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RESUMO

Murrace, C. B. Estudo da interacdo do peptideo antimicrobiano BP100 e seus
analogos, ciclico e alquilado, com vesiculas de fosfolipidios e com micelas.
2023. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmécia-Bioquimica — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2023.
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O BP100 (KKLFKKILKYL-NH2) é um peptideo antimicrobiano (AMP) hibrido, sintético,
formado a partir de segmentos dos AMPs naturais melitina e cecropina A, altamente
cationico, ativo contra muitas espécies de bactérias e com baixa toxicidade contra
células eucaritticas. O BP100 atua se ligando e aumentando a permeabilidade da
membrana e desta forma causando morte ou inibicdo do crescimento dos
microrganismos. A interagdo do BP100 com membranas, especialmente as
carregadas negativamente, desencadeia uma transicdo da estrutura secundaria
randémica para a-helicoidal. Estudos anteriores do nosso grupo esclareceram parte
do mecanismo de acdo da BP100 sobre as membranas modelo, indicando que o
mecanismo de a¢ao depende do conteudo de lipideos negativos e, portanto, da carga
superficial da membrana lipidica, além da quantidade de peptideo efetivamente ligado
a membrana. Em vista disso, estudamos a interacdo de BP100 e de seus analogos,
BP100-Ala-Ci6Hss e Ciclo(1-4)-cILC-BP100, com micelas e vesiculas em fase gel de
composicdo lipidica variada, do ponto de vista da ligacdo peptideo-membrana
(afinidade) e da estrutura secundéria adotada pelos peptideos bem como o grau de
penetracdo dos peptideos nas vesiculas da fase gel. Observamos por dicroismo
circular (CD) e fluorescéncia que, em presenca de micelas de 1-palmitoil-2-hidroxi-sn-
glicero-3-fosfocolina (LPC) e N-Hexadecil-N,N,-dimetil-propanosulfonato, HPS, e
vesiculas de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC), os peptideos
interagiram apenas com as micelas formadas por LPC e HPS, devido provavelmente
a um menor grau de empacotamento dos detergentes dispostos de modo a permitir
mais facil acesso da face hidrofilica da hélice formada pelos peptideos ao core
hidrofébico do agregado. Quando a composicdo das membranas modelo passou a
incluir lipideos com carga negativa (1-palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-
glicerol) (LPG) e dodecil sulfonato de sodio, DSNa ou 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfatidilglicerol, DMPG, no caso das vesiculas, os peptideos interagiram com micelas
e vesiculas, evidenciando a importancia das forcas eletrostaticas para a interacdo com
as vesiculas. Na comparacdo entre as vesiculas em fase liquida e gel ndo houve
diferencas significativas na estrutura adotada pelos peptideos e no grau de afinidade
dos peptideos pelas membranas. Nesses sistemas, 0 aumento do conteudo de
DMPG, LPG ou DSNa de 30 para 50 % apresentou 0 mesmo efeito sobre a afinidade
dos peptideos, independente do estado de compactacao das cadeias dos lipideos.



ABSTRACT

Murrace, C. Study of the interaction of the antimicrobial peptide BP100 and its
cyclic and alkylated analogues with phospholipid vesicles and micelles. Trabalho
de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2023.
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BP100 (KKLFKKILKYL-NH2) is a hybrid, synthetic antimicrobial peptide (AMP) formed
from segments of the natural AMPs melittin and cecropin A, highly cationic, active
against many species of bacteria and with low toxicity against eukaryotic cells. BP100
acts by binding and increasing membrane permeability, thus causing death or inhibition
of the growth of microorganisms. The interaction of BP100 with membranes triggers a
transition from the random secondary structure to an a-helical structure. Previous
studies by our group have clarified part of the mechanism of action of BP100 on model
membranes, indicating that the mechanism of action depends on the content of
negatively charged lipids and, therefore, on the surface charge of the lipid membrane,
in addition to the amount of peptide effectively bound to the membrane. Given this, we
studied the interaction of BP100 and its analogs, BP100-Ala-C16H33 and Cyclo(1-4)-
cILC-BP100, with micelles and gel phase bilayers of varying lipid composition from the
point of view of peptide binding. -membrane (affinity), the secondary structure adopted
by the peptides, and the degree of penetration of the peptides into the bilayers of the
gel phase. We observed by CD and fluorescence that, in the presence of model
membranes composed only of 1-palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine (LPC) and N-Hexadecyl-N,N-dimethyl-propanesulfonate, HPS,
micelles or 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) vesicles, the
peptides interacted only with the micelles formed by LPC or HPS, probably due to a
lower degree of packaging of the lipids that are arranged in such a way as to allow
easier access of the hydrophilic face of the helix formed by the peptides to the
hydrophobic core of the aggregate. When the composition of the model membranes
started to include lipids with a negative charge (1-palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-
phospho-(1'-rac-glycerol) (LPG) and sodium dodecyl sulfonate, DSNa or 1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidylglycerol (DMPG), the peptides were able to
interact with the micelles and with the bilayers in the liquid phase and gel phase,
highlighting the importance of electrostatic forces for the interaction with the bilayers.
We compared the effects of the peptides on the liquid and gel phase state of the
bilayers. There were no significant differences in the structure adopted by the peptides
and the degree of affinity of the peptides for the membranes. In these systems,
increasing the content of DMPG, LPG, or DSNa from 30 to 50% had the same effect
on the affinity of the peptides regardless of the state of compaction of the acyl chains.



1. INTRODUCAO

1.1. Peptideos antimicrobianos (AMPS)

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo uma classe de agentes
antimicrobianos, presentes em diversos organismos, capazes de matar ou de inibir o
crescimento de patdégenos. Os AMPs fazem parte do sistema imunologico inato e
atuam como antibioticos enddgenos. Esses peptideos séo ativos contra uma grande
variedade de microrganismos como bactérias (Gram-positivas e negativas), fungos e
virus, indicando sua importancia como barreira de defesa (Jenssen et al., 2006,
Nguyen et al., 2011).

O grupo mais estudado dos AMPs é o dos peptideos com atividade
antibacteriana e, dentro desse grupo, muitos estudos tém como foco peptideos que
atuam sobre a membrana (Jenssen et al., 2006). Foi mostrada a correlacédo direta
entre a morte bacteriana como resultado da ruptura da membrana (Figura 1 B, C e D).
Os mecanismos ndo disruptivos da membrana sao atribuidos a capacidade de certos
AMPs se ligarem a alvos intracelulares e agirem na sintese de DNA, RNA e proteinas
(Figural A E,F, G, Hel.

1.2. Caracteristicas dos AMPs antibacterianos

A atividade antibacteriana primaria dos AMPs ocorre através da interacdo com
superficies bacterianas aniénicas. Portanto, as principais caracteristicas encontradas
na maioria dos peptideos que apresentam atividade contra bactérias sédo: carga
liquida positiva e hidrofobicidade (indice de hidrofobicidade e momento hidrofébico)
compativeis com a interacdo com a membrana bacteriana (Powers et al., 2003;
Yeaman et al., 2003, Nguyen et al., 2011).

Carga positiva: E aceito que o primeiro passo na interacdo peptideo-
membrana € conduzido por forcas eletrostaticas entre as cadeias laterais carregadas
positivamente dos residuos de lisina e arginina com componentes carregados
negativamente presentes no envelope bacteriano externo, tais como grupos fosfato,
lipopolissacarideos ou acidos lipoteicéicos. Devido a diferenca de carga superficial

entre as membranas celulares bacteriana e animal, 0 componente eletrostatico da



interacdo € a principal forma de selecdo no mecanismo de acdo dos peptideos

cationicos (Powers et al., 2003; Jenssen et al., 2006, Nguyen et al., 2011).

Hidrofobicidade / Anfipaticidade: Na interacdo com a por¢ao hidrofébica da
membrana, os peptideos antibacterianos equilibram a alta densidade dos grupos
carregados com a presenca de residuos hidrofébicos. Residuos arométicos como
triptofano, tirosina e fenilalanina, conhecidos por terem uma alta afinidade com o
ambiente interfacial da membrana (Killian & von Heijne, 2000), sdo comumente
encontrados nesses peptideos (Jenssen et al., 2006). O caréater hidrofébico/hidrofilico
do peptideo é geralmente otimizado na interacdo com a membrana pela aquisicédo de
uma estrutura secundaria que da ao peptideo uma anfipaticidade espacial,
favorecendo o posicionamento da molécula na interface (Yeaman et al., 2003;
Jenssen et al., 2006).

1.3. Mecanismos de acéo de peptideos antibacterianos ativos em membrana
Modelos diferentes de mecanismo de agcdo sao usados atualmente para
explicar como os AMPs que atuam sobre a membrana sao capazes de desestabilizar
ou romper a membrana fosfolipidica das células bacterianas para causar a morte
celular (Yeaman et al., 2003, Jenssen et al., 2006). Embora amplamente aceitos,

nenhum desses quatro mecanismos foi completamente elucidado em nivel molecular.
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Figura 1. Mecanismos de agéo de peptideos antibacterianos (Jenssen et al., 2006).
1. Modelo Agregado - Figura 1A - Os peptideos séo reorientados para atravessarem
a membrana como um agregado com complexos de lipideos e peptideos semelhantes
a micelas, mas sem adotarem qualquer particularidade.

2. Poro Toroidal - Figura 1B - Os peptideos formam uma estrutura transmembrana
semelhante a um canal com o ndcleo formado ndo apenas pelos mondmeros dos
peptideos, mas também pelos grupos de cabecas polares dos lipideos dispostos em
curvatura positiva na regido dos poros.

3. Poro de bastéo - Figura 1C - Mondmeros do peptideo sao inseridos na membrana
e interagem uns com os outros formando lateralmente um canal (ou poro) que

atravessa a bicamada lipidica.



4. Carpete - Figura 1D - Peptideos se ligam a membrana bacteriana por interacéo
eletrostatica em grande quantidade para cobrir completamente uma area da bicamada
até provocar uma desestabilizagdo na membrana, aumentando sua permeabilidade.
A natureza anfipatica dos peptideos os torna capazes de solubilizar a membrana e

remover partes dela na forma de micelas.

1.4. Peptideo BP100

Badosa e colaboradores projetaram uma série de peptideos hibridos com o
objetivo de identificar um ou mais potentes contra microrganismos patogénicos e com
baixa toxicidade (Badosa et al., 2007). O undecapeptideo BP100 (KKLFKKILKYL-
NHz), um hibrido combinando caracteristicas de dois AMPs, melitina e cecropina A,
mostrou-se ativo inibindo o crescimento das bactérias testadas, apresentando alto
indice terapéutico e baixa susceptibilidade a degradacédo por protease (Ferre et al.,
2009).

BP100 é altamente catidnico em pH fisioldgico, apresentando 5 residuos de
lisina e o grupo carboxila terminal amidado, além da presenca de residuos
hidrofébicos de leucina, isoleucina e fenilalanina. Essas caracteristicas indicam que o
BP100 atua sobre a membrana bacteriana, provavelmente se ligando a ela e

aumentando sua permeabilidade.

O BP100 se liga a vesiculas fosfolipidicas com forte seletividade para modelos
de membranas bacterianas anidnicas em comparagdo com modelos de membrana de
mamiferos contendo colesterol e lipideos neutros (Ferre et al., 2009; Torcato et al.,
2013). As propriedades de ligacdo sao diretamente correlacionadas com outros
eventos que ocorrem na interacdo peptideo-membrana, como permeabilizacdo e

agregacdao de vesiculas, e eletro neutralidade de membrana (Ferre et al., 2009).

Estudos de dicroismo circular (CD) (Torcato et al., 2013; Manzini et al., 2014;
Wadhwani et al., 2014) confirmaram a analise in silico da estrutura secundaria do
BP100, mostrando que a forma ligada a membrana do peptideo possui um contetdo
de a-hélice de 61%. A aquisicdo de uma estrutura secundaria helicoidal resulta em
uma estrutura anfipatica perfeita, com os residuos carregados positivamente em uma

face da hélice, enquanto os residuos hidrofobicos estdo na face oposta. A estrutura



helicoidal anfipatica € compativel com a necessidade do peptideo de interagir com as

bicamadas lipidicas com carga aniénica bacteriana.

Nosso grupo relatou que o mecanismo de acdo da BP100 nas membranas
modelos é dependente da relagédo peptideo/lipideo e do conteldo de vesiculas de
fosfatidilglicerol, PG, com carga negativa (Manzini et al., 2014). Em baixas razbes
peptideo/lipideo e/ou baixo teor de PG, uma menor quantidade do peptideo € ligada
a membrana e 0Ss mecanismos sugeridos sao aqueles que apresentam
permeabilizacdo gradual das vesiculas (formagdo de poros ou afinamento da
membrana). Em alta razdo peptideo/lipideo e/ou alto teor de PG, os resultados
indicam uma permeabilizacdo abrupta dos lipossomas, indicando um mecanismo de
acao similar ao detergente (Manzini et al., 2014). Nessa condicdo, a alta quantidade
de peptideo ligado solubilizaria parte da membrana. Embora realizados em diferentes
condicdes, ensaios de vazamento de carboxifluoresceina a partir de grandes
vesiculas unilamelares (LUVSs) e estudos com vesiculas unilamelares gigantes (GUVS)
observaveis por técnicas de microscopia Optica corroboram a existéncia de dois

mecanismos de acdo da BP100 e sua dependéncia da quantidade de peptideo ligado.

Com relacéo a investigacdo de analogos, o BP100 foi conjugado com grupos
com diferentes propriedades, como caudas hidrofébicas, outras sequéncias peptidicas
bioativas e outros grupos organicos, com o objetivo de explorar outras funcionalidades
como atividade antitumoral e de penetracdo celular, com consideravel sucesso
(Eggenberger et al., 2011, Zhang et al., 2017, Carretero et al., 2018). As substituicdes
de aminoacidos também foram relatadas como uma alternativa para obter peptideos
com atividade antimicrobiana melhorada e maior indice terapéutico (Torcato et al.,
2013).

Mais recentemente, foi demonstrado por estudos de dinamica molecular
computacional que o peptideo BP100, ao ligar-se a membranas contendo uma mistura
de lipideos zwitteribnicos e com carga negativa, estabelece uma interacéo inicial de
carater eletrostatico com a superficie da membrana, recruta os lipideos com carga.

Essa interacdo induz a agregacao desses lipideos na regiao ao redor do peptideo e,



nesse ponto, a hélice formada pelo peptideo rotaciona ao redor de seu eixo e a face

hidrofébica da hélice se enterra no core hidrofébico da bicamada (Park et al., 2019).

Para estudarmos o efeito da estrutura do agregado e sua interacdo com 0s
peptideos utilizaremos compostos anfifilicos que formam micelas como o 1-palmitoil-
2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina (LPC) e 1-palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfo-(1'-
rac-glicerol) (LPG) (Figura 4), e suas misturas, e também as micelas de N-Hexadecil-
N,N,-dimetil-propanosulfonato (HPS) e suas misturas com o dodecil sulfonato de sédio
(DSNa) (Figura 4). Note-se que o LPC e o HPS possuem dipolos invertidos sendo que
no LPC a carga negativa do grupo fosfato esta mais préximo da cadeia alquilica do
detergente enquanto no HPS o grupo com carga negativa, o sulfonato, esta mais

distante da interface hidrofébica da micela.

Estudaremos também a interacdo dos peptideos com vesiculas preparadas
com fosfolipidios com duas cadeias acila saturadas, carregados negativamente ou
zwitteribnicas, que em temperatura ambiente formam vesiculas em fase gel. Para
estes estudos utilizaremos o 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) e 1,2-

dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol (DMPG) e suas misturas.

2. OBJETIVOS

Estudar o efeito de diferentes agregados, micelas e vesiculas, formados com
lipideos com cadeias alquilicas de diferentes comprimentos e presenca ou ndo de
carga, na interacao do peptideo BP100 e seus analogos. Utilizaremos na composi¢cao
das membranas modelo lipideos com duas cadeias acila saturadas, carregados
negativamente ou zwitteribnicas, que em temperatura ambiente formam vesiculas em
fase gel, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) e 1,2-dimiristoil-sn-glicero-
3-fosfatidilglicerol (DMPG).

Estudaremos o efeito de micelas preparadas com detergentes zwitteribnicos, e
outros com carga negativa, e suas misturas, para verificarmos o efeito de agregados

com diferentes compactacdes das cadeias alquilicas na interacdo com os peptideos.



Pretendemos contribuir para a elucidacdo do mecanismo de selecéo e acao

dos peptideos e dos fenébmenos relevantes relacionados.
Objetivos especificos:

- Medir a afinidade dos peptideos com a membrana de vesiculas, com composi¢ao

lipidica variavel, por fluorescéncia e CD.

- Determinar a estrutura secundaria dos peptideos em solucao por espectroscopia de
CD e investigar as mudancas conformacionais ocorridas na presenca de micelas e

vesiculas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Peptideos
O peptideo BP100 e seus andalogos, Tabela 1, foram sintetizados pelo Dr.
Marcelo Porto Bemquerer, da EMBRAPA de Brasilia, e a Dra. Magali Aparecida

Rodrigues.

Tabela 1. Peptideos derivados do BP100

Peptideo Sequéncia Massa molar (Da)
BP100 KKLFKKILKYL-NH2 1421,0
BP100-Ala-CisH33 KKLFKKILKYLA-C16H33 1853,2
Ciclo(1-4)-clLC-BP100 CILCKKLFKKILKYL-NH2 1716,3

Os peptideos estudados séo derivados de BP100 sendo o BP100-Ala-CisHs30
o derivado contendo uma alanina e cadeia alquilica de 16 carbonos no amino terminal
do BP100 e o Ciclo(1-4)-cILC-BP100, que contém uma estrutura ciclica no grupo

carboxi-terminal do BP100 (Tabela 1 e Figura 2).
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Figura 2. Estruturas de: (A) BP100, (B) BP100-Ala-NH-Ci6Hss e (C) Cyclo(1-4)-clILC-
BP100.

3.2. Lipideos

Para a preparacao de vesiculas unilamelares grandes (LUVs) seréo utilizados,
na composicdo das membranas, os fosfolipideos com duas cadeias acila. Serao
utilizados os lipideos 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina, DPPC, e 1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol, DMPG. Os lipideos foram obtidos da Avanti

Polar Lipids.

DPPC DMPG
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Figura 3. Estrutura dos fosfolipidios: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
(DPPC) e 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol (DMPG).

Os fosfolipidios com apenas uma cadeia alquilica, o 1-palmitoil-2-hidroxi-sn-
glicero-3-fosfocolina (LPC) e 1-palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-glicerol)
(LPG) foram obtidos da Avanti Polar lipids (Figura 4). Os detergentes N-Hexadecil-
N,N,-dimetil-propanosulfonato, HPS, e Dodecil-sulfonato de sodio DSNa, Figura 4,
foram obtidos da Merck. O HPS e o DSNa foram recristalizados de metanol/acetona.
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Figura 4. Estrutura dos fosfolipidios 1-palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina
(LPC) e 1-palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-glicerol) (LPG). Estrutura dos
detergentes N-Hexadecil-N,N,-dimetil-propanosulfonato, HPS, e Dodecil sulfonato de
sodio, DSNa.

3.3. Dosagem peptideos

A dosagem das solugcbes dos peptideos foi feita utilizando-se o equipamento
Nanodrop ND-100 (Thermo Fisher Scientific) para fazer a leitura da absorbancia a 276
nm. Considerando o valor de (€) para a tirosina 1450 L-mol*-cm e o caminho 6ptico
(b) de 0,1 cm, foi possivel determinar a concentracdo das solucdes utilizando a

equacao da Lei de Lambert-Beer:
A=¢.b.c

onde A corresponde a absorbancia, € é o coeficiente de absor¢ao molar do peptideo
e ¢ a concentracdo em mol/L. A concentracdo estoque de peptideo era da ordem de
0.5 mM.

3.4. Preparacao lipidica

3.4.1. Solucdes estoques

Os estoques dos lipideos DPPC e DMPG foram preparados pela pesagem da

massa dos lipideos em balanca analitica, seguida da dissolugdo em cloroférmio.

3.4.2. Dosagem de fosfato
As solucdes estoques foram quantificadas pela dosagem de fosfato seguindo

o0 método descrito em Rouser et al., 1970. Para esse procedimento, uma curva de
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calibracdo foi preparada utilizando-se um padrédo de fosfato de concentracdo
conhecida. As amostras dos estoques lipidicos foram preparadas em tubos de ensaio
e secas em estufa a 120 °C. Apds a secagem, os lipideos foram digeridos com acido
perclérico, por uma hora a 180 °C. Em seguida agua e molibdato de aménio foram
adicionados a cada um dos tubos, sob agitacdo. Adicionou-se entdo acido ascorbico
a cada um dos tubos. ApOs nova agitacdo, os tubos da curva padrdo e da amostra
foram mantidos em um banho a 100 °C. Por fim, a leitura foi feita em um

espectrofotometro a 797 nm.

3.4.3. Filmes

Para a preparacao dos filmes lipidicos, aliquotas das solucfes estoques foram
adicionadas a um tubo de ensaio e, em seguida, sob um fluxo de nitrogénio, evaporou-
se o solvente. Para eliminar quaisquer tragos restantes do solvente, os filmes foram
secos sob vacuo, por no minimo uma hora. As composi¢des dos filmes utilizados para
estudos com vesiculas de fase gel foram DPPC, DPPC:DMPG (70:30), DPPC:DMPG
(50:50) e DPPC:DMPG (30:70).

3.4.4. Micelas

As micelas foram preparadas adicionando-se um volume pré-determinado de

agua a massa pesada de cada detergente.

3.4.5. LUVs (Large Unilamellar Vesicles)

As LUVs para estudo da fase gel foram obtidas pela ressuspenséao do filme
lipidico seco pela adicdo de volume previamente calculado de agua seguida pela
extrusdo sob aquecimento por membranas de policarbonato de tamanho de poro de
100 nm (Nuclepore, Maidstone, Reino Unido) por um numero impar de vezes (em
geral 11). A concentracao estoque de LUVs era cerca de 20 mM.

3.5. Dicroismo circular (CD)
A estrutura secundéria dos peptideos foi estudada por CD em solugédo e na
presenca de membranas modelo com composic¢éao lipidica variada. As medidas de CD

foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-720 (Jasco, Japdo) usando
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células de quartzo de comprimento Optico de 1,00 mm. Os espectros foram coletados
na faixa entre 190 a 260 nm. A concentracao final de peptideo era da ordem de 20
MM. A concentragéo inicial das vesiculas era 20 mM. O espectro final foi a média de 6
acumulacdes, apds a subtracdo do espectro obtido nas mesmas condi¢cdes de uma

amostra sem peptideo. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente.

3.6. Fluorescéncia

A afinidade dos peptideos com as diferentes membranas modelo foi
investigada por meio de espectroscopia de fluorescéncia. Os espectros de
fluorescéncia de tirosina foram obtidos num espectrofluorimetro Hitachi F-7000
(Hitachi, Japao) excitando as amostras a 280 nm e registrando a emisséo de 285 a
400 nm. A concentragao final de peptideo utilizada foi da ordem de 20 yM e a
concentracdo estoque de lipideos era 20 mM em agua. Todas as medidas foram

realizadas a temperatura ambiente.

3.7. Célculo da constante de ligacdo dos peptideos as membranas ou micelas

Ligac@o dos peptideos as membranas de composicao variavel de lipideos foi
medida por CD e fluorescéncia considerando o modelo de dois estados (peptideo livre
e ligado). A isoterma de ligacdo foi obtida através do grafico da emissdo de
fluorescéncia da tirosina a 305,2 nm ou a porcentagem de estrutura secundaria em a-
hélice (medida pelo valor de [6] a 222 nm) em fungao da concentragéo de lipideos. A
equacdao de Hill foi usada para determinar a fracao de peptideo ligado, a concentracao
de lipideo onde 50 % do peptideo esta ligada e a constante aparente de ligacao (Ke,
M-1).

Fracado de peptideo ligada = [Lipideo]" / (1/Kg)" + [Lipideo]"

4. RESULTADOS

4.1. Estudo da interacao dos peptideos com micelas por dicroismo circular
Inicialmente verificamos o efeito de micelas de LPC no espectro de CD do
BP100. Na Figura 5 estdo os espectros de CD do BP100 em agua e em diferentes
concentracdes de LPC. Como se pode observar, a interagdo do BP100 com as micelas
de LPC leva a uma mudanca do espectro de CD indicando assim sua interagdo com
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as micelas. A concentracbes muito altas de LPC o espectro de CD ndo muda

indicando a completa associacdo do BP100 com as micelas.

Conforme a concentracdo de LPC aumentou, o BP100 passou de um estado
sem conformacao definida em solucéo para um de estrutura secundaria de alfa hélice,
caracterizada pelo aumento na intensidade de bandas negativas em 208 e 222 nm e
na banda positiva entre 195 e 200 nm.

LPC [Lipid](mivi
—— solution
— 0250

—0.500
—1.000

— 1.500
—2000
——3.000
—5.000
—7.500

[Theta] (deg.cm®dmol™)

T T T T T T T T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelenght (nm)

Figura 5. Espectro CD do peptideo BP100 em solu¢do aguosa na presenca de

diferentes concentragdes de micelas de LPC. Agua, [BP100] = 25 pM.

Os espectros de CD foram repetidos para misturas de LPC:LPG em proporgdes
diferentes e as curvas de ligag&o, na Figura 6A, evidenciam uma maior afinidade dos
peptideos pelas micelas contendo LPG, sendo que em relacdo as micelas compostas
de LPC:LPG (70:30) e LPC:LPG (50:50) os peptideos apresentam similar afinidade.
Na Figura 6B sdo apresentados os graficos da fracao ligada de BP100 em funcéo da

concentracéo total de lipideo e em diferentes razées de LPC:LPG.
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Figura 6. (A) Espectros CD do peptideo BP100 em solucdo aquosa e em presenca
de micelas de composic¢des lipidicas variadas: LPC (7 mM), LPC:LPG (70:30) (2 mM),
LPC:LPG (50:50) (1,7 mM). (B) Curvas de ligacdo do BP100 em micelas de variadas
composicdes lipidicas. Agua, [BP100] = 17 uM.

Na Figura 7 sdo apresentados os graficos de CD dos peptideos BP100-C16 e
na Figura 8 os espectros de CD do Cyclo-BP100 nas mesmas condi¢cdes dos

experimentos feitos com o BP100.
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Figura 7. (A) Espectros CD do peptideo BP100-C16 em solucdo aquosa (néo ligado)
e em presenca de micelas (completamente ligado) de composices lipidicas variadas:
LPC (3 mM), LPC:LPG (70:30) (1,1 mM), LPC:LPG (50:50) (1,1 mM). (B) Curvas de
ligacdo do C16 em sistemas de composicao lipidica variada. Agua, [BP100-C16] = 25
HM.
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Figura 8. (A) Espectros CD do peptideo Cyclo-BP100 em solucdo aquosa (nao

ligado) e em presenca de micelas (completamente ligado) de composicdes lipidicas

variadas: LPC (1,5 mM), LPC:LPG (70:30) (0,8 mM), LPC:LPG (50:50) (1,1 mM). (B)

Curvas de ligacdo do Cyclo-BP100 em sistemas de composicao lipidica variada. Agua,

[Cyclo-BP100] = 25 uM.

Como se pode observar nas Figuras 7 e 8 a presenca do LPG aumenta muito
a eficiéncia de ligacdo do peptideo quando comparado com as micelas contendo
apenas o LPC. Como a porcentagem de LPG é muito alta nas duas misturas de
LPC:LPG, é dificil diferenciar o efeito da ligacdo dos peptideos em funcéo da razéo
LPC.LPG.

4.2. Estudo da interacao dos peptideos com micelas por fluorescéncia

4.2.1. Micelas de LPC e LPG

A interacdo dos peptideos com os lipideos das micelas também foi estudada
medindo-se a fluorescéncia da Tirosina do BP100. Como se pode observar na Figura
9, a passagem do residuo fluorescente da Tirosina para um ambiente de menor
polaridade, aumenta a intensidade da fluorescéncia da tirosina a 305,2 nm, de acordo

com o0 aumento da concentracao lipidica no sistema.
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Figura 9. Espectro de emissao de fluorescéncia dos residuos de tirosina do peptideo

BP100 em solucdo aquosa na presenca de diferentes concentragdes de micelas de
LPC. Agua, [BP100] = 17 uM.

As curvas de ligacéo, determinadas por fluorescéncia, do BP100, BP100-C16
e Cyclo-BP100 as micelas de LPC e misturas com LPG podem ser vistas na Figura
10. Elas evidenciam uma maior afinidade dos peptideos pelas micelas que contenham
uma parcela de LPG, assim como as curvas feitas a partir do estudo por CD. No
entanto, observou-se que a afinidade dos peptideos pelas micelas de composi¢cao
LPC:LPG (70:30) era maior do que para as de composicdo LPC:LPG (50:50),

enguanto que no estudo por CD apresentaram-se similares.
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Figura 10. Curvas de ligacédo dos peptideos em sistemas micelares de composicdes
lipidicas variadas: (A) BP100 (B) BP100-C16 (C) Cyclo-BP100 Agua, [Peptideo] = 17
HM.

Os valores de Kg obtidos através das duas técnicas foram compilados na
Tabela 2, abaixo. O que se percebe € que ha tendéncias similares para os valores de
Ks para ambos procedimentos. Para todos os peptideos em estudo, verifica-se que
h& maior afinidade (representada por Kg) dos peptideos pelas micelas que possuem
em sua composicdo ao menos uma parcela de LPG, o fosfolipidio com carga. Nota-
se também que os valores de Kg para o BP100, na primeira linha, sdo todos menores

se comparados com os valores obtidos para os analogos.
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Tabela 2. Constantes de ligacdo aparente obtidas por Fluorescéncia e CD (Kg, X103

M-1) dos peptideos em micelas de composicéo lipidica variada em agua.

Fluorescéncia (Ks x103 M)

CD (Ks, X103 M%)

LPC:LPG LPC:LPG LPC:LPG LPC:LPG
Peptideo | LPC (70:30) (50:50) LPC (70:30) (50:50)
BP100 0.73 4.5 2.5 0.7 19 1.8
C16 2.9 10.2 3.3 2.9 5.3 6.7
Cyclo 24 8.3 2.4 3.3 4.9 3.9

4.2.2. Micelas de HPS e DSNa

O efeito de micelas de HPS no espectro de fluorescéncia do BP100 foi estudado
e observou-se que a fluorescéncia do peptideo aumentou significativamente com a
adicdo de HPS até obter-se 100 % do peptideo ligado, Figura 11A. No gréfico da
fracao ligada do BP100 vs [HPS], Figura 11B, observou-se uma curva sigmoidal onde
se pode observar uma inflexdo a concentracdo baixa de detergente que pode ser
resultado da CMC do HPS que é 2,8 x 10° M (Graciani et al., 2005). Nas
concentracdes abaixo da CMC do detergente existem apenas mondmeros, mas 0s

peptideos podem induzir pre-agregacao.

Fluorescence

Figura 11. (A) Espectro de emissédo de fluorescéncia dos residuos de tirosina do

peptideo BP100 na presenca de diferentes concentracdes de micelas de HPS. (B)
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Curvas de ligagdo do BP100 com micelas de HPS. Agua, [BP100] = 20 pM.
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Quando dos ensaios da ligacdo do BP100 com micelas da mistura de HPS e
DSNa, nas proporc¢des 70:30 e 50:50, verificou-se que 100% do peptideo ligou-se ja
nas primeiras adi¢cdes feitas das micelas (Figura 12). Desta forma, ndo foi possivel
determinar as constantes de ligacdo nesses cendrios, uma vez que foram obtidos
poucos pontos no meio da curva. Assim existe a necessidade de novos experimentos
para determinacdo dessas constantes, utilizando-se solu¢cdes mais diluidas dos
detergentes. Mesmo assim, ficou claro o efeito de contribuicdo da carga dos lipideos
para a ligacdo das micelas com o peptideo.
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Figura 12. Espectro de emissao de fluorescéncia dos residuos de tirosina do peptideo
BP100 na presenca de diferentes concentragdes de micelas de HPS:DSNa (70:30)
(A) e (50:50) (C). Curvas de ligacao do BP100 com micelas de HPS:DSNa (70:30) (B)
e (50:50) (D). Agua, [BP100] = 20 uM.
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4.3. Estudo da interacdo dos peptideos com vesiculas de DPPC e misturas de
DPPC:DMPG por dicroismo circular.

O BP100, assim como seus andlogos, ligou-se a vesiculas em fase gel
contendo ao menos 30% de DMPG, um fosfolipidio com carga, em sua composic¢ao.
Na Figura 13, fica evidente a mudanca do espectro de CD do peptideo Cyclo-BP100
com o aumento da concentracdo de LUVs de DPPC:DMPG (50:50), indicando
interacdo peptideo-vesicula. O aumento da intensidade de bandas negativas em 208
e 222 nm e na banda positiva entre 195 e 200 nm apontam a mudanca de conformacao
dos peptideos de um estado de conformacéo randémica para um estado de estrutura

secundaria em alfa hélice.

DPPC:DMPG(50:50)  [Lipid]

[Theta] (deg.cr.dmol™)

T T T T T T v T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelenght (nm)

Figura 13. Espectro CD do peptideo Cyclo-BP100 em solu¢do aquosa na presenca
de diferentes concentragbes de vesiculas de DPPC:DMPG (50:50). Agua, [Cyclo-
BP100] = 17 puM.

Os espectros de CD e as curvas de ligacédo dos peptideos BP100, BP100-C16
e Ciclo-BP100 — Figuras 14, 15 e 16 — demonstram que nao houve alteracdo nas
estruturas dos peptideos com as vesiculas compostas apenas por DPPC, um
fosfolipidio sem carga, indicando que n&o ocorre interacdo com as membranas e 0s
peptideos permanecem em solugdo. A temperatura de transi¢cdo (Tm) do DPPC é da
ordem de 41,6 °C em agua pura e as Tm das misturas de DPPC:DMPG 70:30 e 50:50
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sdo 35 °C e cerca de 28 °C, respectivamente. Portanto, na temperatura na qual foram
feitos os experimentos (25 °C) as LUVs se encontram na fase gel (Garidel et al., 1997).
Além disso, é possivel observar que a ligacdo entre o peptideo-vesicula ocorre em
maior extensdo quando a propor¢do de DMPG presente na composi¢ao lipidica é de

50% para os trés peptideos estudados, Figuras 14, 15 e 16.
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Figura 14. (A) Espectros CD do peptideo BP100 em solu¢do aquosa (néo ligado) e
em presenca de vesiculas em fase gel de composic¢ées lipidicas variadas: DPPC (1,2
mM), DPPC:DMPG (70:30) (0,6 mM), DPPC:DMPG (50:50) (0,4 mM). (B) Curvas de
ligacdo do BP100 em sistemas de variadas composicdes lipidicas. Agua, [BP100] =
17 pM.
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Figura 15. (A) Espectros CD do peptideo BP100-C16 em solugédo aquosa (néo ligado)

e em presenca de vesiculas em fase gel de composi¢Oes lipidicas variadas: DPPC

23



(1,2 mM), DPPC:DMPG (70:30) (0,8 mM), DPPC:DMPG (50:50) (0,2 mM). (B) Curvas
de ligacdo do C16 em sistemas de composicao lipidica variada. Agua, [BP100-C16] =
17 pM.
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Figura 16. (A) Espectros CD do peptideo Cyclo-BP100 em solucdo aquosa (nao
ligado) e em presenca de vesiculas em fase gel de composicdes lipidicas variadas:
DPPC (0,8 mM), DPPC:DMPG (70:30) (1,2 mM), DPPC:DMPG (50:50) (0,2 mM). (B)
Curvas de ligacdo do Cyclo-BP100 em sistemas de composic&o lipidica variada. Agua,
[Cyclo-BP100] = 17 uM.

4.4. Estudo da interacdo dos peptideos com vesiculas de DPPC e DPPC:DMPG
por fluorescéncia

Assim como para a interacdo com micelas, a interacdo dos peptideos com o0s
lipideos formadores de vesiculas resulta na passagem do residuo fluorescente para
um ambiente de menor polaridade. Dessa forma, a intensidade da fluorescéncia da
tirosina a 305,2 nm aumenta, de acordo com o0 aumento da concentracdo lipidica no
sistema, como pode ser visto na Figura 17, para a interacao do peptideo BP100-C16
com LUVs de DPPC:DMPG (70:30).
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Figura 17. Espectro de emissao de fluorescéncia dos residuos de tirosina do peptideo
BP100-C16 em solugdo aquosa na presenca de diferentes concentragbes de
vesiculas de DPPC:DMPG (70:30). Agua, [BP100] = 17 uM.

Bem como mostrado nos estudos feitos por CD (Figuras 14, 15 e 16), os
peptideos analogos apresentaram maior afinidade pelas membranas-modelo quando
a porcentagem de DMPG presente é de 50%, o que estd demonstrado nos graficos
da Figura 18. Nao houve ligacdo do peptideo com vesiculas compostas apenas por
DPPC, o que também se verificou pela técnica de CD. Nao foi feita a curva da fracéo
ligada do BP100 em presenca de vesiculas de composicdo DPPC:DMPG (50:50).
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Figura 18. Curvas de ligacdo dos peptideos em sistemas de vesiculas em fase gel
de composicdes lipidicas variadas: (A) BP100 (B) BP100-C16 (C) Cyclo-BP100
Agua, [Peptideo] = 17 puM.

4.5 Ligacao dos peptideos em micelas e vesiculas

A partir das curvas de ligacdo apresentadas anteriormente foi possivel
determinar os valores das constantes de ligagao aparente para cada sistema (Tabela
3).



Tabela 3. Constantes de ligacdo aparente obtidas por Fluorescéncia e CD dos

peptideos em membranas modelo (micelas e vesiculas em fase liquida e fase gel) de

composicao lipidica variada.

(Ks x 10°3) Fluorescéncia

(Ke x 103) CD

Cyclo- BP100- Cyclo-

BP100 BP100-C16 BP100 | BP100 Cl6 BP100
LPC 0,7 2,9 2,4 0,7 2,9 3,3
LPC:LPG (70:30) 4,5 10,2 8,3 1,9 5,3 4,9
LPC:LPG (50:50) 2,5 3,3 2,4 1,8 6,7 3,9
LPC:LPG (30:70) 6,7 9,6 2,7 4,1 6,4 6,1

HPS 0,60 * * * * *

*POPC:POPG (70:30) 3,4 6,1 12,0 2,9 7,3 9,3
*POPC:POPG (50:50) 9,8 11,4 19,7 8,0 11,5 13,2
DPPC kk *xk kk *xk kk *xk
DPPC:DMPG (70:30) 5,1 5,5 10,1 7,9 8,6 12,2
DPPC:DMPG (50:50) * 22,4 30,0 11,2 16,3 111

*Ks néo foi calculada; **Carretero et al., 2018; ***n&do houve ligagéo

Quando em presenca de vesiculas, houve aumento de afinidade pelos lipideos

conforme a proporcéo de lipideos com carga, o POPG (Carretero et al., 2018) e DMPG

(este trabalho), foi aumentada de 30 para 50%, evidenciando uma contribuicdo do

efeito eletrostatico para a interacéo peptideo-vesicula.

Tanto para vesiculas em fase gel, DPPC, quanto para vesiculas em fase

liquida, POPC, os peptideos néo interagiram com as LUVs formadas por POPC ou

DPPC somente, reforcando a importdncia das interacbes eletrostaticas para a
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interacéo (Carretero et al., 2018). Quando comparamos as constantes de ligacédo dos
peptideos obtidas com vesiculas em fase gel e fase liquido-cristalina, os valores e
tendéncias em funcdo da concentracdo de fosfatidilglicerol sdo semelhantes,
indicando que o grau de empacotamento das cadeias acila dos lipideos das vesiculas

exerce pouca influéncia na afinidade entre peptideo e vesicula.

Nos estudos com micelas, a diferenca entre os valores de constante de ligacao
obtidos pela técnica de fluorescéncia e por CD € menor em relacéo a diferenca entre
as constantes, obtidas pelas mesmas técnicas nos estudos de sistemas de vesiculas
(liquidas ou da fase gel). A isso pode se atribuir o fato de as micelas possuirem menor
tamanho frente a vesiculas gerando menor espalhamento de luz e, por conseguinte

uma maior relacao sinal/ruido e menor variagéo nos resultados.

E possivel observar que, tanto para os sistemas micelares quanto para aqueles
de vesiculas da fase liquida com lipideos com carga negativa, os resultados
encontrados através de ambas as técnicas estdo em conformidade. Ou seja, ao
observarmos as constantes para uma mesma fase observa-se uma tendéncia

semelhante entre as técnicas.

5. DISCUSSAO

5.1. Estrutura dos peptideos

Em estudos anteriores de nosso grupo, constatou-se que o BP100 e o BP100-
C16 em solucao aquosa possuem espectros CD bastante similares. Essa similaridade
pode ser atribuida ao fato de que a cauda linear, presente no BP100-C16, tende a
interagir com as cadeias alquilicas dos lipideos da micela, exercendo efeito
desprezivel sobre as ligacGes peptidicas entre os residuos do BP100-C16, ndo

interferindo em sua conformacao.

O Cyclo-BP100, por outro lado, apresenta diferenca perceptivel no espectro
quando comparado aos outros dois peptideos. Quando em solu¢do aquosa, o Cyclo-
BP100 apresenta, no espectro, certa intensidade nas regides de 208 e 222 nm, o que
nao se verifica para os outros peptideos em estudo. Um fator que ajuda a explicar

isso € a presenca do grupo ciclico no peptideo, que possui conformacdo de dobra
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beta, e contribui no espectro com intensidades negativas ao redor de 222 nm e
positivas ao redor de 195 nm. Nos espectros do peptideo ligados as membranas essa

mesma contribuicdo é perceptivel.

5.2. Ligacdo dos peptideos com as estruturas lipidicas

Como apresentado na parte dos resultados, todos os peptideos em estudo
ligaram-se a ao menos um tipo de micela (dependendo da composi¢ao desta). Com o
gradual aumento da concentracao lipidica no sistema, a populacédo de peptideos com
estrutura randémica foi se reduzindo e a de peptideos em conformacéao alfa-helicoidal

aumentando.

5.3. Fatores importantes para a ligacdo peptideo-micela/vesicula
Elementos como a carga dos peptideos e dos lipideos, interacdes hidrofobicas
e 0 nivel de empacotamento dos lipideos influenciam diretamente a afinidade dos

peptideos pelas micelas e vesiculas.

A carga dos lipideos determina a intensidade da interacao eletrostatica com os
peptideos, que possuem carga positiva. As interac6es hidrofébicas, por sua vez,
ocorrem entre as cadeias lineares dos lipideos e as cadeias laterais hidrofébicas dos
residuos dos peptideos (no caso do analogo alquilado, ha também a interacdo com a
alquila). A isso soma-se a forma como os lipideos se dispde (seja em vesiculas ou
micelas), o que determina a exposicdo das cadeias lineares dos lipideos ao meio
aquoso. No caso das micelas, aqui em estudo, o nivel de exposi¢cdo é maior se
comparado ao das membranas de vesicula, de forma que a penetracdo do peptideo

na porcao hidrofébica é facilitada.

Tal diferenca na forma e fluidez da regido hidrofébica do agregado € o que
determina a interacdo de BP100 e analogos com micelas sem carga superficial,
compostas somente por LPC, enquanto a ligacao dos peptideos em vesiculas sem

carga superficial de POPC (Carretero et al., 2018) e DPPC néo ocorre.

Verificou-se que os elementos acima descritos se combinam para determinar
se, e com qual intensidade, a ligacdo peptideo-micela/vesicula ocorre. Como

apresentado na parte dos resultados, quando a composicdo de lipideos de carga
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negativa foi aumentada no meio, houve aumento da afinidade dos peptideos pelas
micelas e vesiculas. Esse aumento se deu pelo aumento da intensidade das

interacdes eletrostaticas entre os lipideos e o peptideo.

No entanto, o aumento de 30 para 50% de lipideos de carga negativa na
composicdo das micelas resultou numa reducao da afinidade, o que n&o se verificou
nos sistemas de vesiculas. Para explicar essa discrepancia, nossa hipétese é que as
vesiculas sdo capazes de estabilizar melhor do que as micelas o aumento da carga
superficial decorrente da maior parcela de lipideos carregados negativamente. A
estrutura das micelas sofrendo maior desestabilizacdo, pode entdo levar a

anteriormente verificada diminuicdo da afinidade.

5.4. Observacdes sobre os resultados obtidos pelas diferentes técnicas

Mesmo sendo ambas as técnicas adequadas para se estudar a interacao entre
0s peptideos e as membranas modelo, é possivel notar que as diferencas dos
resultados obtidos pelas duas técnicas sdo menos expressivas no caso das micelas
se comparadas com as diferencas observadas nos sistemas de vesiculas. Isso pode
ser explicado ao se considerar que as micelas possuem tamanho menor em relacéo
as vesiculas, desencadeando menor espalhamento de luz e, portanto, menor

interferéncia nas medidas.

Os estudos feitos com vesiculas da fase gel, bem como aqueles feitos com
micelas, apresentaram uma tendéncia nos resultados obtidos por CD em
conformidade com aquilo que se verificou por fluorescéncia. Nos estudos das
vesiculas em fase gel, diferentemente do que se verificou com as outras duas

condicBes, parece haver certa discordancia entre os resultados.

6. CONCLUSAO

Pelos ensaios realizados, pode-se perceber que, em sistemas compostos por
micelas e vesiculas (fase liquida e fase gel), ha divergéncias no comportamento de
variacdo da afinidade dos peptideos pelas membranas modelo. Nos sistemas com

presenca de vesiculas, ndo se observou ligacdo entre os peptideos e as membranas
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compostas apenas por lipideos sem carga (DPPC e POPC), fato que aponta para a

importancia do efeito eletrostatico para que a interacdo ocorra.

No caso das micelas, por outro lado, nos sistemas composto apenas por
lipideos sem carga, foram verificados indicios de ligacdo nas técnicas utilizadas. Isto
demonstra que o menor grau de empacotamento dos lipideos nesses agregados
compensa a auséncia do efeito eletrostatico que é essencial para a interacdo no caso

das vesiculas.

Ainda em relac&o aos sistemas micelares, concluimos que o aumento da carga
favorece a ligacdo até certo ponto. Quando o aumento de LPG na composicao foi de
30 para 50%, houve reducao na afinidade dos peptideos pelas membranas, causada
provavelmente pela desestabilizagéo na estrutura das micelas, sendo essa provocada

pela alta carga superficial das micelas.

Em contrapartida, nos estudos com as vesiculas de fase gel, 0 aumento de
lipideos com carga na composi¢cdo das membranas se mostrou como facilitador da

interacdo com os peptideos.
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