerevisiae cell wall.

3.3. Circular dichroism

No conformational changes in PIn149a CD spectra were observed
when incubated with a neutrally charged galactomannan, a negatively
charged carrageenan, or the neutral monosaccharide N-acetyl-
galactosamine, which suggests that PIn149a does not interact with
these polysaccharides or simple neutral monosaccharides (data not
shown). Therefore, the peptide passes through the S. cerevisiae cell
wall in a permeable way and interacts with the phospholipids from
the plasma membrane, thus promoting a subsequent disruption of the
yeast cell wall. Using different membrane models (constructed with
the lipids DPPG, DPPC, DLPC, DMPC, DPPE, DSPE and DPPS), the

interaction between PIn149a and the model systems has been
investigated by CD and fluorescence spectroscopies.

PIn149a in aqueous medium shows an unordered structure in its
CD spectrum (Fig. 2), with a minimum at 197 nm as well as many
other small peptides in aqueous solution [21-23]. No conformational
changes were seen for this spectrum when the peptide was observed
in the presence of zwitterionic phosphocoline (DPPC) and phos-
phoethanolamine (DPPE) vesicles. Only in the presence of the
negatively charged DPPG liposomes did PIn149a present differences
in its native CD spectrum. This interaction induced conformational
changes in the PIn149a secondary structure that are compatible with
the presence of a helical element, assigned to the two negative
minima at 222 nm and 208 nm and the positive maximum at 196 nm.
This result can be attributed to the negative surface of the DPPG
vesicles, which provided a region where all the six basic Lys residues
could be electrostatically stabilized, resulting in a strong interaction
between them.

The interaction of PIn149a with the DPPS liposomes also
produced no alterations in the peptide CD spectrum, and it can be
assumed that this phospholipid did not provide a suitable environ-
ment for the interaction of this cationic peptide. The negative
regions of the serine group (the carboxylate-end and phosphate
groups) had a negative surface density, decreased by the presence of
the positive ammonium-end group located on the same serine of
the same phosphate head.

PIn149a CD spectra in aqueous solution and in the presence of the
different vesicles were used to estimate the percentage of helix
structure, using a reference set of 43 proteins [ 13]. From the CD spectra
deconvolution and quantification, the helical induction of PIn149a
structure in the presence of DPPG vesicles was determined to be 16%,
with a 57% reduction of the unordered structure. This result agrees
with that calculated from the formalism of Chen, where 18% helicity
was estimated for PIn149a interacting with DPPG LUVs.

A coil-to-helix conformational change can also be seen in the struc-
ture of other antimicrobial peptides, either from amphibians [22, 24] or
from bacteria, like Plantaricin A [10]. These are all positively charged
peptides that undergo a helical induction when interacting with anionic
species.
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Fig. 2. PIn149a far-UV CD spectra. PIn149a (0.1 mg/mL) in water (solid line) and with liposomes of DPPG (dot), DPPS (dash), DPPC (dash dot) and DPPE (dash dot dot).
Measurements were taken from 190 to 250 nm as the average of 16 scans, at 25 °C and using a 0.1-cm path length quartz cuvette.
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The cationic character of PIn149a and the formation of an
amphipathic a-helix structure when binding to negative phospholi-
pids (like DPPG) have been shown to be compatible with the carpet
mechanism, proposed by Shai [25], for linear amphipathic a-helical
peptides. The amphipathic helix generates a polar side with a positive
net charge (due to PIn149a basic residues) that permits interactions
with negative species, and a more apolar environment on the other
helix side, where the hydrophobic residues of PIn149a can interact
favorably with the membrane aliphatic chains.

The static fluorescence spectra of PIn149a measured after
excitation at 275 nm, in aqueous solution and in the presence of
the vesicles, revealed the same Amax at 303 nm seen for Tyr
residue emission when exposed to the aqueous phase [26], which
can be attributed to the N-terminal position of this aromatic residue
in the peptide. A small decrease in fluorescence intensity was
observed in the presence of the phospholipid vesicles. Nevertheless,
it was more likely due to quenching caused by changes in the
chemical environment (from water to high density) than to the
peptide interaction, since it was noted for all liposomes tested (Fig.
2, inserted box).

3.4. Surface activity

From Fig. 3 it is apparent that PIn149a caused no surface tension
(7y) variation when spread on pure water subphase, even for the
highest concentration studied, 8.12 pM. This means that the peptide
did not present surface activity at the bare air-water interface in the
concentration range studied here. However, the kinetics of adsorption
of the peptide in the monolayer showed an induced surface activity
promoted by the presence of DPPG (Fig. 3). Furthermore, the curves
indicated a behavior dependent on the peptide concentration. From
0.125 to 2.06 uM, the adsorption kinetics presented similar behavior,
accentuated by the increasing peptide concentration. The curves are
characterized by a continuous decrease in the surface tension, but the
trend expected for a diffusion mechanism and the equilibrium of
adsorption are not reached in 500 s. On the other hand, the curves
corresponding to 4.12 and 8.25 uM of PIn149a showed different
behavior. Although the surface tension variation in the initial stages
was faster than the result for smaller concentrations, a steady state
(Yeq) was apparently reached in these cases. Moreover, the yeq values
were increased as much as the concentration. This behavior was not
the one expected for a simple increase in the surface density with
spread concentration, which should promote a higher decrease in
surface tension. Thus, to better understand the interaction of PIn149a
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with the biomembrane model system, the DPPG monolayer, dilational
surface elasticity (E) measurements were performed.

Fig. 4 presents the E data for DPPG monolayers in the presence of
different PIn149a concentrations in the subphase. For pure lipid, the
obtained E value was 228.3 mN m™ . Thus PIn149a decreased the E
values, compared to DPPG monolayer formed at the air-water
interface when present in concentrations below 2.06 pM. Similar
results were observed for the AMP PGLa [27], where the structure and
bending rigidity of DPPG monolayers formed at the liquid-liquid
interface in the presence of the antimicrobial peptide were investi-
gated and it was concluded that the peptide acts as a plasticizer for the
membrane. However, the authors did not investigate the effect of
peptide concentration for that system.

Coming back to Fig. 4, although for up to 1.65 uM of PIn149a, E
increased only slightly and seemed to reach a plateau, a steep increase
was observed above 2.5 pUM. This change in behavior with concentra-
tion agrees with the adsorption kinetics data, for which a change was
also reported above 2.06 pM. At 2.5 uM, a maximum was reached,
surpassing the value for pure DPPG monolayer. After this point, an
inversion in the behavior of the system was observed, and E values
started to decrease, indicating an increase in the fluidity of the model
membrane.

Different studies in the literature have reported the effect of an
antimicrobial peptide on membrane fluidity. It has been observed that
oleuropein [28] expands different lipid monolayers, including polar
lipids extracted from E. coli, suggesting that it is incorporated into the
lipid monolayer. This assumption is corroborated by the surface
elasticity data that presented lower values for the peptide. Another
antimicrobial peptide, dicynthaurin [29], expands the DPPG mono-
layer because it accumulates on the monolayer. Furthermore, the
presence of cynthaurin destabilizes the membrane model even at
higher surface pressure values (30 mN m™ ') [17], as confirmed by
GIXD and epifluorescence microscopy, and the fluidization of the
condensed chain lattice suggests that the peptide is able to expand the
bacterial membrane, which would be relevant for the in vivo mode of
action.

In Fig. 5, a model of the interaction between PIn149a and the DPPG
monolayer, showing the induction of structural changes in the peptide
structure, followed by the monolayer disruption is proposed. Firstly,
the disordered structure-like peptide in bulk solution is electrostatic
attracted to the charged phospholipids, promoting a peptide accu-
mulation on the monolayer surface. The amphipathic peptide remains
associated with the negatively phospholipids by its hydrophilic region
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Fig. 5. Proposed model for PIn149a/DPPG monolayer interaction. PIn149a presents a random-coil structure in aqueous solution (1), but it is electrostatically attracted to a negative
surface (like DPPG), inducing an amphipathic a-helix in its structure (2). The surface packing of the monolayer is gradually altered to accommodate more and more PIn149a from the

solution (3), resulting in the disruption of the lipid monolayer (4).

and, at the same time, the N-terminal residues (its more hydrophobic
region) is inserted among the acyl chains of the phospholipids,
altering the surface packing of the monolayer and promoting its
disruption.

4. Conclusions

The observed action of PIn149a against S. cerevisiae suggests
additional potential applications for this peptide in the food industry
or as a non-enzymatic/non-mechanical process for disrupting cells.

Only the negatively charged DPPG was able to induce structural
changes in PIn149a, as shown by the CD spectra changes recorded for
DPPG LUVs in the presence of PIn149a. In contrast, the spectra
recorded for the unordered PIn149a in solution and for liposomes
prepared with DPPS, DPPE and DPPC were quite similar. Therefore,
stabilization of the helix induced on PIn149a structure appears to be
an important step of the “binding” that occurs by electrostatic
interactions between the positively charged residues of the peptide
and the anionic phospholipid heads. In addition, it can be assumed
that the helical form imposed on the PIn149a structure is proportional
to the driving forces that generate the attraction between these two
species. That is, the interaction depends on both the electrical charge
density of the phospholipids and the special features of Pln149a
segments, such as the positive charge distribution and likelihood of
hydrophobic portions being hidden inside the loops of the helix.

Analyzing the surface data, some important observations can be
made about the mechanism of interaction between the peptide and
the monolayer. PIn149a initially interacts with DPPG, adsorbing and
accumulating at the lipid-air interface, as can be seen from the
adsorption kinetics. This process becomes more effective as the
concentration of peptide increases. On the other hand, the surface
elasticity decreases, most likely because small amounts of peptide
change the surface packing of the monolayer, resulting in a mixed and
more fluid monolayer than that of pure DPPG. In fact, insertions of the
peptide within the polar head group region should require space,
disturbing the acyl chain packing.

However, increasing the peptide concentration produces a system
with an elevated dilational elasticity modulus. This finding can only be
explained if we assume that the manner in which the peptide interacts
with the monolayer changes. If we examine the CD data for DPPG
liposomes in the presence of PIn149a, we might assume that above a
certain concentration the electrostatic interaction operates coopera-
tively, inducing a helix structure in the peptide that remains below the
head groups, shielding the electrical charge of the negatively charged
head groups and bringing them closer. This picture explains the
elevated E values measured for higher PIn149a concentrations.
However, there is a limit for this kind of interaction, because above
2.5 UM the steep decrease in E is attributed to a disruption in the
monolayer by a solubilization mechanism.

A similar mechanism probably takes place on the yeast cells (as
observed in Fig. 1), in which the yeast membrane cell disruption leads

away the wall cell disorganization, generating the aggregated
(probably membrane and wall cells) and/or deformed cells (as in
boxes C, F and G).

In summary, all the results taken together have led us to conclude
that PIn149a is an amphipathic a-helical antimicrobial peptide that
initially binds to the surface of negatively charged membranes,
ultimately covering it in a carpet-like manner. Once the critical
concentration of PIn149a is reached (close to 2.5 uM), the lipid layer is
disrupted.

To better describe the mechanism of action of PIn149 in biologic
membranes, its action against different classes of microorganisms, as
well studies of other PIn149-derived peptides, with the aim of
obtaining a peptide with potential activity are in current investigation
in our group.
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Abstract

Plantaricin149 is a linear cationic antimicrobial peptide that interacts with negatively
charged phospholipids from cell membrane and promotes the disruption of these organized
structures. In this study, four PIn149 analogs modified at their N-terminal were synthesized,
the hemolytic effect on red blood cells and antibacterial activity against microorganisms
were evaluated and their interaction with liposomes was studied. All the four analogs
showed PIn149a like behavior, with the induction of a helical element when binding to
negative liposomes, however, with a lower helical content. The N-terminal distinction
between these analogs and PIn149a resulted in a different mechanism of action, that was
bactericidal to the latter and bacteriostatic to the former, but remained the antibacterial
effect against S. aureus and P. aeruginosa for all peptides, with MICs, values of 19 uM and
155 uM, to PIn149a, respectively. In addition, three of the peptides presented no hemolytic
effect (less than 5%) up to the concentration of 0.5 mM. The results suggest the lytic
activity of PInl49a and its lethal effect on these microorganisms is achieved by
contributions from the two regions of the peptide: the ionic contacts of the polar helix, and

also the hydrophobic interactions of the apolar residues at the N-terminal.

1. Introduction

The advent of multidrug resistance bacteria has led to the employment of two or more
of the available antibiotics in association with resistant strains [1]. As an alternative to this
process [2], antimicrobial peptides were shown to maximize their inhibitory activity to

pathogenic microorganisms by the insertion of different modifications on their primary
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structure, like amidation, ciclation and insertion of non-proteic groups on their N-terminals
[3,4].

Plantaricin 149 (PIn149, YSLQMGATAIKQVKKLFKKKGG) is a naturally
occurring 22-amino acid peptide, isolated from Lactobacillus plantarum NRIC149 [5]. Its
amidated analog, PIn149a, is a positively charged linear peptide that presents a narrow
spectrum towards Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes and undergoes a
helicoidal induction on its secondary structure in an apolar environment or when it interacts
with negative biomembranes. In addition, it was also established the action of PIn149a
against Saccharomyces cerevisae, showing that the peptide causes morphological changes
on the yeast cell, due to its interaction with the membrane cell and subsequent disruption
[6,7].

The mechanism of action proposed to PIn149a was the electrostatic attraction of the
disordered structure-like peptide in bulk solution to the charged phospholipids, that induces
an amphipathic a-helix on the peptide structure and promotes its accumulation on the
phospholipid surface. The amphipathic helix stretches from residue Ala7 to Lys20, creating
a polar side with 5 Lys residues that enables interactions, and an apolar side, due to its
hydrophobic residues (Tyr, Leu, lle, Met, Ala) at the N-terminal that lead the Van de Waals
contributions. At this stage, it was suggested that the peptide must remain associated with
the negatively phospholipids while its N-terminal residues are inserted on the phospholipids
acyl chains, it gradually alters the surface packing of the lipid layer and resulting in the
membrane disruption [7]. However, the assumption that the N-terminal of PIn149a also
plays a role in the disruption of the membranes must be better explored.

According to this mechanism, one can think that the positive region of PIn149a itself

is likely to trigger its antibacterial activity, since the helix stabilization represents a
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fundamental/essential step for the binding. Tonarelli, G., in personal communication,
observed that the pentapeptide YSLQM from the N-terminal portion of PIn149 does not
present antibacterial properties. In the present work, four novel PIn149a analogs modified
at their N-Terminal were synthesized, their antimicrobial and hemolytic activities and the
interactions with biomembrane models were investigated. The results showed that the four
analogs presented inhibitory activity against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus

aureus growth but with a different mechanism that presented by PIn149a.

2. Materials and methods

2.1. Materials — Chemicals were purchased from Sigma—Aldrich (St. Louis, USA), unless
stated. All protected amino acids, coupling reagents and polymers were obtained from
NovaBiochem (San Diego, USA). Solvents were of P.A. grade and buffers were prepared in

MilliQ water and filtered in 0.2 um polycarbonate membranes.

2.2. Peptide Synthesis and Purification — PIn149a was synthesized by Fmoc strategy and
purified by Reverse Phase Chromatography as described elsewhere [7]. The four novel
PIn149-analogs were synthesized by the same protocol and with the same amino acid
sequence as PIn149a, but reducing the peptide size by starting with the Gly at position 6
and ending with the Gly at position 22 (GATAIKQVKKLFKKKGG). Besides the 17-
amino acid peptide, three other N-terminal modified peptides were synthesized: the first
with a simple monosaccharide (acetyl group); the second one with a hydrocarbon chain (N-

octyl group); and the last one with a Fmoc group at the N-terminal amino acid residue. The
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four PIn149-analogs were named as PIn149(6-22), Ac-PIn149(6-22), Noctyl-PIn149(6-22)
and Fmoc-PIn149(6-22), respectively.

Aliquots of each analog peptide were purified using a GE AKTA Purifier System (GE
Healthcare) with an YMC-Pack Polimer C;g column (250 x 4.6 mm, 6 um bead size,
Waters, Germany) equilibrated with 0.1% (v/v) TFA/water (solvent A). Elution was
performed at a 1 ml/min flow rate using a two-step gradient: initially, from 0% to 70%
solvent B (acetonitrile 90% in water containing 0.1% TFA) over 40 min, followed by 70—
100% of the same solvent over 1 min. Absorbance was monitored at 220 nm. The

corresponding fractions of each peptide were collected and lyophilized.

2.3. Peptide Characterization — Mass Spectrometry analyses were performed with PIn149a
and all the four derived peptides on an ESI-MS Spectrometer (Micromass, Manchester,
UK). Aliquots of each peptide were diluted into a 60% methanol aqueous solution with 5%
formic acid and directly injected in the spectrometer. Experiments were performed by
scanning from a 1000 to 2000 m/z ratio.

To check the sequence of synthesis, the primary structure determination of purified
PIn149(6-22) was performed by automated Edman degradation on an automatic protein
sequencer PPSQ-23A Shimadzu (Kyoto, Japan): Aliquots (200 pmol) of each peptide in
H,0 and Sequa-Brene (hexadimethrine bromide) were applied on a special fiber-glass disk

(Wako, Osaka, Japan), previously treated with Sequa-Brene.

2.4. Circular dichroism (CD) analysis — The CD spectra of PIn149a and analog peptides

were recorded on a Jasco J-815 CD spectrometer (Tokyo, Japan) from 190 to 250 nm using
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a 0.1cm path length rectangular quartz cuvette, at 25°C. For each spectrum, the data from
eight scans were averaged and the reference spectrum was subtracted. Peptides were diluted
in MilliQ water (0.15mg/mL) and also in the presence of 1 mM DPPG (dipalmitoyl

phosphatidyl glycerol), a negatively charged vesicle prepared as described elsewhere [7].

2.5. Hemolytic activity against human erythrocytes - The present method was based on
Tsubery et al. [8]. Briefly, freshly collected human blood of healthy donors was collected
and red cells were separated from the plasma by sedimentation, washed three times with
PBS (pH 7.4) containing 0.15 M NaCl. Aliquots (100 uL) of 1% (v/v) suspension
erythrocytes were employed to determine the hemolytic effect of PIn149a and PIn149-
analog peptides in serial dilutions (from 1 to 500 uM). Samples were incubated for 1 h at
37°C, centrifuged at 3000 g and aliquots of supernatant were transferred to a 96-well
microplate and evaluated spectrophotometrically at 405 nm to monitor the release of
hemoglobin. Triton X-100 was used as control of 100% hemolysis and for no hemolisis a

PBS solution was used. The hemolysis percentage was calculated using the equation (1):

_ [APeptide B APBS]

%hemolisis -
[ATriton - APBS]

equation (1).

2.6. Antibacterial activity and MIC Determination — Two different assays were employed
to investigate PIn149a and analogs antibacterial activity. In the first one, the method of
diffusion in agar plates [Bauer et al, 1966] was assayed with Bacillus subtilis ATCC 6633,
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Klebisiella pneumonia ATCC 10031, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella choleraesius

ATCC 10708, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pichia membranaefaciens, Candida
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tropicalis, Candida albicans 14053, Candida crusei 6258, Lactobacillus sp L1,
Lactobacillus sp L9, Lactobacillus sp L15, and Lactobacillus sp L18. Microorganism
suspensions in NaCl 0.85% with their absorbance in 600 nm adjusted to 0.100 (10’
UFC/mL) were homogeneously spread on Petri plates with solid culture medium. Aliquots
(15 pL) of PIn149a (1 mg/mL) were deposited on discs of paper placed on the plate surface.
Plates were incubated at 38° C for 24 h. Growth inhibition was evaluated by the formation
of inhibition halo around the discs. Additionally, two discs were employed on each plate as
controls: a negative one, with antibiotic tetraciclin (TET30), and a positive one, with sterile
MilliQ water. The solid culture media used were Lactobacilli to the lactic acid bacteria,
Sabouraud to the yeasts, and Mueller Hinton to the bacteria. All these strains were provided
by the Microbial Ecology and Biotechnology Lab from Universidade Federal do Ceara,
Brazil.

In the second type of experiment, microtiter broth growth inhibition assays were
conducted with the reference strains of Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), based on the method described by Hancock [ref
Hancock, 1999], with some modifications. The pathogenic bacteria were firstly grown in
Mueller-Hinton broth (5 mL) at 37°C. When ODgoonm reached 1.0, the bacterial suspension
was diluted in fresh Mueller-Hinton broth and adjusted to ODgyonm 0.010 (106 UFC/mL).
Growth inhibition assays were carried out by adding sterile PIn149a (100 uL) and each of
the four derived peptides in PBS (pH 7.4) to a 96-well microtitter plate. Serial dilutions of
the peptides (from 620 to 1.2 uM) were incubated with the diluted bacterial suspension 1:1
(v/v) in Mueller-Hinton broth. A positive control was used to incubate the bacterial

suspension with PBS and a negative control containing 0.4% (v/v) formaldehyde. Each
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microplate was incubated for 24 h, at 37°C and growth inhibition was analyzed at 600 nm
on a Microplate TP-reader (Thermoplate). Minimal inhibitory concentration (MICsg) was
considered the lowest concentration that inhibits 50% bacterial growth. All experiments
were performed in duplicate.

Additionally, to verify if the peptides action was either bactericidal or bacteristactic,
aliquots (5 uL) of each well from the microplate were subcultived in a Petri plate with
Mueller-Hinton agar. The plates were incubated at 37°C for 24 h and growth was visually

detected.

3. Results
3.1. Peptide synthesis, purification and characterization

PIn149a and other four analog peptides were synthesized by solid phase method using
Fmoc chemistry. A manual synthesis was successfully performed to yield a polypeptide
chain corresponding to PIn149 from residue 6 to 22. At this step, the peptidyl-resin was
equally subdivided in four parts to generate each PIn149 reduced analog. The first one was
cleaved from the resin with no N-terminal insertions, resulting in the analog PIn149(6-22).
Three different groups were attached to the N-terminal residue of peptidyl-resin: an acetyl,
a N-octyl, and a hydrophobic moiety Fmoc, resulting in the three PIn149 analogs with N-
terminal modifications: Ac-PIn149(6-22), Noctyl-PIn149(6-22) and Fmoc-PIn149(6-22),
respectively. The sequence, name, and molecular mass of each analog are in Table 1.

The four modified peptides were purified to homogeneity (>98%) by HPLC. The
purification chromatogram profile, showed in Figure 1 (inserts), revealed the efficiency of

manual synthesis due to the majoritary peak of each analog and the increase in
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hydrophobicity in the peptides, in wich the analog PIn149(6-22) was eluted at 32 % of
ACN, and the other-analogs containing the acetyl, the N-octyl and the Fmoc groups were
eluted at positions corresponding to a 43.5, 55, and 58.7% of ACN, respectively.

The molecular weight of each analog was determined by electrospray mass
spectrometry, as shown in Figure 1. The peptides PIn149(6-22), Ac-PIn149(6-22), Noctyl-
PIn149(6-22), and Fmoc-PIn149(6-22) presented the following masses 1801, 1843, 1928,
and 2024 Da, respectively. The correct amino acid sequences were checked by Edman

degradation.

3.2. Circular dichroism (CD) studies

The shape of CD spectra of all analogs in water was similar to PIn149a [7] and many
other linear antimicrobial peptides in aqueous solution [3, 8-10]., showed in Figure 2A.
These spectra are typical of disordered secondary structure with minima centered on 198
nm.

PIn149a showed a significant conformational change in the presence of negatively
charged biomembrane models (like DPPG vesicles), inducing a helical element on its
secondary structure and presenting minima at 222 and 208 nm and a maximum centered at
196 nm [7]. The CD spectra of all four analogs were measured when incubated with this
negatively charged vesicle, showing the helical conformation as observed to PIn149a,
(Figure 2B), and helical antimicrobial peptides [11-13]. However, the helical content
induced on these analogs was lower than the observed to PIn149a, indicated by the lower

intensity of the band at 222 nm, confirmed by deconvolution with CDPro Package [14].

3.3. Hemolytic assay
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In this assay, hemolysis was visually detected in positive control right after the
addition of 1% (v/v) Triton X-100, while sedimentation was observed in the negative
control (PBS). Cell sedimentation was also observed in wells corresponding to the PIn149
analogs in the range from 1 to 500 uM, indicating no hemolytic activity (less than 5%) for
PIn149(6-22), Ac-PIn149(6-22), and Noctyl-PIn149(6-22), data not shown. The analog
Fmoc-PIn149(6-22) presented different behavior: weak hemolytic activity was observed at
concentrations below 125 uM, however, at 250 and 500 uM, a red solution was observed,

indicating 12 and 24.4% hemolysis, respectively.

3.4. Antibacterial assay

The inhibition assay by diffusion on agar plates method was not effective to evaluate
PIn149a antimicrobial activity, since no inhibition halo was observed in all strains tested.
AMPs can present different diffusion in some culture media, with a medium-dependent
antimicrobial activity (MIC) that is generally bigger than the observed in a different
medium [15,16]. This can be attributed to the decrease of the peptides diffusion coefficient
on the medium.

The antibacterial activity of PIn149a and the four N-terminal modified peptides were
also directly assessed against Staphylococcus aureus ATCC 25923, and Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, as summarized in Figure 3.

PIn149a showed stronger antimicrobial activities against Staphylococcus. aureus. No
bacterial growth was observed in the presence of PIn149a from 78 to 620 uM. The peptides
MICs, against pathogenic Staphylococcus aureus ATCC 25923 were: PIn149a 19 pM,

PIn149(6-22) 78 uM, Ac-PIn149(6-22) 78 pM, Noctyl-PIn149(6-22) 38 pM, and Fmoc-
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PIn149(6-22) 10 puM. The MICs, against P. aeruginosa were of 155 uM for PIn149a,
PIn149(6-22), Ac-PIn149(6-22), and Noctil-PIn149(6-22), and of 19 for Fmoc-PIn149(6-
22), respectively. The inhibitory concentrations where no bacterial growth observed for P.
aeruginosa were higher than 310 pM.

PIn149a was proved to be lethal for these two microorganisms, none of the aliquots
where inhibition was noted from assay with both strains were capable of resuming growth
on agar plates in medium in the absence of PIn149a after 24 h incubation due to its
bactericidal action. However, the four analogs presented a different mechanism of action,
promoting a basteriostatic inhibition against S. aureus and P. aeruginosa in most of the

wells where growth inhibition was detected.

4. Discussion

In the present study, we have reported the synthesis, purification, and hemolytic
properties of four analog peptides of Plantaricin149, and compared their antimicrobial
properties with the previously described analog peptide PIn149a.

The analogs Ac-PIn149(6-22), Noctyl-PIn149(6-22), and Fmoc-PIn149(6-22)
presented an increase in hydrofobicity compared to PIn149(6-22), that is due to the apolar
character in their N-terminal parts. Despite the increase of apolarity, three of these N-
terminal modified peptides remained with low level of hemolytic activity. The weak
hemolytic effect of PIn149a and analogs in front of the red cell membranes is in agreement
with the lack of specificity/binding of PIn149a to zwitterionic phospholipids vesicles. Only
the most apolar analog, Fmoc-PIn149(6-22), presented-hemolytic property in concentration

higher than 250 uM.
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The typical conformational CD change from random structure to helical element,
observed in the analogs, showed that the electrostatic attraction and the helix stabilization
step in the binding of this antimicrobial peptide to the liposomes does still remain on these
analog peptides. However, the reduction of PIn149a size, by the removal of its first 5 N-
terminal residues has created a slightly less appropriated molecule to interact with the
liposomes, reducing the magnitude of the helical content formed during the binding.

The N-terminal modifications have neither caused severe perturbations on the peptide
structure, nor hindered the interaction of these peptides with negative biomembranes.
Furthermore, the increment in the antimicrobial activity of the Fmoc-derived peptide was
due to the lytic effect induced by this hydrophobic group, as seen at hemolytic assay. The
inability of the other N-terminal modifications to alter the peptide activity suggests that
replacing the N-terminal region of PIn149a for prostetic groups (acetyl and N-octyl) could
not completely fulfill the requirements for the lytic properties of PIn149a that is associated
to the apolar residues at this region of peptide.

PIn149a antimicrobial activity showed to be more effective against Gram-positive
bacteria, a feature that is shared with many amphibian antimicrobial peptides [17] that
present lowest MIC values to Staphylococcus, Listeria. The difference in the
bacteriocidal/bacteriostatic mechanism of action of PIn149a and PIn149(6-22) can be
attributed to the lack of the N-terminal portion in the latter, since this region must be the
responsible for the peptide penetration between the phospholipid acyl chains. Besides, all
the other analogs presented lower MICs values than PIn149a, confirming the importance of
the contribution from the N-terminal segment to PIn149 lytic activity at biologic

membranes.
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Interestingly to note is that PIn149a were active against Pseudomonas aeruginosa
growth and, although the reduction of the peptide size, this inhibitory property was also
observed in the same way to the four analog peptides.

Additional findings could be included in the proposed model for the PInl149a
mechanism of action [7]. Reducing the apolar character of PIn149a, by the removal of the
first 5 N-terminal residues, does not annul its antimicrobial property, since some steps of
the binding to the negative liposomes still keep on (the electrostatic attraction, the induction
of the amphipatic helix and the adsorption of the helical element between the phospholipid
polar heads). The occurrence of these steps, resulted in the growth retardation for the two
bacteria tested. Nonetheless, the absence of a region of the peptide to be inserted among the

phospholipids acyl chains can remove the lethal action of this peptide.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — ESI-MS and reverse phase chromatography profile of PIn149 derived-peptides.
Molecular mass of (A) PIn149(6-22), (B) Ac-PIn149(6-22), (C) Noctil-PIn149(6-22), (D)
Fmoc-PIn149(6-22) are 1802, 1844, 1928 and 2024 Da, respectively. Inserts: PIn149a
analog peptides on Cig column correspond to the majoritary peak. Column was equilibrated
with H,O (TFA 0.1%) and eluted in a gradient of acetonitrile 90% (TFA 0.1%) in 40
minutes (dotted curves), flow rate of 1 mL/min. The difference in hydrofobicity is a result

of the peptide size reduction and the N-terminal modifications.

Figure 2 — Far-UV CD spectra of PIn149 analog peptides. (A) PIn149a (0.1 mg/mL) and
the four analogs in aqueous solution. (B) PIn149a (0.1 mg/mL) and modified analogs in the
presence of 1 mM DPPG vesicles. Measurements were taken from 190 to 250 nm as the

average of 8 scans, at 25°C and using a 0.1 cm pathlength quartz cuvette.

Figure 2 — Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of PIn149 and analogs against S.
aureus and P. aeruginosa. PIn149a was more effective against S. aureus, with the lowest
MIC value f 19 uM, in opposition to 155 uM to P .aeruginosa. Analogs presented lower

MIC values than PIn149a. Error bars were estimated at 5 %.
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Table 1

Sequences of PIn149 analogs

Peptide Sequence MW (Da)*
PIn149a YSLOMGATATKQVKKLFKKKGG  2423.7
PIn149(6-22) GATAIKQVKKLFKKKGG 1801.3
Ac-PIn149(6-22) Acetyl-GATATKQVKKLFKKKGG  1843.3
Noctyl-PIn149(6-22) N-octyl-GATATIKQVKKLFKKKGG  1928.5
Fmoc-PIn149(6-22) Fmoc-GATATIKQVKKLFKKKGG  2023.5

"MW = molecular weight determined by mass spectrometry
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