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RESUMO

PINTO, G. R.. Interagbes dos Peptideos Antimicrobianos BP100 e
Naftalimida-BP100 com Membranas Modelo e Correlagcdo com Atividade
Biolégica. 2022. no. f47. Trabalho de Conclusédo de Curso de
Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos. Naftalimida. Analogos de BP100.
Permeabilizagao.

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdao uma classe de moléculas
amplamente presente na natureza, inclusive no sistema imune inato humano,
que atuam como defesa primaria contra diversos patdégenos. Seu mecanismo
de acdo se baseia na permeabilizacdo seletiva de membranas negativamente
carregadas, caracteristicas de fungos e bactérias, levando a acao
microbiostatica/microbicida. Um exemplo de AMP muito estudado é o BP100
(KKLFKKILKYL-NHZ2), um peptideo sintético formado de segmentos dos AMPs
naturais melitina e cecropina A, com residuos hidrofébicos e com carga
positiva, que atua formando uma hélice anfipatica e levando a permeabilizagao
de membranas lipidicas. Recentemente, trabalhos do laboratério de sistemas
biomiméticos (IQ-USP) desenvolveram o analogo Naftalimida-BP100 que
mostrou-se mais eficiente contra bactérias Gram-negativas e positivas em
comparacgao ao BP100.

O objetivo do presente projeto consiste em estudar a estrutura
secundaria, por meio de espectroscopia de dicroismo circular, dos peptideos
Naft-BP100 e BP100 em solugdo e interagindo com membranas modelo
miméticas de bactérias Gram-positivas e negativas e eritrécitos, bem como
avaliar sua atividade por meio de experimentos de vazamento e espalhamento
de luz dindmico além de afinidade e toxicidade em experimentos de
fluorescéncia e dicroismo circular. Assim, correlacionando os estudos biofisicos
com a atividade bioldgica dos peptideos.

Os dados indicaram que a adicdo dos residuos de alanina e da
naftalimida no peptideo BP100, formando o Naft-BP100 n&o altera o modo de
acao do AMP e resulta no aumento da afinidade para com as membranas
miméticas, reduzindo a dependéncia de cargas negativas. Embora o
Naft-BP100 tenha maior atividade contra miméticos de eritrécitos, a maior
afinidade por modelos de células bacterianas indica que a modificacédo
proposta possa ser vantajosa para o desenvolvimento de novos candidatos a
medicamentos contra bactérias Gram-positivas e negativas.



1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, com o uso indevido de antibidticos, o surgimento
de cepas resistentes as moléculas mais convencionais, conhecidas por seus
amplos espectros de agao, tem se tornado um problema de saude publica
(Yan, et al, 2013). Dessa forma, visando escapar dos mecanismos de
resisténcia desenvolvidos pelos patdégenos, faz-se cada vez mais necessario o
desenvolvimento de uma nova classe de antibidticos.

Embora a maior parte dos mecanismos de ag¢ao de antibidticos sintéticos
nao seja a interagdo com membranas lipidicas, esta € a estratégia prevalente
encontrada na natureza (Steinbuch e Fridman, 2016, Cauz et al., 2019) e é
apresentada por diversos peptideos antimicrobianos (AMPs). Os AMPs sao
uma classe de compostos que fazem parte do sistema imune inato de
praticamente todos o0s organismos vivos, apresentando atividade
antibacteriana, antifungica/fungicida, antiparasitaria e anticancerigena (Kang et
al., 2017). Assim, o desenvolvimento de medicamentos a partir de moléculas
que apresentem esse modo de agao, se mostra vantajoso principalmente por
agir contra estruturas relativamente conservadas, dificultando o escape por
resisténcia, cujo rompimento levaria a uma rapida agao bactericida (Steinbuch
e Fridman, 2016, Mojsoska et al., 2017).

1. Peptideos antimicrobianos

Conhecidos ha varias décadas, o primeiro AMP foi identificado em 1939
com a extragdo da gramicidina de Bacillus brevis (Dubos, 1939) seguida do
isolamento de cecropinas e magaininas na década de 1980 (Kang et al., 2017).
A maioria deles (~ 90%) possui menos de 50 residuos de aminoacidos (Wang,
2017) mas muitos apresentam biossinteses complexas, procedendo de uma
proteina precursora que € processada para gerar o peptideo maduro ainda
sujeito a outras modificagdes pos-traducionais (Martin et al, 1995; Wang, 2012).
Estas modificagcbes podem ser de varios tipos, como a protecéo “capping” do
lado terminal, substituicdo de L-aminoacidos por D-aminoacidos, formagao de
pontes dissulfeto e tioéter, amidacéao, ciclizagdo e entre outros, conferindo as
atividades desejadas e estabilidade quimica aos AMPs finais (Wang, 2012).

Também devido ao seu amplo espectro, seletividade e baixa toxicidade,



atualmente sao considerados como boas alternativas aos antibidticos

convencionais.

1.1 AMPs e suas caracteristicas

Carga positiva

A maioria dos AMPs sao catidnicos, com carga liquida entre +2 e +6 em
pH neutro, e anfifilicos, podendo adquirir diversas estruturas secundarias, em
especial a a-hélice anfipatica com uma face hidrofébica e uma face hidrofilica
(Wang, 2017). Por sua carga positiva, sdo capazes de interagir e causar
perturbagdo da membrana celular bacteriana, rica em lipidios negativos (Martin
et al, 1995; Hancock, 1997). Tal acao caracteristica faz com que esta classe de
peptideos apresente a vantagem de dificiimente induzir resisténcia por parte
dos micro-organismos, devido a necessidade de modificagédo dos componentes

lipidicos da membrana (Hancock, 1997).

Hidrofobicidade / Anfipaticidade

A efetividade da interagdao dos AMPs com as cadeias acila dos lipidios
que formam a membrana celular também esta relacionada a sua
hidrofobicidade. Aminoacidos como o ftriptofano, tirosina e fenilalanina
contribuem para a afinidade, facilitando a interagdo com a bicamada lipidica
das paredes celulares e membrana plasmatica (Killian & von Heijne, 2000;
Mattila et al., 2008; Haney et al., 2012).

Os AMPs podem adquirir estrutura secundaria de modo a separar
espacialmente uma face hidrofébica contendo os residuos de aminoacidos com
cadeias laterais apolares (hidrofébicas) e uma face hidrofilica contendo os
residuos de aminoacidos polares e/ou carregados positivamente como a
arginina e lisina. Essa propriedade é essencial para interagao desses peptideos
que se ligam ao ambiente de interface hidrofébica/hidrofilica da membrana
fosfolipidica e € observada especialmente em peptideos com estrutura
secundaria a-hélice (Martin et al., 1995; Hancock, 1997).



1.2 AMPs como novos candidatos a antibioticos

No Brasil, a ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos, por exemplo em
patdgenos do género Candida, € maior do que a descrita nos paises europeus
e Estados Unidos, sendo documentada principalmente em pacientes cirurgicos
em todos os hospitais brasileiros (Colombo et al., 2007). Portanto, faz-se
necessario buscar, desenhar, estudar e definir o modo de agao de outros tipos
de antibidticos, diferentes dos convencionais, mais efetivos e menos toxicos,
criando alternativas tanto para uso humano quanto veterinario e agricola.

Estudos mostram que os AMPs podem ser considerados uma boa
alternativa aos compostos convencionais pela sua capacidade de inibir o
crescimento e levar a morte de fungos e bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, algumas multidroga-resistentes (Chileveru et al, 2015). Uma
grande vantagem a ser explorada é a diferenca entre 0 mecanismo de agao
dos AMPs e dos antibidticos atualmente usados, em que os ultimos
frequentemente tém proteinas como alvos, o que facilta a indugdo de
resisténcia por pequena mutagdo nos genes que as codificam. Ja o modo de
acao dos AMPs frente aos micro-organismos patogénicos consiste na
perturbacdo da estrutura da bicamada lipidica da membrana celular, cujos
componentes dificilmente poderiam ser modificados (Steinbuch & Fridman,
2016).

1.3 Modos de acao dos peptideos sobre a membrana celular

Os AMPs atuam na permeabilizacdo e/ou danificagdo da membrana
celular de microrganismos levando a sua morte. Varios modelos explicam esse

mecanismo de agao, sendo os mais classicos (Jenssen et al., 2006):

a) Poro toroidal: os peptideos agregam-se e ligam-se a membrana
celular dobrando a monocamada lipidica de forma continua, fazendo com que
os lipidios adquiram uma curvatura positiva. Em consequéncia, o poro €&
formado tanto pelas moléculas de peptideo quanto pelos lipidios alinhados a
eles (Mihajlovic & Lazaridis, 2010, Ros et al., 2019).

b) "Barrel-stave": os peptideos inserem-se na membrana celular em

conformacgao a-helicoidal de forma alinhada e paralela as caudas hidrofobicas



dos fosfolipidios da bicamada lipidica formando um poro na forma de barril.
Através dele, ha o vazamento de material citoplasmatico, causando a morte
celular (Oren & Shai, 1998).

c) Carpete: os lipideos da membrana celular carregados negativamente
entram em contato com uma concentracdo elevada de AMPs formando
agregados de densidade alta, semelhante a um carpete. Neste caso, os
peptideos interfferem na estrutura da bicamada lipidica solubilizando a
membrana celular do microrganismo em estruturas micelares e causando seu

rompimento (Bechinger & Lohner, 2006).
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Figura 1. Mecanismos de agao de peptideos antibacterianos. Em A, demonstracéo do
mecanismo de translocagdo em que a inser¢édo do peptideo na membrana plasmatica,
seguida da translocagao, interfere na sintese de biomoléculas sem focar
especificamente na permeabilizacdo da membrana lipidica. O mecanismo de formagéao
de poro toroidal é retratado em B, mostrando a alternancia entre peptideos e lipidios,
enquanto em C, o poro formado é composto apenas pelos peptideos, na conformacgao
de barrel-stave. Em D, os agregados de AMPs semelhantes a carpetes solubilizam a

membrana, levando ao rompimento. (Jenssen et al., 2006)



1.4 Peptideo BP100

Na procura e estudo de novos AMPs como promissores antibiéticos,
Bardaji e colaboradores (2006) desenharam undecapeptideos hibridos
misturando a sequéncia de residuos de aminoacidos dos peptideos Cecropina
A e Melitina, que inibiram o crescimento in vitro das bactérias patogénicas de
plantas ornamentais. Dentre todos os propostos, o peptideo amidado de
sequéncia KKLFKKILKYL-NH2, chamado de BP100, mostrou ter maior
atividade antimicrobiana quando comparado aos demais peptideos analogos,
sendo apenas menos efetivo quando comparado a estreptomicina (Badosa et
al., 2007). Estudos posteriores sobre o efeito permeabilizante do BP100 em
modelos de membranas bacterianas e de mamiferos mostraram uma maior
seletividade de BP100 em relagdo aos modelos de membrana anibnica
bacteriana (Ferre et al., 2009).

O BP100 é altamente catiénico em pH fisiolégico, com uma carga liquida
de +6. Essa alta densidade de carga positiva € acompanhada por residuos
hidrofébicos, caracteristicas que permitem a interacdo do peptideo com as
membranas bacterianas, aumentando sua permeabilidade e causando morte
celular. Estudos sobre a acdo do BP100 na estrutura da membrana celular em
bactérias Gram-negativas, com medidas do potencial zeta em Escherichia coli
incubadas com concentragdes crescentes de BP100, permitiram estabelecer
uma correlagdo entre a MIC e a neutralizagdo da carga superficial da
membrana celular de E. coli. Sua agao também foi reforgada em ensaios feitos
usando técnicas de microscopia de forgca atdbmica que permitiram visualizar o
efeito estrutural do AMP no envelope da célula de E. coli (Alves et al., 2010).

Em estudos estruturais in silico de BP100 em modelos de membrana
com fosfatidilcolina (PC), observou-se que o BP100 adota uma conformagao
helicoidal quando confinado na membrana, resultados confirmados mediante
analise de espectros de dicroismo circular (CD) (Torcato et al., 2013; Manzini et
al., 2014; Carretero et al., 2018). A conformagado em hélice resulta em uma
estrutura espacialmente anfipatica, compativel com a interacdo do peptideo
com bicamadas lipidicas carregadas negativamente. Tal carater anfipatico

parece determinar sua orientacdo no ambiente da membrana.
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Resultados obtidos pelo laboratério de sistemas biomiméticos (IQ-USP)
mostram que apods a ligagao eletrostatica inicial, o BP100 se acomoda na
interface inserindo o lado hidrofébico na membrana (Park et al., 2019).

O grupo também mostrou que o mecanismo de agcao do BP100 sobre
membranas modelo € dependente da relagado peptideo/lipidio e do conteudo
POPG na composicdo das membranas (Manzini et al., 2014). Com baixas
propor¢cdes peptideo/lipidio, uma quantidade menor do peptideo se liga a
membrana e os mecanismos sugeridos pelos resultados sao os de formagao
de poros ou de afinamento da membrana, que resultam na permeabilizacao
gradual das vesiculas. Com alta propor¢ao peptideo/lipidio, os resultados
indicam uma permeabilizagdo abrupta dos lipossomos, indicando um
mecanismo de acao do tipo detergente (Manzini et al., 2014). Também foi visto
que a forga ibnica da solugao também interfere com a interagao eletrostatica do

BP100 com os modelos de membrana.

1.5 Naftalimida e seus derivados ligados ao BP100

A naftalimida (1H-benzo[de]isoquinolina-1,3-(2H)-diona) e seus
derivados formam uma classe de moléculas capazes de se ligar ao DNA e
exercer atividade antitumoral contra uma variedade de linhagens celulares
(Brana & Ramos, 2001, Ingrassia et al., 2009). Os mecanismos de agao
consistem na ligagdo ao DNA dupla fita gerando quebra de uma ou ambas as
fitas, ou ainda por ligagdo DNA-proteina em uma reagdo mediada pela
topoisomerase Il (Brafia & Ramos, 2001, Andersson et al., 1987). Mais
recentemente, avangos na sintese de analogos permitiram explorar derivados
como mono-naftalimidas, di-naftalimidas e naftalimidas conjugadas com outros
compostos heterociclicos, que acabaram por exibir diferentes graus dessa
atividade dependendo das modificagbes atribuidas (Brafa & Ramos, 2001, Lv
et al., 2009).

O grupo do laboratério de sistemas biomiméticos (IQ-USP) reportou na
literatura as propriedades biofisicas e biolégicas de um analogo de BP100
ligado pela extremidade N-terminal a naftalimida chamado Naft-BP100. Tal
peptideo mostrou-se mais eficiente em comparagao ao BP100 contra bactérias

Gram-positivas e negativas, além de ter se verificado a interagao peptideo-DNA
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(Carretero et al., 2021). Em vista dos promissores resultados, propde-se neste

projeto a expanséo das investigagdes de propriedades do Naft-BP100.

1.6 Modelos de membranas biolégicas

As membranas biolégicas sdo uma mistura de diversos lipidios que
contribuem na estabilidade, fluidez e carga das membranas (Goldfine, 1984).
De maneira semelhante, os modelos miméticos sao sistemas simplificados
também compostos por diferentes lipidios amplamente utilizados para o estudo
de interagdes com AMPs (Hollmann et al., 2018). Sua constituicdo simplificada,
permite trazer as caracteristicas mais importantes da membrana celular,
evitando a complexidade da propria célula que poderiam interferir nos
resultados. Assim, € possivel ter um maior controle do ambiente experimental
junto com a facilidade de modelagem das vesiculas, permitindo a mimetizagao
de diferentes tipos de membrana (Hollmann et al., 2018).

As bactérias Gram-negativas sao compostas por uma membrana
externa constituida por uma bicamada assimétrica, cuja camada externa é rica
em lipopolissacarideo e a interna em fosfolipidios, e uma membrana
citoplasmatica interna (Goldfine, 1984). Ja as Gram-positivas possuem uma
membrana citoplasmatica uUnica com uma espessa camada de acido
lipoteicoico que, juntamente com peptideoglicano, forma a parede celular.
(Epand e Epand, 2010). Quanto a composicdo das membranas
citoplasmaticas, Muitas membranas bacterianas tém o fosfatidiletanolamina
(PE) como o fosfolipidio mais prevalente e os lipidios negativos, como o
fosfatidilglicerol (PG) e a cardiolipina (CL), mas as Gram-positivas e negativas
diferem, como pode-se observar nos exemplos da Tabela 1. De maneira geral,
as Gram-negativas possuem o PE em maior quantidade, enquanto as

Gram-postivas contém mais PG (Epand e Epand, 2010).

Espécies CL (%) PG (%) PE (%)

Bactérias Gram-negativas (com PE)

Escherichia coli 5 15 80

Enterobacter cloacae 3 21 74
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Yersinia kristensenii 20 20 60
Proteus mirabilis 5 10 80
Klebisiella pneumoniae 6 5 82
Pseudomonas aeruginosa 11 21 60

Bactérias Gram-positivas (sem PE)

Staphylococcus aureus 42 58 0

Streptococcus pneumoniae 50 50 0

Bactérias Gram-positivas (com PE)

Bacillus cereus 17 40 43

Bacillus polymyxa 8 3 60

Tabela 1. Composicao lipidica de membranas de bactérias Gram-positivas e
negativas. Adaptado de Epand & Epand (2010).

A variacdo na composicdo da membrana citoplasmatica das Gram-positivas e
negativas permite a criagcdo de modelos miméticos de composigéo variada e
correspondente que permitem estudos de ligacdo e afinidade e, assim, a

comparagao entre os provaveis comportamentos dos organismos reais.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto é estudar os efeitos do BP100 e seu derivado
contendo naftalimida em sistemas de membranas modelo e correlacionar os

estudos biofisicos com a atividade biolégica dos peptideos.
1.1 Objetivos especificos:

- Medir a afinidade dos peptideos BP100 e Naft-BP100 com membranas

modelo (bicamadas) de composigao lipidica variavel por fluorescéncia;

- Estudar a atividade biologica dos peptideos em relagédo a modelos miméticos
de eritrécitos humanos para avaliagdo da toxicidade e seletividade por

fluorescéncia e espalhamento de luz dindmico;
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- Verificar o efeito dos peptideos na permeabilizacdo de LUVs por experimentos

de vazamento usando carboxifluoresceina como sonda fluorescente;

- Determinar a estrutura secundaria dos peptideos em solugdo por
espectroscopia de CD e investigar as mudangas conformacionais ocorridas

apods a interagdo com as membranas modelo;

- Estudar a atividade permeabilizante do BP100 e Naft-BP100 em vesiculas
unilamelares grandes (LUV) de composigéo lipidica variavel e correlacionar os

dados obtidos com os estudos de ligagéo.

- Correlacionar as observagdes gerais da interagdo entre peptideo e

membranas modelo com dados de atividade bioldgica.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Peptideos

Os peptideos BP100 e Naft-BP100 utilizados no projeto estéo listados abaixo e
foram obtidos em colaboracdo com o Dr. Marcelo Porto Bemquerer da
EMBRAPA de Brasilia.

A: BP100 (KKLFKKILKYL-NH,) B: Naft-BP100 (Naft-AAKKLFKKILKYL-NH,)
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3.1.2 Lipidios
Os lipidios utilizados na formagao de membranas foram:
POPG: 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-glicerol);

o Q OH
/\/\/\/\/\/\/\)\O/Y\O_r._o\/]\/cm
/\/\/\‘/\:N\/\/Yﬁ Ho O
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De acordo com o pesquisado na literatura (Epand & Epand, 2010, Virtanen et
al., 1998), as seguintes composi¢des lipidicas foram definidas como as

representantes dos trés modelos miméticos de membranas bioldgicas:
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Gram-positiva: POPG:TOCL (58:42)
Gram-negativa: POPE:POPG:TOCL (75:15:10)

Eritrécitos humanos: POPC:POPE:SM:Chol (25:20:25:30)

3.2 Métodos
3.2.1 Predigao de estrutura secundaria e modelagem molecular

A conformacdo dos peptideos foi estudada utilizando o software
PEPFOLD, disponivel online em:
https://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cqgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD. A

partir da sequéncia de aminoacidos de BP100 e do segmento AA-BP100 o
software gerou uma representacado grafica do perfil de previsao da estrutura
secundaria local ao longo da cadeia. Para cada peptideo, também foram
obtidos modelos estruturais tridimensionais que tiveram suas caracteristicas
investigadas, entre outras formas, pela sobreposi¢cao e analise da consisténcia
estrutural do conjunto de modelos.

Os modelos obtidos pelo PEPFOLD foram sobrepostos utilizando o
software UCSF Chimera e a visualizagdo dos modelos e geracdo das

representacdes graficas foram realizadas utilizando o software PyMOL.

3.2.2 Preparacao das vesiculas lipidicas

As solugdes estoque dos lipidios listados em 3.2 foram preparadas em
cloroférmio e tiveram suas concentragdes frequentemente aferidas pelo método
de quantificacao descrito em Rouser et al., 1970.

Seguindo o método de preparagao descrito em Farkuh et al., 2019,
aliquotas de volume determinado foram misturadas em tubos de ensaio e
secas em fluxo de nitrogénio para obtengao de filme lipidicos com a quantidade
e propor¢des desejadas dos lipidios para formagao de vesiculas mimetizando a
composicao lipidica natural de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e de
eritrécitos humanos. Os filmes secos foram colocados em um dessecador sob

vacuo durante duas horas para remogao de tragos do solvente organico.


https://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD
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Os filmes secos foram ressuspendidos em tampéao Tris-HCI, 10 mM, pH
7,4 para obtencdo de vesiculas multilamelares (MLV). Estas foram
posteriormente extrusadas em um extrusor contendo membrana de
policarbonato com tamanho de poro de 100 nm de didmetro (Nuclepore,
Maidstone, Reino Unido) em um total de 11 passagens. Com isso, foi possivel
obter vesiculas unilamelares grandes (LUV) com didmetro uniforme em torno
de 100 nm.

Para o experimento de vazamento de carboxifluoresceina (CF, 3.2.8), os
filmes lipidicos foram ressuspensos em tampéao Tris-HCI, 10 mM, pH 7,4
contendo 50 mM de CF. A suspenséao das LUVs contendo CF foi passada por
uma coluna de 10 cm (10 mL) de Sephadex G-25 para separar as vesiculas
com a CF encapsulada da CF livre na solugdo aquosa. As vesiculas foram
eluidas pela coluna utilizando-se tampao Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, NaCl 300

mM como eluente, para equilibrar forga ibnica dentro e fora das vesiculas.

3.2.3 Solugoes estoques dos peptideos

As solugdes estoques dos peptideos BP100 e Naft-BP100 foram
preparadas por meio da pesagem do peptideo em po6 e dissolugdo em agua
MilliQ. Pesou-se entre 1,4 e 1,8 mg de cada peptideo que foram dissolvidas em
1,0 mL de agua MilliQ para uma concentracdo final de aproximadamente 1,0
mM.

As solugbes estoques foram quantificadas por espectrofotometria de
absorcdo de luz no ultravioleta em um espectrofotdmetro Nanodrop N-1000
(Fisher Scientific). Para BP100, considerou-se como croméforo o residuo de
tirosina, com maximo de absorgcdo em 275 nm e absortividade molar de 1400
M7'.cm™; no peptideo Naft-BP100 o cromdforo considerado foi o grupo
naftalimida com maximo de absorcdo em 342 nm e absortividade molar de
12900 M'.cm™.

3.2.4 Fluorescéncia
A interagdo dos peptideos com as membranas modelo foi estudada por
meio da emissao de fluorescéncia da tirosina e da naftalimida dos peptideos.

As amostras com BP100 foram excitadas em 275 nm e tiveram os espectros de
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emissao de fluorescéncia registrados entre 280 e 450 nm, utilizando-se slits de
excitacdo e de emissao de 5,0 e 2,5 nm, respectivamente. As amostras do
peptideo Naft-BP100 foram excitadas em 342 nm e tiveram os espectros de
emissao de fluorescéncia registrados entre 350 e 550 nm, utilizando-se slits de
excitacao e de emissao de 5,0 e 2,5 nm, respectivamente.

Os peptideos em solugdo tampao foram colocados em cubetas de
quartzo de 1,0 cm de caminho Optico em uma concentragdo de 20 uM e o
espectro de emissdo dos peptideos em solugao foi registrado. Em seguida,
foram realizadas adi¢cdes sequenciais de volumes determinados da suspensao
lipidica na forma de LUV e concentracdo total de lipidios de 20 mM. Os
espectros de emissdo dos respectivos fluoréforos foram registrados a cada

adicao.

3.2.5 Analise da afinidade entre peptideo e bicamada.

A afinidade dos peptideos com cada composicao lipidica estudada foi
investigada assumindo um modelo de dois estados do peptideo (livre em
solucado e ligado as LUV). A variacdo do maximo de emissao de fluorescéncia
de cada um dos peptideos foi normalizada entre 0 (para o peptideo em
solucdo) e 1 (para as formas completamente ligada do peptideo), de modo a
refletir a fracdo de peptideo ligada as LUV em cada ponto da adigdo das LUV

na amostra com os peptideos. Para tanto, utilizou-se a seguinte equacéo:

Fracao ligada = (I. = ly) / (Iuax — o)

em que ly, |, e lyax s@o as intensidades de emissao de fluorescéncia de tirosina
em 305 nm, ou da naftalimida em 400 nm, em solugédo tampé&o (l,), em
determinada concentragcédo de lipidio (I.) e na concentragdo de saturagédo da
ligacao (lyax) NO experimento, respectivamente.

A fluorescéncia normalizada para cada ponto de adicao das LUV foi
investigada em fungéo da relagao lipidio/peptideo de cada amostra; por meio
do ajuste de uma equacao de Hill, a relagao lipidio/peptideo em que 50% do
peptideo encontra-se ligado as LUV (L/Ps,) foi calculada para estimativa e
comparagao da afinidade de cada um dos peptideos aos diferentes modelos de

membrana.
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Fracao Ligada = Py/P; = [L/P]" / (L/P50" + [L/P]")

em que: Pz e Py sdo as quantidades de peptideo ligada e total, [L/P] é razéo
lipidio/peptideo, variavel independente (eixo x), e n é o coeficiente de

cooperatividade.

3.2.6 Dicroismo Circular

Espectros de dicroismo circular (CD) dos peptideos em solugéo e na
presenca de LUV da composicado lipidica variavel foram obtidos em um
espectropolarimetro Jasco-J720 (Jasco, Japao). Os espectros de CD no
UV-distante foram coletados entre 190 e 260 nm, a uma velocidade de 50
nm/min, tempo de resposta de 4 segundos e abertura de slit 2,0 nm. As
amostras foram colocadas em celas circulares de quartzo 1,00 mm de caminho
Optico e, para cada amostra, foram realizadas seis acumulagdes, de modo a
otimizar a relagao sinal/ruido.

A concentragdo de peptideo em cada amostra foi de 20 yM; foram
coletados espectros dos peptideos em solugdo e, em seguida, na presenca de
uma concentracdo fixa de lipidios determinada pela composicéo e afinidade
dos peptideos pelos diferentes modelos de membrana biolégica. Também
foram obtidos espectros de CD das suspensdes lipidicas em tampdo para
subtracdo dos respectivos espectros dos peptideos.

As intensidades de elipticidade (8, mdeg) foram normalizadas para
elipticidade molar ([6], deg.cm?.dmol™") para eliminar a dependéncia espectral
do comprimento Optico, concentracao de peptideos e numero de residuos.

[6]=06/(10 x C x| x N)

onde C é a concentragao de peptideo em mol/L, N € o numero de residuos e | €
o comprimento optico da célula em cm.

Os espectros de CD foram deconvoluidos utilizando-se o software
BeStSel (Beta Structure Selection) disponivel on-line em

https://bestsel.elte.hu/index.php.

3.2.7 Espalhamento de luz dindmico
O raio hidrodinamico (Dh), potencial zeta (¢) e mobilidade eletroforética

(M) de LUV mimetizando as membranas biolégicas desejadas foram medidos a


https://bestsel.elte.hu/index.php
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25 °C usando um aparelho Zetasizer Nano equipado com um laser de 633 nm
da Malvern (Worcestershire, Reino Unido). O potencial Zeta () foi calculado a
partir da mobilidade eletroforética (u) usando a equacdo de Henry com
aproximacao de Smoluchovski:

M=2. & Z f(ka)3n

C=n.pé€
onde € é a constante dielétrica da agua, f(ka) € a funcdo de Henry e n é a
viscosidade média. A concentragao de lipidios nas amostras foi fixada em 100
MM, e a concentracdo de peptideos variou de 0 a 32 uM. As amostras foram
preparadas em tampéao Tris-HF 10 mM, pH 7,4.
A variagdo das propriedades das LUV medidas por DLS foram
investigadas em funcdo da concentracdo de peptideo e da relacdo entre

peptideo e lipidio nas amostras.

3.2.8 Ensaio de permeabilizagao de membrana modelo
De acordo com Carretero et al., 2018, em uma placa preta de 96 pocos,
diluicbes seriadas dos peptideos foram realizadas de modo a variar as
concentracdes dos peptideos entre 0,0125 a 32 yM em tampéao Tris-HCI 20
mM, pH 7,4, contendo NaCl 300 mM para um volume final de 75 uL em cada
poco. Em seguida, 75 pL da suspensdo de LUV contendo CF foram
adicionados a cada pog¢o para uma concentragao final de 20 uM de lipidio. A
emissao de fluorescéncia de CF foi monitorada a 520 nm, excitando a amostra
a 490 nm em um Leitor de Microplacas Bio-Tek Synergy HT (Bio- Tek,
Winooski, VT). Uma solugdo de polidocanol 10% (1,5 uL) foi adicionada aos
pocos, no tempo desejado, para obter 100% de lise e foi utilizada como
controle positivo; tampao foi usado como controle negativo. A porcentagem
total de vazamento de CF apés 60 minutos foi calculada usando equacgéo:
% Vazamento = 100* (Fp-F)/(Fyax-Fo)

onde Fp é a intensidade de emissao de fluorescéncia da amostra com peptideo
ap6s 60 min; Fy, e F, sdo as intensidades de emissao de fluorescéncia de
controles positivos e negativos, respectivamente.

A porcentagem de vazamento foi analisada em fungdo da concentragdo de

peptideo [P] e possibilitou o ajuste de uma equagao de Hill aos dados
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experimentais, calculo da concentracao de peptideos necessaria para lisar 50%
das LUV (C50), e estimativa da cooperatividade do processo (n).
% Vazamento = [P]"/ (C50" + [P]")

4. RESULTADOS
4.1 Predigcao de estrutura secundaria e modelagem molecular

Para predicdao da estrutura secundaria dos peptideos estudados, foi
utilizado o software PEPFOLD que, a partir da sequéncia primaria dos
peptideos, realiza até duzentas simulagbes para obter os cinco melhores
modelos estruturais. Nos resultados apresentados a seguir, a coloragao
vermelha representa a conformacgado helicoidal, enquanto o azul representa
estrutura randémica e o verde, estendida. A partir da sobreposicdo dos
modelos fornecidos pelo PEPFOLD, representagcbes graficas foram geradas

pelo software PyMOL.

Os residuos do peptideo BP100 apresentaram-se predominantemente
em estrutura helicoidal, com baixa chance do mesmo estar em conformacao
randémica e praticamente nenhuma em estrutura estendida (Figura 2). Assim,
com a utilizacdo do UCSF Chimera e PyMOL, foi possivel observar a estrutura
em hélice. Principalmente no item B, nota-se a estrutura anfipatica

caracteristica (Figura 3).

0.8

0.8
1

0.4
1

Figura 2. Perfil de previsao de estrutura secundaria do peptideo BP100. Fornecido
pelo software PEPFOLD.
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Figura 3. Estrutura tridimensional do peptideo BP100. Apresentada nas projegdes (A)
helicoidal e (B) vista lateral no sentido N terminal para C terminal. Fornecida pelo
software PyMOL.

Assim como o BP100, a sequéncia peptidica de Naft-BP100 (AA-BP100)
apresentou-se de forma predominantemente helicoidal. Também com
probabilidade reduzidas de conformacado randémica e ainda menor estendidas
(Figura 4). A estrutura tridimensional fornecida pelo PyMOL evidencia a

anfipaticidade da estrutura helicoidal prevista (Figura 5).

As-BP100D

A A KK L F K K I L

AA K K L F K K I L

Figura 4. Perfil de previsdo de estrutura secundaria da sequéncia AA-BP100 do
peptideo Naft-BP100. Fornecido pelo software PEPFOLD.
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Figura 5. Estrutura tridimensional da sequéncia AA-BP100 do peptideo Naft-BP100.
Apresentada nas projegdes (A) helicoidal e (B) vista lateral no sentido N terminal para
C terminal. Fornecida pelo software PyMOL.

4.2 Fluorescéncia

A fluorescéncia dos residuos de tirosina e naftalimida dos peptideos
BP100 e Naft-BP100, respectivamente, foram o ponto de partida para o estudo
das afinidades dos mesmos com as membranas modelo.

O espectro da tirosina do BP100, excitada em 275 nm, apresenta uma
banda com maximo de emissao em 305 nm (Figuras 6, 8 e 10). A adicao das
LUV contendo lipidios com carga negativa, mimetizando a membrana
bacteriana de espécies Gram-positivas ou Gram-negativas, deflagrou um
aumento da intensidade de emissao do fluoréforo sem alterar o comprimento
de onda de maxima emisséao (Figuras 6 e 8).

O espectro do grupo naftalimida de Naft-BP100, excitado em 342 nm,
apresenta dois picos de emissdo em 385 e 400 nm. (Figuras 12, 14 e 16). A
adicdo das LUV contendo lipidios com carga negativa, mimetizando a
membrana bacteriana de espécies Gram-positivas ou Gram-negativas, e de
membranas miméticas da composicao lipidica de eritrocitos, resultou em uma
diminuicdo da intensidade de emissao do fluor6foro e um deslocamento do
maximo de emissao de aproximadamente 10 nm para comprimentos de onda
menores (Figuras 12, 14 e 16).

Mediante os dados obtidos dos espectros e relacionando a intensidade
de emissao com a concentracado lipidica, foi possivel obter curvas de ligagcao
baseadas na proporcao lipidio/peptideo. Com a normalizacdo da intensidade

de fluorescéncia para representacao da fragao ligada, foi possivel comparar as
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afinidades dos peptideos BP100 e Naft-BP100 mesmo com as diferengas de
comportamento dos espectros, sendo que para o primeiro peptideo, a emissao
de fluorescéncia aumenta com a adigdo das vesiculas e para o segundo
diminui. Assim, foi considerado que os peptideos poderiam estar em duas
condigdes: ligados as LUV ou livres em solugdo, sendo que, para tirosina, na
intensidade maxima, e para naftalimida na intensidade minima, considerou-se
100% dos peptideos estando ligados as vesiculas.

A partir das curvas de ligacao, calculou-se a relagao lipidio/peptideo em
50% dos peptideos encontram-se ligados as LUV, e analisou-se o inverso
dessa relagao, portanto P/L50, para de forma direta comparar os valores e
relaciona-los com a afinidade peptideo-membrana.

O espectro obtido da interacdo do BP100 com adigdes de membranas
miméticas de bactérias Gram-positivas mostrou o aumento da emissédo da
tirosina com o aumento da concentracéao lipidica. A emissdao maxima foi obtida
a partir de 0,075 mM, sendo que as posteriores adi¢gdes de lipidios nao levaram
a mudancas no espectro, indicando que os peptideos estavam completamente
ligados aos lipidios (Figura 6). A curva de ligagao indica a saturagdo da ligagao

em uma relagdo de 5 lipidios por peptideo aproximadamente (Figura 7).
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Figura 6. Espectro de emissao de fluorescéncia dos residuos de tirosina do peptideo
BP100 em solugéo na presenga de diferentes concentragdes de LUVs miméticas de
membranas Gram-positivas.
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Figura 7. Grafico de ligagdo do peptideo BP100 a LUVs miméticas de membranas
Gram-positivas em relagao a proporcao lipidio/peptideo.

Ja em relagdo aos miméticos de Gram-negativas, a emissdo maxima da
tirosina foi obtida em uma concentracéo lipidica de 0,5 mM (Figura 8). O gréfico
de fracdo ligada indica que a saturagdo da interacdo ocorre numa relagao
lipidio/peptideo ao redor de 20, indicando uma menor afinidade do BP100 com

tais mimeéticos. (Figura 9).
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Figura 8. Espectro de emissao de fluorescéncia dos residuos de tirosina do peptideo
BP100 em solugao na presenca de diferentes concentracbes de LUVs miméticas de
membranas Gram-negativas.
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Figura 9. Grafico de ligacdo do peptideo BP100 a LUVs miméticas de membranas
Gram-negativas em relagao a proporgao lipidio/peptideo.

Diferentemente dos miméticos de bactérias, espera-se que os AMPs
apresentem pouca afinidade com os miméticos de eritrocitos, visando baixa
toxicidade. A adicdo de LUV mimetizando eritrocitos na solugdao de BP100
causou uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da tirosina sugerindo
que o peptideo ndo interage com as vesiculas e que a diminuigdo da emissao
ocorra devido ao espalhamento da luz emitida conforme a concentracao lipidica
€ aumentada (Figura 10).

Assim, os resultados obtidos pelo grafico de ligagdo indicam um

aumento do espalhamento e de forma geral nenhuma interagéo (Figura 11).
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Figura 10. Espectro de emisséo de fluorescéncia dos residuos de tirosina do peptideo
BP100 em solucdo na presenga de diferentes concentra¢cdes de LUVs miméticas de
membranas de eritrécitos.
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Figura 11. Grafico de ligagdo do peptideo BP100 a LUVs miméticas de membranas de
eritrocitos em relacao a proporgao lipidio/peptideo.

O espectro de emissao da naftalimida apresentou picos em 385 e 400
nm. Como citado anteriormente, a naftalimida do Naft-BP100 mostra um
comportamento oposto ao da tirosina do BP100. Enquanto a ultima aumenta a
emissdo quando em contato com as vesiculas, as maiores emissdes da
naftalimida sdo apresentadas quando o peptideo encontra-se livre em solucio.
Esse comportamento decorre da transferéncia da 1,8-naftalimida nao
substituida para um ambiente mais hidrofébico. Assim, ja apds a primeira
adicdo, a intensidade de emissido foi consideravelmente reduzida e assim
progressivamente até ndo mais mudar, indicando a saturagdo (Figuras 12 e
14).

Observando o grafico de ligagcdo feito com base no espectro de
fluorescéncia da naftalimida com adicbes de vesiculas miméticas de bactérias
Gram positivas (Figura 12), é possivel observar que a saturacao foi atingida em
uma relagao lipidio/peptideo de 2, enquanto a totalidade de ligagao foi obtida

com uma proporc¢ao de 4 (Figura 13), indicando alta afinidade.
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Figura 12. Espectro de emissao de fluorescéncia dos residuos de naftalimida do
peptideo Naft-BP100 em solucido na presenca de diferentes concentracdes de LUVs
miméticas de membranas de Gram-positivas.
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Figura 13. Grafico de ligacao do peptideo Naft-BP100 a LUVs miméticas de
membranas de Gram-positivas em relacéo a propor¢ao lipidio/peptideo.

Ja em relagdo as adigbes de vesiculas miméticas de Gram-negativas,

tendo como base os dados do espectro (Figura 14), o grafico mostrou um L/Ps,

em torno de 10 e os peptideos estavam completamente ligados em uma

proporgao de 15 (Figura 15).
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Figura 14. Espectro de emissdo de fluorescéncia dos residuos de naftalimida do
peptideo Naft-BP100 em solugao na presenga de diferentes concentragdes de LUVs
miméticas de membranas de Gram-negativas.
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Figura 15. Grafico de ligacao do peptideo Naft-BP100 a LUVs miméticas de
membranas de Gram-negativas em relagao a proporcao lipidio/peptideo.

Em relacdo aos miméticos de eritrocitos, a emissdo de fluorescéncia
reduziu-se de maneira muito gradual (Figura 16). Assim, a L/Ps, foi atingida em
proporgdes de cerca de 80 (Figura 17).
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Figura 16. Espectro de emissdo de fluorescéncia dos residuos de naftalimida do
peptideo Naft-BP100 em solugdo na presenca de diferentes concentragcdes de LUVs
miméticas de membranas de eritrocitos.
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Figura 17. Grafico de ligacdo do peptideo Naft-BP100 a LUVs miméticas de
membranas de eritrécitos em relagao a proporgao lipidio/peptideo.

Os dados de P/Ls, estdo apresentados na Tabela 2, e como comentado
caso a caso, indicam em geral maior afinidade de Naft-BP100 as LUV quando
comparado ao BP100. Os peptideos ligaram-se com maior afinidade pelo
modelo Gram-positivo, seguido pelo modelo Gram-negativo, e com menor
afinidade as LUV mimetizando eritrécitos. No caso dos eritrocitos, o
Naft-BP100 ligou-se com baixa afinidade enquanto BP100 n&o interagiu com as
LUV.
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Racionalizando as interagdes em fungdo da carga superficial das
vesiculas, é clara a relagao direta entre a afinidade peptideo-membrana e o

conteudo de POPG e/ou TOCL, lipidios com carga negativa.

Eritrocitos

Gram-positiva

Gram-negativa

BP100

0,56

0,11

Sem interacao

Naft-BP100

0,73

0,17

0,03

Tabela 2. Tabela comparativa entre as relagdes P/Ls, calculadas a partir das curvas de
ligacdo dos peptideos BP100 e Naft-BP100 e as respectivas LUVs miméticas de
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e eritrécitos

4.3 Dicroismo Circular (CD)

Foram obtidos os espectros de CD de ambos os peptideos estudados
para avaliar a estrutura secundaria em solugéo, confrontando com o previsto
pelos software PEPFOLD, e também quando ligados as vesiculas de interesse,
tendo como base os dados obtidos em fluorescéncia.

O BP100, como esperado, apresentou espectro de CD com uma banda
negativa ao redor de 198 nm, correspondendo a uma estrutura randémica
quando em solugdo. Um espectro similar ocorreu na presenga de miméticos de
eritrécitos, sugerindo neste caso uma ndo-interagdo e corroborando as
observacgdes dos experimentos de fluorescéncia (Figura 18).

Na presenga dos miméticos de Gram-positivas e Gram-negativas, o
espectro de CD de BP100 apresenta bandas negativas ao redor de 222 e 208
nm, e uma banda positiva ao redor de 195 nm, caracteristicas de conformacao
helicoidal, em conformidade com os modos de agao previstos para os AMPs

em membranas, evidenciando sua caracteristica anfipatica (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de CD do peptideo BP100 em solugédo na presenga de miméticos
de bactérias Gram-positivas (vermelho), Gram-negativa (verde) e eritrécitos (azul) e
em solucéo (preto).

O espectro de CD de Naft-BP100 quando em solugao apresenta um pico
negativo em 198 nm e uma banda negativa de baixa intensidade centrada em
torno de 230 nm, indicando que o peptideo estava essencialmente em uma
estrutura randémica com um baixo grau de estrutura secundaria, possivelmente
por conta da presenca da naftalimida. Entretanto, quando na presenca de
miméticos de eritrocitos, também apresentou uma tendéncia helicoidal,
mediante a grande quantidade de lipidio adicionada. Sua caracteristica
anfipatica também foi destacada quando em ligagcdo com os miméticos de
Gram-positiva e Gram-negativa, apresentando um espectro compativel a
estrutura helicoidal com pico positivo em 195 nm e duas bandas negativas em
208 e 222 nm, caracteristicas de uma estrutura secundaria em a-hélice (Figura
19).

Os dados obtidos concordam com resultados anteriores de SS-NMR
com BP100 que mostraram que 0 mesmo, assim como seus analogos, adotam
uma estrutura secundaria helicoidal, independentemente da carga liquida da
superficie da membrana (MISIEWICZ et. al., 2015).
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Figura 19. Espectro de CD do peptideo Naft-BP100 em solugédo na presenga de
miméticos de bactérias Gram-positivas (vermelho), Gram-negativa (verde) e eritrocitos
(azul) e em solugao (preto).

Os espectros de CD foram deconvoluidos utilizando o software BestSel
para analise quantitativa do conteudo estrutural nas diferentes condig¢des (livre
em solucdo e ligado a membrana) (Tabela 3). Para representar a forma ligada
as membranas, foram selecionados os espectros obtidos nas amostras com

LUV mimetizando bactérias Gram-positivas.

a-hélice Folha-B Randbmica
BP100 Solucédo 6% 0% 94%
Membrana 70% 8% 22%
Gram-positiva
Naft-BP100 | Solucéo 18% 0% 82%
Membrana 75% 13% 12%
Gram-positiva

Tabela 3. Porcentagem de estrutura secundaria de BP100 e Naft-BP100 em solugéo e
ligados em membranas mimetizando a composicédo lipidica natural de bactérias
Gram-positivas.



33

Pelos valores tabelados, fica claro que ambos peptideos sofrem uma transicao
de conformagdo randdémica para helicoidal ao interagir com as LUVs. Em
ambos os casos, as formas ligadas dos peptideos apresentam conteudo
helicoidal maior ou igual a 70%, Também evidencia-se certa pré-estruturagcao
de Naft-BP100 que apresenta 18% de sua sequéncia na conformacao

helicoidal quando ainda em solugao.

4.4 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Os ensaios com DLS foram utilizados para avaliar o efeito dos peptideos
no tamanho dos lipossomos e carga superficial ao avaliar o raio hidrodinadmico
médio (média calculada pela intensidade de espalhamento, de Souza et al.,
2021), distribuicdo de tamanhos (Pdl) e o potencial zeta. As formas nas quais
os peptideos alteram tais propriedades dos lipossomos podem ser relacionadas
aos mecanismos de agao adotados.

Vesiculas mimetizando as membranas de bactérias Gram-positivas
apresentam potencial Zeta de aproximadamente - 38 mV, e tamanho médio de
127 nm quando extrusadas (Figuras 20 e 21).

A adicao de BP100 ou Naft-BP100 as LUV nao altera em grande
extensao as propriedades medidas. A baixa variagdo do Pdl reforca a

manutencgao das propriedades dos lipossomos (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. (A) Didametro hidrodinamico médio e Pdl de LUV de Gram-positiva em
solugdo e na presenga de diferentes concentracbes de BP100. (B) Diametro
hidrodindmico médio e Potencial Zeta de LUV de Gram-positiva em solucdo e na
presenca de diferentes concentracoées de BP100. [Lipidio] = 100 uM.
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Figura 21. (A) Didmetro hidrodindmico médio e Pdl de LUV de Gram-positiva em
solugdo e na presenca de diferentes concentracbes de Naft-BP100. (B) Didametro
hidrodindmico médio e Potencial Zeta de LUV de Gram-positiva em solugcédo e na
presenca de diferentes concentragcdes de Naft-BP100. [Lipidio] = 100 uM.

As LUV mimetizando bactérias Gram-negativas também apresentam
potencial Zeta negativo, no caso, na faixa de -40 mV. O tamanho médio das
LUV é de 137 nm e indice de polidispersidade baixo, de aproximadamente
0,120. A adicdo dos peptideos, acima de 6 pM, causou um aumento no
potencial Zeta para valores proximos de zero. Nessa faixa, a repulsdo entre as
LUV diminui e os lipossomos agregam, fenébmeno evidenciado pelo aumento de
tamanho e do Pdl.

Enquanto BP100, aparentemente nao liga as LUV com potencial Zeta
proximo de zero, a adicdo de Naft-BP100 nas LUV nessa condigdo causam a

inversao do potencial para valores positivos (Figuras 22 e 23).
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Figura 22. (A) Didmetro hidrodindmico médio e Pdl de LUV de Gram-negativa em
solugdo e na presenca de diferentes concentracbes de BP100. (B) Diametro
hidrodindmico médio e Potencial Zeta de LUV de Gram-negativa em solugdo e na
presenca de diferentes concentracées de BP100. [Lipidio] = 100 yM.
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Figura 23. (A) Didmetro hidrodindmico médio e Pdl de LUV de Gram-negativa em
solugdo e na presenga de diferentes concentragbes de Naft-BP100. (B) Didmetro
hidrodindmico médio e Potencial Zeta de LUV de Gram-negativa em solugdo e na
presenca de diferentes concentracdes de Naft-BP100. [Lipidio] = 100 pM.

apresentam potencial

LUV mimetizando eritrécitos,

Zeta proximo de

devido a sua composigao

lipidica,

-10 mV. Quando extrusadas,

apresentam tamanho médio de 141 nm e Pdl de 0,088. A adicdo de BP100,

acima de 10 pM, causa um aumento do potencial Zeta para valores mais

proximos de zero, seguido de agregagao das LUV. A alta concentragdo de

BP100 necessaria para alterar as LUV indica, e confirma, a baixa interagcao

peptideo-membrana (Figura 24). Naft-BP100, em concentragées de 1 uM, foi

capaz de ligar-se as LUV, neutralizar a superficie da bicamada, gerando um

aumento de tamanho. Naft-BP100 ligou-se, invertendo o potencial Zeta para

valores positivos, desagregando as LUV (Figura 25).
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Figura 24. (A) Didametro hidrodindmico médio e Pdl de LUV de Eritrécitos em solugéo
e na presenca de diferentes concentracbes de BP100. (B) Didametro hidrodinamico
médio e Potencial Zeta de LUV de Eritrocitos em solugéo e na presencga de diferentes

concentracdes de BP100. [Lipidio] = 100 pM.
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Figura 25. (A) Didmetro hidrodindmico médio e Pdl de LUV de Eritrécitos em solugéo
e na presenga de diferentes concentragdes de Naft-BP100. (B) Diametro
hidrodindmico médio e Potencial Zeta de LUV de Eritrocitos em solugéo e na presenca
de diferentes concentracdes de Naft-BP100. [Lipidio] = 100 yM.

4.5 Ensaio de permeabilizagio de membrana modelo com
carboxifluoresceina

Utilizando a carboxifluoresceina como sonda, estudamos a
permeabilizacdo das LUV contendo este fluoréforo encapsulado. Em alta
concentracdo dentro dos lipossomos, a CF auto-suprime sua fluorescéncia. A
permeabilizacado dos lipossomos pelos peptideos causa o vazamento da sonda,
sua diluicdo no meio aquoso e aumento da intensidade de emissdao de
fluorescéncia.

Ambos os peptideos ligaram-se e permeabilizaram as LUV de
Gram-positivas com alta eficiéncia (Figura 26). As C50 foram de 2,63 e 1,70
para BP100 e Naft-BP100, respectivamente (Tabela 4); essas Cs

correspondem a uma relagao lipidio/peptideo de aproximadamente 10.
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Figura 26. Grafico de porcentagem de LUVs miméticas de Gram-positivas
permeabilizadas por concentragcdo de peptideo BP100 (preto) e Naft-BP100
(vermelho).

Em LUVs mimetizando a membrana de bactérias Gram-negativas,
Naft-BP100, assim como para Gram-positivas, manteve-se eficiente (Cs, = 1,26

pMM) e BP100 demonstrou menor eficiéncia (Cs, = 11 yM) (Figura 27, Tabela 3).
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Figura 27. Grafico de porcentagem de LUVs miméticas de Gram-negativas

permeabilizadas por concentragdo de peptideo BP100 (preto) e Naft-BP100
(vermelho).
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Enquanto Naft-BP100 manteve-se eficiente em permeabilizar LUV
mimetizando a membrana de eritrocitos (Cs, = 0,55 yM), BP100 demonstrou
baixa eficiéncia de atividade contra esse modelo (Cs, = 72 uM, valor projetado
pelo ajuste da equacéao de Hill) (Figura 28, tabela 3). Nesse caso, uma menor
atividade é desejada no sentido que, para este modelo de membrana, a

atividade se correlacionaria a toxicidade dos peptideos.
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Figura 28. Grafico de porcentagem de LUVs miméticas de eritrocitos permeabilizadas
por concentracao de peptideo BP100 (preto) e Naft-BP100 (vermelho).

Gram-positiva Gram-negativa Eritrocitos

Cso n Cso n Cso n
BP100 263 uM |54 11 uM 0,9 72 yM* 1,3
Naft-BP100 | 1,70 uM | 3,1 1,26 yM | 2,0 0,55 uM |21

Tabela 4. Tabela comparativa entre as L/Ps, e coeficientes de cooperatividade (n) dos
peptideos e as respectivas vesiculas miméticas de bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e eritrdcitos. * Valor projetado pelo ajuste da equacéo.

Dessa forma, é possivel comparar a agao do BP100 com Naft-BP100.
As evidéncias mostram que os residuos adicionais de alanina e naftalimida
aumentaram a eficacia de permeabilizagcdo do Naft-BP100 e diminuiram a

dependéncia do conteudo de POPG e TOCL para ligagao e permeabilizagao.
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5. DISCUSSAO

O estudo de peptideos antimicrobianos, em especial do BP100 e seus
analogos, € de grande interesse e demonstra potencial para o futuro dos
tratamentos contra infecgdes bacterianas. Assim, a comparagao entre o
Naft-BP100 e o proprio BP100 serve como direcionamento para futuros
analogos e estudos sobre o tema. No presente trabalho, a interacdo do
Naft-BP100 foi extensivamente estudada utilizando técnicas de fluorescéncia,
dicroismo circular e espalhamento de luz dindmico, permitindo a comparacgao
com o BP100, um peptideo mais conhecido e utilizado como referéncia no
estudo das modificacbes propostas.

A estrutura de ambos os peptideos quando em solugdo mostrou-se
essencialmente randbmica, enquanto as formas ligadas as membranas,
adotam uma conformagdo em a-hélice assim como prevista pelo software
PEPFOLD (Figuras 2 a 5) e confirmadas pelos espectros de CD (Figuras 19 e
20).

Os estudos in silico indicam uma baixa influéncia do segmento Naft-AA
na estrutura secundaria do segmento que contém a sequéncia do BP100, uma
vez que, nos dois peptideos, este apresenta comportamento semelhante. A
adicado do segmento Naft-AA, como observado no modelo tridimensional de
Naft-BP100, também nao altera a anfipaticidade espacial da hélice adotada
pelo peptideo, caracteristica fundamental para agcao de peptideos que atuam
em membranas.

Tais estruturas adotadas pelos peptideos sdo compativeis com o modo
de acao proposto na literatura (Mihajlovic & Lazaridis, 2010, Oren & Shai, 1998
e Bechinger & Lohner, 2006) que indica que a interagdo entre os AMPs e as
LUVs se da em primeiro momento pelas interacbes eletrostaticas entre os
lipidios POPG ou TOCL negativamente carregados e os residuos de lisina com
cargas positivas presentes nas cadeias laterais dos peptideos. Em seguida, os
AMPs adquirem as conformacdes anfipaticas permitindo a interagao via poro
toroidal, "Barrel-stave" ou carpete (Figura 1).

A afinidade entre os peptideos e as vesiculas foi medida a partir dos
espectros de emissao de fluorescéncia de seus respectivos fluoréforos. Assim,

correlacionando a proporgéo lipidio/peptideo com a fragdo de peptideo ligada,
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assumindo um equilibrio entre as populagdes livre e ligada, foi possivel a
comparacgao entre eles apesar dos diferentes comportamento dos fluoréforos.

BP100 interagiu e permeabilizou as membranas modelo de forma
dependente o conteudo de lipidios negativos na membrana, demonstrou maior
efeito contra membranas de Gram-positivas, efeito intermediario contra
membranas Gram-negativas, e baixo efeito contra miméticos de eritrocitos.
Para os trés diferentes modelos, no caso de BP100, os estudos de ligagao
correlacionam com os ensaios de atividade de forma muito satisfatoria.

Naft-BP100 interagiu e permeabilizou com alta eficiéncia os trés
modelos de membranas estudados. Nesse caso, a carga da superficie das
membranas n&o parece determinar a extensdo da agao permeabilizante de
Naft-BP100, embora determine a afinidade entre peptideo e membrana como
medido nos ensaios de fluorescéncia.

Os estudos de DLS mostraram menor efeito dos peptideos em LUV de
Gram-positivas, provavelmente devido ao fato dessas membranas, compostas
somente por lipidios de carga negativa, manterem um potencial Zeta
suficientemente negativo ao longo da titulagdo com os peptideos catidnicos.

As membranas mimetizando bactérias Gram-negativas, compostas por
30 mol% de lipidios negativos, a certas relagdes lipidio/peptideo, tém suas
cargas negativas totalmente neutralizadas, diminuindo a repulsdo entre as
vesiculas e causando agregacgao, indicada pelo aumento do didmetro médio e
do Pdl.

Os resultados de DLS das membranas mimetizando eritrocitos
confirmam a baixa interagao e efeito de BP100 sobre essas membranas, além
de indicar a consideravel extensdo de ligacdo e efeito de Naft-BP100 nesse
modelo.

Em comparagao com os estudos de MIC e de hemdlise publicados para
os peptideos BP100 e Naft-BP100 (Tabela 5, Carretero et al., 2021), os estudos
utilizando membranas modelo mimetizando a composicdo lipidica de
membranas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e eritrécitos
humanos foram capazes de indicar a forma e extensdo dos efeitos em
concordancia com 0s ensaios com as respectivas células.

Ambos os peptideos interagem e permeabilizam membranas modelo

mimetizando as composicao lipidica de membranas bacterianas. Assim como
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nos ensaios de MIC (Carretero et al., 2021), o Naft-BP100 mostrou maior
atividade. Também foi possivel correlacionar a atividade/toxicidade contra
modelos de membrana mimetizando a composi¢ao lipidica de eritrocitos e
ensaios com hemacias; nesse caso, BP100 demonstra baixa ligacédo e
permeabilizacdo das membranas modelos assim como uma baixa extenséo de
hemodlise no ensaio com células. Naft-BP100, por outro lado, liga-se e
permeabiliza as membranas modelo assim como € capaz de agir sobre as

hemacias (Tabela 5).

BP100 Naft-BP100
Cs, Hemodlise (M) 163* 23
MIC (UM):
E. coli 2 1
S. aureus 2 1
B. subitilis 2 1

Tabela 5. Valores de MIC e Cs;, de hemdlise dos peptideos BP100 e Naft-BP100.

Adaptado de Carretero et al., 2021. *Valor projetado pelo ajuste da equacgao de Hill.

Buscando a seguranga para o uso e baixa toxicidade, candidatos a
antibidticos cuja acdo se da pela interagdo com lipidios de membrana devem
ter especificidade para com células de bactérias Gram-positivas e negativas em
detrimento de células humanas, principalmente para aqueles visados para uso
sistémico (STEINBUCH, FRIDMAN, 2016). Assim, busca-se baixa afinidade
com as LUVs miméticas de eritrocitos aqui representados como um dos tipos
celulares que teriam potencial para serem alvos de AMPs. Segundo os dados
obtidos, ambos os peptideos demonstraram afinidade muito baixa a tais
membranas distantes de potenciais faixas terapéuticas, embora Naft-BP100

permeabiliza LUV de eritrécitos com consideravel eficiéncia. (Tabela 2).

6. CONCLUSAO

Como demonstrado, as técnicas in silico de predicdo de estrutura

secundaria se mostraram adequadas estudos da conformagao de BP100 e
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Naft-BP100. Os dados obtidos informaram a predominancia da estrutura
helicoidal evidenciando o carater anfipatico desses AMPs. Tais previsdes foram
confirmadas nos estudos de dicroismo circular, em que ambos
apresentaram-se com estruturas randémicas quando livres em solugcdo e em
a-hélice quando ligados a qualquer uma das LUV contendo lipidios com carga
negativa, mimetizando membranas bacterianas.

Essa estrutura secundaria anfipatica é fundamental para a atividade de
permeabilizagdo das LUVs, estudada nos experimentos de vazamento de CF.
Comparativamente, o Naft-BP100 se mostrou mais ativo que o BP100, levando
a maior porcentagem de permeabilizagdo por concentragdo de peptideo em
todos os casos.

Foi possivel estabelecer uma boa correlagdo entre os resultados obtidos
pelas diferentes técnicas e formas de analise da interagdo peptideo-membrana.
Ainda, o uso de lipossomos mimetizando a composicéao lipidica de membranas
biologicas de interesse apresentou resultados em concordéancia com dados ja
publicados da agao desses peptideos em ensaios biolégicos de determinacao
das MIC e de hemodlise. Esse paralelo entre estudos com lipossomos e células
valida tal proposta de estudos biofisicos em sistemas miméticos de menor
complexidade e permite extrapolar determinadas observagbes para outras
condicdes de estudo.

Por fim, a partir dos dados obtidos, conclui-se que a adigao dos residuos
de alanina e da naftalimida no peptideo BP100 n&o altera a conformacao
helicoidal de interagdo do peptideo com as membranas e mantém sua
atividade, avaliada por experimentos de ligacdo e permeabilizagcdo. O mesmo
também leva a um aumento da afinidade dos AMPs para com as membranas,
diminuindo a dependéncia de lipidios negativos. Embora tenha demonstrado
maior atividade contra modelos de eritrécitos, a maior ligagao e atividade de
Naft-BP100 em modelos de células bacterianas indica que a modificagao
proposta possa ser vantajosa para o desenvolvimento de novos candidatos a
medicamentos contra bactérias Gram-positivas e negativas e outras
alternativas de aplicagdo possam ser consideradas, como por exemplo, o uso

topico.
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