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RESUMO:

Atualmente o surgimento de fungos, bactérias e virus resistentes a
multiplos farmacos tem estimulado o interesse pelo desenvolvimento de
peptideos antimicrobianos com maior potencial terapéutico. Eles em geral
possuem propriedades de extrema importancia como um amplo espetro
acao antimicrobiana, toxicidade seletiva, acdo rapida e mecanismos de acéo
especificos. Muitas dessas caracteristicas podem ser encontradas em
peptideos isolados da secrecdo cutanea de anuros.

O principal fator que diferencia peptideos antimicrobianos de
antibioticos utilizados na terapia convencional esta relacionado com o seu
mecanismo de acdo. A forca motriz para a acdo de grande parte de
peptideos antimicrobianos é sua habilidade em provocar lise em membranas
celulares, matando rapidamente um amplo espectro de microorganismos.
Nesse sentido, a conformacéo do peptideo tem uma grande importancia em
sua interacdo com a estrutura anfifilica das membranas biolégicas. Nesse
contexto, a determinacdo da estrutura tridimensional por meio da
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) possibilita a
identificacdo da posicdo espacial de cada residuo de aminoacido na
estrutura terciaria, destacando aqueles que sdo importantes para a sua acao
e que, portanto, poderiam ser modificados para aumentar a atividade
antimicrobiana. O estudo da estrutura 3D dos peptideos em solucao é uma
vantagem da espectroscopia de RMN, pois se consegue simular o ambiente
fisiologico por meio de sulfactantes.

Nesse contexto, determinou-se através da RMN a estrutura

tridimensional de dois peptideos sintéticos:  ocellatina-P1G16

Xiv



(GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL-NH,) isolado dos anfibios
Leptodactylus labyrinthicus, e o peptideo hilina al (IFGAILPLALGALKNLIK-

NH,), isolado do anfibio Hypsiboas albopunctatus.

A anfipaticidade da estrutura pode ser observada pela separacdo da
estrutura em duas faces distintas, uma hidrofobica (apolar) e outra hidrofilica
(polar). O peptideo hilina al, em presenca de SDS-d,s, apresentou estrutura
helicoidal entre os residuos lle-5 a lle-17 e o peptideo ocellatina-P1G16, em
presenca de SDS-dys, apresentou estrutura em a-hélice entre os residuos

Leu-3 a Lys-24, ambos em a-hélice anfipatica.

Por fim, as analises moleculares de anfipaticidade, interacéo
eletrostatica, polaridade e troca H,O/D,O, apontaram a mesma face de
interacdo dos peptideos com a membrana, propondo um modelo de
orientacdo paralela para o peptideo hilina al e para o peptideo ocellatina-
P1G16 uma orientacdo paralela, porém com a por¢éo c-terminal mergulhada
na micela de SDS-dys entre os residuos Ser-19 e Leu-25. Tais
caracteristicas estruturais tornam esses peptideos candidatos promissores

para o desenvolvimento de um novo farmaco antimicrobiano.
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ABSTRACT:

Currently, the emergence of fungi, bacteria and viruses resistant to
multiple drugs has stimulated interest in the development of antimicrobial
peptides with increased therapeutic potential. They generally have properties
of extreme importance as antimicrobial selective toxicity, rapid action,
specific mechanisms of action and a broad spectrum of antimicrobial action.
Many of these features can be found in peptides isolated from frog skin

secretions.

The main factor that differentiates antimicrobial peptides from other
commonly antibiotics used in the conventional therapy is related to their
mechanism of action. The driving force for much of the action of antimicrobial
peptides is their ability to lysis cell membranes, rapidly killing a broad
spectrum of microorganisms. Accordingly, the conformation of the peptide
has a great importance in their interaction with the amphiphilic structure of
biological membranes. The determination of the tridimensional structure by
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) technique allows the identification of
the spatial position of each amino acid residue and highlighting those that are
important for its action and, therefore, could be modified to increase the
antimicrobial activity. The study of the three-dimensional structure of peptides
in solution is an advantage of the NMR spectroscopy, since it can simulate

the physiological environment, by means of surfactants.

In this context, the tridimensional structures of two synthetic peptides:
ocellatin-P1G16 (GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL-NH,), isolated from

the amphibians Leptodactylus labyrinthicus, and hylin al

XVi



(IFGAILPLALGALKNLIK-NH,), isolated from Hypsiboas Albopunctatus, were

proposed by NMR.

The amphipathic caracter can be visualized by separation of the helix
into two distinct sides, one hydrophobic (nonpolar) and the other hydrophilic
(polar). The peptide hylin al in presence of SDS-d»s showed helical structure
between residues lle-5 to lle-17 and the peptide ocellatin-P1G16 in SDS-dys
micelles showed a a-helical structure between residues Leu-3 to Lys-24, both

are presented in amphipathic a-helix

Finally, the molecular analyses of amphipathicity, electrostatic
interaction, polarity and exchange hydrogen/deuterium, corroborate the
proposed model, suggesting a model of parallel orientation to the peptide
hylin al and the peptide ocellatin-P1G16 a parallel orientation, but with the c-
terminal portion immersed in the micelle SDS-d,s between residues Ser-19 to
Leu-25, as observed by analyzing exchange hydrogen/deuterium. These
structural characteristics make these peptides promising candidates for the

development of a new antimicrobial drug.
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1. INTRODUCAO

Em 1839, o quimico holandés Gerardus Mulder Johannes, ao analisar
substancias albuminosas, propos a formula geral comum as albuminosas a
partir da composicdo C4oHs2012N109, chamou entdo esta versatil classe de
compostos organicos de proteinas, que significa “mais importante”.
Atualmente as proteinas sédo consideradas elementos de importancia crucial

para a vida (Asimov, 1973).

1.1. Estrutura dos peptideos

Uma molécula de peptideo é formada por um conjunto de dois ou
mais residuos de aminoacidos unidos por ligacdes covalentes, sendo que
cada aminoécido individual em um peptideo é chamado de residuo. Eles séo
constituidos por um grupo amino e carboxilico, ambos ligados ao carbono
alfa, que quando em solucéo se apresentam em equilibrio entre a forma nao
ibnica e a forma zwitteribnica (Metzler, 2003).

A Figura 1.1 mostra a estrutura geral para 0s aminoacidos que
participam da formacdo de um peptideo; um grupo carboxilato (COO’) e um
grupo amino protonado (NHs"), ligados a um atomo de carbono C, (Carbono
alfa). O grupo R, designado por cadeia lateral, € o que diferencia um
aminoacido do outro (Harvey et al., 2001). Dentre uma das caracteristicas de
grande importancia nos aminoacidos € apresentarem caracter zwiteridnico,
ou seja, apresentam polaridades opostas em uma mesma molécula, sendo

uma das extremidades pK, (COOH) acido e a outra pK,; (NH,) basico.

R

+ |

N clzd COO
H

Figura 1. 1. Estrutura geral de um aminoacido

H
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Figura 1. 2. Aminoécidos tipicos de proteinas.



Os grupos amino e acido carboxilico dos aminoacidos se encontram,
normalmente, na forma ionizada em solugdo aquosa. Em meio neutro o
grupo carboxila tende a ceder um proton para a agua e nessas condicoes é
encontrado na forma de carboxilato (COQO"). O grupo amino tende a ligar-se
ao ion H* em solugao, por isso tipicamente se apresenta na forma NH3". A
associacao/dissociacdo do proton estd ligada a concentracdo destes ions
em solucdo, ou seja, o pH (Lehninger, 1995). A Figura 1.2 mostra os 20
aminoacidos padrdes em proteinas, em pH fisiolégico de 7,4.

De forma simplificada, a formacdo da ligacdo peptidica envolve a
condensacdo de dois aminoacidos, eliminando uma molécula de 4gua pela
remocao da hidroxila do grupo carboxilico de um aminoacido e a remocéo de
um hidrogénio de outro aminoéacido (Figura 1.3). Esse processo resulta na
formacdo de um peptideo com a sequéncia (-N-Cq-C-N-Cg-C-) que se
repete por toda a cadeia peptidica designada como cadeia principal (Figura
1.4). Por convencdo, as sequéncias primarias dos peptideos se iniciam com

o residuo N-terminal & esquerda e terminam com o residuo C-terminal a

+ | |
H o : + N. o |
OH H.-*+\‘)\O'

aminodacidos

direita.

- H,0

Ligac&o peptidica
emum dipeptideo

Figura 1. 3. Formacao de uma ligacao peptidica a partir da condensacéo de
dois aminoécidos.



Figura 1. 4. Representacao da cadeia principal peptidica.

A geometria da cadeia principal dos peptideos apresenta alguns
aspectos importantes a sua estruturacao. A planaridade da ligacéo peptidica,
que apesar de apresentar ligacdes simples entre o carbono carbonilico e o
atomo de nitrogénio, possui o carater de ligacdo dupla parcial devido a
conjugacao entre os elétrons ndo ligantes do nitrogénio animico com o0s
elétrons 1T da ligagdo C=0.

Embora a ligacao peptidica seja plana, as ligagdes carbono-carbono e
carbono-azoto em cada residuo de aminoacido possuem grande liberdade
de torcao, resultando em estruturas semirrigidas delimitadas pelos angulos
w e ¢. As rotacdes ao redor das ligacbes ao carbono alfa € o que permite a
ocorréncia de uma grande diversidade de estruturas. Os angulos y e ¢
(Figura 1.5) podem variar de residuo para residuo em um peptideo,
possibilitando assim um grande numero de conformacgdes possiveis, como

por exemplo, Figura 1.6.

Figura 1. 5. Tipica ligacdo peptidica mostrando angulos g, ¢ e w.



As estruturas de peptideos e proteinas podem ser descritas em quatro
niveis estruturais: primario, secundario, terciario e quaternario. Todos
possuem uma influéncia direta na atividade biologica observada (Apponyi,
2004).

A estrutura primaria, que corresponde ao nivel estrutural mais
simples, refere-se a sequéncia especifica linear de aminoacidos ligados
covalentemente ao longo da cadeia polipeptidica. A estrutura secundaria
relaciona a forma que a cadeia polipeptidica assume no espaco, podendo
ser a-hélice folha-g, coil e turns (Figura 1.6), sendo as duas primeiras mais

comumente observadas.

Figura 1. 6. Classes estruturais de peptideos antimicrobianos. Estrutura (A)
mista B-defensina-2 (codigo PDB 1FQQ) Sawai, 2001 (B) B-curvada
thanatina (codigo PDB 8TFV) Mandard, 1998 (C) folha-8 polifemusina
(cédigo PDB 1RKK) Powers, 2004 (D) a-hélice magainina-2 (cédigo PDB
2MAG) Gesell, 1997 (E) coil indolicidina (codigo PDB 1G89) Rosek, 2000. As
pontes de dissulfeto estdo indicadas em amarelo. Adaptado de Jenssen,
2006.

Para a maioria dos peptideos antimicrobianos as estruturas em a-
hélices sdo formadas apenas quando o peptideo entra em contato com a

membrana, sua principal estabilizacdo pode ocorrer principalmente pelas



interacdes de hidrogénio entre o grupo CO de um aminoacido e HN do
aminodacido a quatro unidades a frente na sequéncia peptidica. As estruturas
folhas-B podem ser estabilizadas por ligacbes de hidrogénio e dissulfeto,
sendo a primeira entre o grupo Hy de uma fita 8 com o grupo CO de outra
fita B, formando assim uma estrutura em folha.

As estruturas terciarias descrevem todos os aspectos do espaco
tridimensional das proteinas e peptideos, elas correspondem as relacdes da
cadeia polipeptidica no sentido de estabilizar a conformacéo tridimensional.
Dentre as interagfes quimicas que ocorrem para garantir a estabilidade das
cadeias polipeptidicas estéo; ligagbes covalentes, interacdes de hidrogénio,
interacOes eletrostaticas, interacdes fracas de van der Waals, interacdes
hidrofdbicas e interacdes eletrostaticas.

As estruturas helicoidais ocorrem na maior parte dos casos em meio
extracelular, e sdo formadas na interagdo do peptideo com a superficie
externa da membrana, em solu¢cdes aquosas a maioria dos peptideos se
apresentam em conformacao randémica (Dathe e Wieprecht, 1999; Yeaman
e Yount, 2003).

1.2. Peptideos antimicrobianos

A pele dos anfibios é fonte de uma grande variedade de substancias
biologicamente ativas. Essas substancias sdo responsaveis por: protecéo
contra abrasdo, respiracdo cutdnea, osmorregulacdo e secrecao de
substancias protetoras contra parasitas e predadores (Clarke, 1997). Dentre
as substancias que sao excretadas pelas glandulas granulosas dos anfibios,
podem-se destacar os peptideos, que sdo potenciais agentes bioativos,
como a bombinina, extraida do espécime Bombina variegata (Csordas e
Michel, 1969), ela representa o primeiro relato de atividade antimicrobiana
de peptideos.

O surgimento de fungos, bactérias e virus resistentes a multiplas
drogas tem impulsionado o interesse na descoberta de novas classes de
agentes antimicrobianos com diferentes mecanismos de acdo. A
necessidade crescente da industria farmacéutica por novos medicamentos

com eficacia maior aos ja existentes no mercado gera a perspectiva de um



retorno satisfatorio do investimento no desenvolvimento de medicamentos
(Theuretzbacher, 2009).

Nos dias atuais, tem sido bastante explorado o desenvolvimento de
terapias baseadas em peptideos antimicrobianos, com atividade apoptotica e
necrotica a todas as classes de cancer, incluindo leucemia, melanoma,
inibidores de tumores e atividade imunoestimulatoria, que estimulam o
sistema imunologico do paciente em tratamento, além de prevenirem
metastase (Bhutia e Maiti, 2008). Theuretzbacher (2009) apresenta
perspectivas para os préximos 5-7 anos para novos antibiéticos que poderao
estar disponiveis para o tratamento de patdgenos resistentes.

Mais de 3700 peptideos antimicrobianos, provenientes de peixes,
plantas, anfibios mamiferos e outras fontes, ja foram isolados e identificados
(Brouwer, 2011). Atualmente, no Antimicrobial Peptide Database (2011),
encontram-se cadastrados 1815 peptideos antimicrobianos, apresentando
uma meédia de 31 residuos por peptideo. Destes, sdo relatados 122
peptideos antivirais, 566 antifungicos, 1418 antibacterianos, 42
antiparasitarios, 20 inseticidas, 9 espermicidas, 85 anti-HIV, 122 anticancer e
20 quimiotaticos. Entretanto, apenas 234 peptideos possuem as estruturas
tercidrias conhecidas, sendo 224 estabelecidas por RMN e 10 por difracédo
de raios-X. A Tabela 1.1 apresenta alguns exemplos de peptideos
antimicrobianos descritos na literatura.

O grande potencial terapéutico destes peptideos se deve a sua
capacidade em promover a morte de patégenos humanos, fornecendo uma
toxicidade baixa e acdo rapida (Matsuzaki, 1999). Além disso, sao altamente
especificos para os seus alvos, apresentam boa penetrabilidade nos tecidos
e sinergismo com quimioterapicos classicos, ndo estimulam o aparecimento
de resisténcia pelas células (Hancock e Scott, 2000; Brouwer et al., 2011) e
possuem um amplo espectro de atividade antimicrobiana (Barra e Simmaco,
1995).



Tabela 1. 1. Estudos relacionados a peptideos biologicamente ativos.

Peptideo Atividade Referéncia
Antibacteriano e tripanomicida, :
: . - Leite et al.,
Filoseptinas podendo ser usado na transfuséo de 2005
sangue.
Brand et al.,
. . : . 2006
, Antiprotozoaria, antibacteriana, i,
Dermaseptina e . s . Zairi et al.,
. antiviral, antifingica e espermicida
magainina-a (contraceptivo vaginal) 2005;
P g ' Reddy et al.,
1996
Inibe o crescimento de bactérias e Zasloff, 1987
Magainina fungos e induz a lise osmatica Zasloff, et al.,
de protozoarios 1988
Dermaseptina, caerina Contra bactérias, fungos
: . .. Vancompernol
1.1, caerinal9e filamentosos e inibe completamente
. . ~ , le et al., 2005
maculatina 1.1 a infecgéo pelo virus HIV.
Pequenos peptideos:
dynastin, electrin, s : . . .
. _ Antifangica, antimalarica, antitumoral Apponyi et al.,
fletcherin, lesueurin, . .
. . e antibacteriana. 2004
mactulatin, rubellidin,
signiferin e tryptophyllin
Contra tumores resistentes .
. . : , Kim et al.,
Gaegurin induzindo apoptose das células 2003
tumorais.
Induz a morte da célula cancerigena
or apoptose indiretamente,
Caspases : P . P p . L. Alam, 2003
atingindo sinais responsaveis pela
sobrevivéncia e proliferacao celular.
Bactericida, porém nao possui :
. P P . Papo e Shai,
LL-37 especificidade por cargas, se ligando 2005

Hecate, phor e analogos

CA-4-P, DMXAA,
AVEB062 e ZD6126

também a células eucariontes.

Atuam em receptores hormonais,
exibindo uma potente atividade
anticancer (prostata, mama, ovario e

testiculo)

Causam a necrose do tumor
sanguineo, deixando o fluxo
sanguineo e tecidos normais

relativamente intactos.

Leuschner e
Hansel, 2005

Tozer et al.
, 2005




Os peptideos antimicrobianos sao bastante diferentes dos antibi6ticos
atualmente utilizados nos processos terapéuticos, tanto em sua estrutura
guanto em seu mecanismo de acdo. Os mecanismos de acédo dos peptideos
geralmente ndo sdo especificos, portanto o surgimento de resisténcia a eles
pelos microrganismos ocorre a uma taxa bem inferior que aos antibioticos
convencionais (Conlon et al., 2004). Podem ainda ser utilizados
concomitantemente com antibidticos classicos. Esta estratégia esta se
mostrando bastante Gtil no combate as infeccdes por patdogenos resistentes
(Yeaman e Yount, 2003).

1.3. Peptideos de estudo
1.3.1. Ocellatina-P1G16

O peptideo ocellatina-P1G16, € um analogo do peptideo ocellatina
(Libéro, 2009), extraido da ra Leptodactylus labyrinthicus (Figura 1.7),
diferindo somente em um residuo de aminoécido serina na posicao 16,
modificado por uma glicina na ocellatina-P1G16 (Conlon, 2008) Essa
modificacdo de serina para glicina é conhecida como mutacéo conservativa.
Testes realizados pelo grupo da Prof2. Dr2, Mariana de Souza Castro do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (UnB)
mostraram que o peptideo em estudo ocellatina-P1G16 possui uma efetiva
acao as bactérias patogénicas.

O género Leptodactylus pertence a familia Leptodactitidae, contém 81
espécimes espalhadas nas Américas do Norte e do Sul, e nas indias
Orientais (Frost, 2011). Entre os muitos espécimes que possuem peptideos
biologicamente ativos estdo L. knudseni, L. pentadactylus e L. Labyrinthicus.
Os trés espécimes de anuros apresentam em comum um peptideo com a
mesma sequéncia primaria: G-L-L-D-T-L-K-G-A-A-K-N-V-V-G-S-L-A-S-K-V-
M-E-K-L, que por uma questdo de terminologia antes era chamado de
pentadactilina (Hedges, 2007) e passou a ser chamado de ocellatina
(Conlon, 2008).

L. labyrinthicus, também conhecida como ra-pimenta, € uma ra de
grande porte. O peptideo pentadactilina retirado desse espécime L.

pentadactylus, macho de ras, da América do Sul, inibiu bactérias Gram-



negativas (Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa) e bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Enterococcus faecalis e Streptococcus B), mostrando
baixa atividade hemolitica contra eritrécitos. (Libério, 2008; King, 2005).

O peptideo bioativo ocellatina foi avaliado em ensaios biol6gicos
utilizando células de fibroblastos, porém se mostrou menos efetivo que para
células tumorais. Estudos de mecanismos de acdo revelaram que a
ocellatina causa alteracdo morfolégica, disrupcdo da membrana,
fragmentacdo do DNA, paralisa o ciclo da célula na fase S e altera o
potencial da membrana mitocondrial, sugerindo assim morte celular por

apoptose (Libério, 2009).

Figura 1. 7. Imagem da ra Leptodactylus labyrinthicus. (eol enciclopédia of
life, 2011).

1.3.2 Hilina al

Hypsiboas albopunctatus € um anuro que ocorre na regiao central, sul
e sudeste do Brasil, leste da Bolivia, nordeste da Argentina, Paraguai e norte
do Uruguai (Muniz, 2008). O peptideo hilina al cuja sequéncia primaria esta
na Tabela 1.2, foi o primeiro peptideo isolado do espécime H. albopunctatus

(Figura 1.8), proveniente da América do Sul (Castro et al., 2009).
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Em testes in vitro, o peptideo hilina al exibiu uma elevada atividade
antimicrobiana, principalmente quando testada em bactérias gram-positivas.
Esse peptideo apresentou também atividade antifingica frente a Candida
albicans, Enterococcus faecalis e Cryptococcus neoformans. A hilina al e
seus analogos sintéticos, ativos aos mesmos microrganismos, podem ser
usados como compostos antifungicos, provavelmente apresentando menor
toxicidade ao ser humano, que agentes classicos como fluconazol e
anfotericina B, usados neste tipo tratamento. Apesar do peptideo hilina al
apresentar atividade a eritrocitos humanos, esta € menor que a de peptideos
classicos como melitina, um peptideo hemolitico e antimicrobiano

encontrada no veneno de abelhas (Castro , et al., 2009).

ST rora e abo

Figura 1. 8. Imagem da perereca Hypsiboas Albopunctatus. (eol
enciclopédia of life, 2011).

O trabalho realizado por Crusca e colaboradores (2011) mostrou que
as alteracles realizadas na sequéncia do peptideo hilina al (Tabela 1.2)
influenciou na hidrofobicidade, anfipaticidade e na porcentagem de hélice,
influenciando consequentemente no indice terapéutico e na especificidade
frente a diferentes bactérias.

O peptideo nativo foi sintetizado gerando quatro analogos (Tabela
1.2). Promoveram-se modificag6es nas cargas N-terminal nos sintéticos KO-

W6-Hy-al e DO-W6-Hy-al e substituicdo da leucina na posicdo 6 por
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triptofano para os quatro analogos. A modificacdo da carga no N-terminal
nos peptideos analogos aumentou a especificidade contra bactérias e
fungos, apresentando uma menor atividade hemolitica que seu nativo.
Provavelmente as modificacbes realizadas nos analogos, adicdo do
triptofano, tenha sido responsavel pelo aumento da afinidade do peptideo
pela membrana, uma vez que este possui uma maior afinidade a superficie
da membrana (Crusca, 2011).

O aumento da hidrofobicidade resulta no aumento da toxicidade as
células eucaridticas que, em alguns casos, leva a uma menor especificidade
antimicrobiana, portanto, o ideal € que o peptideo possua uma moderada
hidrofobicidade (Yeaman e Yount, 2003), pois um alto grau de
hidrofobicidade conduz a um dominio hidrofébico com maior toxicidade para
células compostas por fosfolipidios neutros (células eucariontes), devido ao
aumento da atividade de permeabilizacao (Dathe e Wieprecht, 1999).

Tabela 1. 2. Modifica¢des realizadas no peptideo nativo

Peptideo Sequéncia de aminoacidos
Hilina al IFGAILPLALGALKNLIK
W6-Hy-al IFGAIWPLALGALKNLIK
Ac0-W6-Hy-al Ac-IFGAIWPLALGALKNLIK
KO-W6-Hy-al KIFGAIWPLALGALKNLIK
D0-W6-Hy-al DIFGAIWPLALGALKNLIK

1.4. Seletividade

Existem algumas diferengas fundamentais entre as células
eucariontes e microbiana, que geram a afinidade seletiva de varios
peptideos antimicrobianos. As mais significantes distincdes estdo na
composicdo da membrana, polarizacdo, potencial energético e
caracteristicas estruturais (Yeaman e Yount, 2003).

Uma caracteristica essencial para qualquer biomembrana é a
bicamada fosfolipidica, ela possui um carater anfipatico, ou seja, € composta
por uma face hidrofobica e outra hidrofilica. No caso de células eucarioticas,
a membrana celular € composta principalmente por fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina, esfingomielina e esterdis (Yeaman e Yount, 2003). A
membrana eucariotica, em geral, ndo possui carga total, em contraste com

as membranas de muitos microrganismos (bactérias) sdo constituidas de
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fosfatidilglicerol, cardiolipina, fosfatidilserina e fosfolipidios hidroxilados, que
resultam em uma rede de carga altamente negativa, permitindo a atragéo
dos peptideos catidnicos (Matsuzaki, 1999).

Outra diferenca entre as células eucaribticas e procaridticas esta na
separacdo de cargas entre as faces intracelular e extracelular. Esse
gradiente eletroquimico resulta na diferenca da extenséo e taxa de fluxo de
prétons através da membrana, chamado de potencial transmembrana. Isso
ocorre, pois as ceélulas eucariontes exibem um potencial transmembranar
entre -90 e -110 mV. Ja para as células microbianas, esse potencial esta
entre -130 e -150 mV (Yeaman e Yount, 2003). Portanto, a diferenca do
potencial transmembrana € um parametro adicional para a seletividade dos

peptideos antimicrobianos (Hancock, 1997).

1.5. Aspectos estruturais relevantes para a ativida de e seletividade
antimicrobiana

Grande parte dos peptideos antimicrobianos provenientes da
secrecdo de anuros possuem caracteristicas em comum, como: possuem
entre 12 e 50 residuos de aminoacidos, varios residuos hidrofébicos, carga
total positiva devido ao excesso de residuos de lisina, histidina e arginina
(Hancock e Scott, 2000), alto momento hidrofébico e conformacdo em a-
hélice anfipatica (Hancock e Chapple, 1999).

As atividades biologicas dos peptideos podem ser influenciadas por
cinco interagdes complexas como: conformagdo (X), carga (Q),
hidrofobicidade (H), anfipaticidade (A) e angulo polar (6) (Powers e Hancock,
2003). Alteracbes nestes fatores podem causar um grande efeito na relacéo
estrutura/atividade do peptideo em solugdo. Portanto, a eficacia de agdo dos
peptideos estd nessas relacdes relevantes (area sombreada), e como elas

se relacionam (Figura 1.9).
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carga

Angulo polar “
‘ Conformacao
Hidrofobicidade ‘”

Anfipaticidade

Figura 1. 9. Inter-relacdo entre os fatores que influenciam a atividade
peptidica. Fatores como carga (Q), anfipaticidade (A) e hidrofobicidade (H)
sdo influenciados pela composicdo e sequéncia de aminoacidos.
Conformacéo (X) e angulo polar () influenciam a estrutura tridimensional.
(Adaptado de Yeaman e Yount, 2003).

1.5.1. Conformacéo

Os peptideos podem apresentar adaptacdes estruturais durante sua
interacdo com as membranas fosfolipidicas. Em grande parte dos casos sua
estrutura até entdo randdémica (em solucdo), quando em contato com a
membrana sofrem adaptacdes resultando em inclinacdo ou torcdo da
estrutura, e até mesmo reorientagcdo das cadeias laterais (Nyholm, et al.
2007).

Apesar dos peptideos antimicrobianos poderem apresentar uma
grande diversidade estrutural, é possivel agrupa-los em quatro classes
distintas de estruturas secundarias (Jenssen et al., 2006).

Estudos mostram a influéncia da dindmica conformacional do
peptideo antimicrobiano na sua toxicidade seletiva (Zhang et al., 2001;
Unger et al., 2001 e Tam et al.,, 2000). Segundo pesquisas realizadas por
Dathe e colaboradores (1996), existe uma relacdo entre helicicidade e

atividade. Observou-se que uma baixa helicicidade resulta em uma baixa
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afinidade e permeabilidade em membranas neutras, por exemplo, glébulos
vermelhos do sangue (eritrGcitos).

1.5.2. Carga

Existem modelos que mostram a importancia do carater catidnico para
a atracdo de peptideos a superficie das membranas de bactérias e de outros
microrganismos (Bechinger, 2004). A cationicidade que geralmente varia
entre +2 e +9, favorece uma maior afinidade dos peptideos pelos
fosfolipidios acidos (carregados negativamente) presentes nas membranas
dos microrganismos. O carater catibnico ocorre devido a presenca de
residuos de aminoacidos alcalinos: arginina, lisina e histidina. Estudos
realizados por Lorin e colaboradores (2005) mostram que 0 aumento da
carga positiva do peptideo e reducdo da hidrofilicidade esta relacionado a
uma maior seletividade antimicrobiana e menor toxicidade a células
eucariontes (Lorin et al., 2005).

Existe uma alta afinidade catibnica do peptideo carregado
positivamente pela membrana, devido as forcas eletrostéticas. Porém o
excesso de cationicidade pode, em alguns casos, aumentar a atividade
hemolitica e reduzir a atividade antimicrobiana dos peptideos, devido ao
aumento da repulsdo eletrostatica intermolecular nos poros, levando a
diminuicdo e desestabilizacdo do poro (Dathe e Wieprecht, 1999). Foi
observado que, quando as interacfes eletrostaticas diminuem devido a
reducdo da carga da bicamada lipidica, ocorre também a diminuicdo dessa
afinidade. Em contrapartida, a interacdo hidrofébica se torna mais
pronunciada (Dathe et al, 1996 e Wieprecht et al, 1996). Em casos de
bactérias Gram-negativas, Hancock e Scott (2000) propde que o peptideo
interage com a membrana, matando as células em um mecanismo

envolvendo ataques em varios alvos anionicos.

1.5.3. Hidrofobicidade

O momento hidrofobico apresenta um pequeno papel na
permeabilizacdo de membranas lipidicas altamente carregadas, no entanto,

influencia substancialmente os efeitos dos peptideos antimicrobianos em
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membranas lipidicas neutras (Dathe e Wieprecht, 1999). A hidrofobicidade
de um peptideo depende da porcentagem de residuos hidrofébicos, sendo
um fator essencial para o aumento das interacdes entre as cadeias acil dos
lipidios e a porgcdo hidrofébica da a-hélice. Quando ocorre a interagdo do
peptideo com a membrana, as cadeias laterais polares e apolares dos
residuos de aminoéacidos se posicionam adequadamente, de forma que a
face hidrofébica interaja com a membrana e a hidrofilica com o solvente e as
cabecas polares dos fosfolipidios (Conlon, 2007). Assim, ela se faz

necesséria para que haja uma efetiva permeabilizacdo na membrana.

1.5.4. Anfipaticidade

Muitos peptideos, quando em contato com a superficie da membrana,
sofrem mudancas conformacionais adotando uma estrutura anfipatica
(Bechinger, 2004). A anfipaticidade € caracterizada pela separacdo do
peptideo em duas faces distintas: uma face hidrofébica e outra hidrofilica,
normalmente com carga liquida positiva, no caso de estruturas a-helicoidais.

A extensdo da a-hélice anfipatica pode influenciar a atividade do
peptideo, pois ela reflete a habilidade em formar dominios hidrofobicos e
hidrofilicos. Se, portanto, a interacdo peptidica for anfipatica, sua maior
afinidade serd pelas membranas neutras e zwitteribnicas (Dathe e
Wieprecht, 1999).

1.5.5. Angulo polar

A proporcéo relativa de facetas polares versus nao polares de um
peptideo em a-hélice é chamada angulo polar. Se uma das facetas é
composta apenas por residuos hidrofébicos e a outra por hidrofilicos, entéo
0 angulo polar sera de 180°% O aumento da proporcdo hidrofilica de um
peptideo em a-hélice pode reduzir o angulo polar, levando a maior
capacidade de permeabilizar membranas e a uma maior estabilidade e meia
vida dos poros (Yeaman e Yount, 2003). Em contrapartida, o aumento do
angulo polar diminui a atividade hemolitica e reduz o momento hidrofébico
(Dathe e Wieprecht, 1999).
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1.6. Mecanismos de acao

O que difere os mecanismos de agcdo de antibioticos classicos e de
peptideos € que o primeiro se baseia em inibicbes enzimaticas, sendo
relativamente lentos, e o segundo interage de forma imediata a superficie de
células bacterianas, causando geralmente perturbagbes na estrutura da
bicamada lipidica, provocando a lise celular. Dessa forma, a resisténcia
contra peptideos bioativos se torna menos provavel (Zasloff, 2002).

O mecanismo pelo qual os peptideos permeabilizam a membrana
bacteriana e como exercem sua atividade antimicrobiana ainda néo é
completamente definido. Porém todos chegam ao comum acordo de que
ocorre uma ruptura seletiva da membrana celular e que a estrutura anfipatica
dos peptideos possui um papel fundamental neste mecanismo (Reddy et al.,
2004). Existem diferentes propostas de mecanismos para descrever a
interacdo entre peptideos e bicamadas lipidicas (Brodgen, 2005; Bechinger,
1999; Valcarcel, 2001; Rinaldi, 2002; Papo e Shai, 2003). Os mecanismos
propostos para peptideos em a-hélice sdo: formacao de barril, carpete, Shai

Matsuzaki Huang (SMH), poro toroidal e detergente.

1.6.1. Modelo carpete

O modelo carpete (Carpet-like), Figura 1.10 A, descreve a saturacao
da superficie da membrana pelas moléculas de peptideos. Elas sé&o
adsorvidas paralelamente na superficie da membrana, cobrindo toda sua
superficie como um “carpete”, assim o0s peptideos se ligam
preferencialmente as cabecas dos fosfolipidios. O alinhamento ocorre de
modo que a face hidrofilica esteja em contato com as cabecas fosfolipidicas
ou com as moléculas de agua. Em seguida ocorre a reorientacdo, onde as
cadeias laterais sao direcionadas para o interior da bicamada fosfolipidica
(regido hidrofobica) da membrana, resultando em uma tensdo na curvatura
da membrana. O peptideo desintegra a membrana rompendo a bicamada,

através da quebra de sua curvatura (Shai, 2001 e Reddy et al., 2004).
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1.6.2. Modelo Poro Toroidal

Este modelo é usado para peptideos que interagem fortemente com
grupos lipidicos. Ele envolve a ligacao inicial do peptideo, paralelamente a
superficie da membrana de modo que a face polar do peptideo se associe a
cabeca dos grupos lipidicos (Figura 1.10 B). ApOs atingirem determinada
concentragdo, se inserem perpendicularmente na camada lipidica (Brogden,
2005), formando um poro aquoso. A parede celular forma mondmeros de
peptideo intercalados com lipidios da membrana bioldgica (Yeaman e Yount
2003).

1.6.3. Modelo barril

O mecanismo barrel-stave (Figura 1.10 C) ilustra esse modelo, mais
aplicavel para peptideos citoliticos de células bacterianas e mamiferos.
Neste mecanismo, peptideos helicoidais se ligam a superficie da bicamada
lipidica de acordo com sua anfipaticidade, orientando-se paralelamente com
a face catibnica voltada para os grupos fosfatos, presentes na superficie da
bicamada lipidica. Ocorre assim a insercéo perpendicular de monémeros em
a-hélice anfipatica na membrana formando poros.

O peptideo mantém as regides hidrofobicas ligadas a regido apolar da
membrana, enquanto as regifes hidrofilicas ficam expostas, facilitando o
fluxo de ions e moléculas pequenas através da bicamada lipidica (Shai,
2002). Assim a face hidrofobica interage com o nucleo lipidico da membrana
e a face hidrofilica reveste o centro, formando um poro aquoso que aumenta
conforme o acumulo dos monémeros, (Sanderson, 2005).

A formacao dos poros pode ser confirmada pela afericdo do aumento
da condutividade (Reddy e Aranha 2004). O tamanho dos poros pode variar
de acordo com a concentracdo de mondémeros de peptideo na membrana
(Pukala et al., 2006), levando ao vazamento do conteudo celular e

consequentemente a morte da célula (Shai e Oren, 2001).
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1.6.4. Modelo Shai-Matsuzaki-Huang

O modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH), ilustrado na Figura 1.10 D,
se aplica a grande parte dos peptideos antimicrobianos. Esse modelo é
utiizado para pequenos peptideos que ndo podem atravessar
completamente a membrana, como no modelo de barrel-stave (Wang et al.,
2005). O peptideo interage com a superficie da membrana, como ocorre no
mecanismo de carpete. O poro é formado pela adesdo do peptideo a
membrana que estica a bicamada, permitindo assim a passagem do
peptideo para o citoplasma celular (Nascimento et al. 2003). Assim o
mecanismo SMH prop6e que o0s peptideos antimicrobianos de anfibios
podem ter multiplos alvos nas bactérias, sendo por rompimento da bicamada
lipidica ou por interacdo com alvos intracelulares (Zasloff, 2002 e Reddy et
al., 2004).

1.6.5. Modelo de detergente

O modelo de detergente (detergent-like), Figura 1.10 E, é uma
representacdo mais geral para a atividade de moléculas anfipaticas. Ele é
baseado na intercalacdo de peptideos nas bicamadas lipidicas pela
interacdo do peptideo com a membrana lipidica, formando um agregado
micelar na propria bicamada (Wildmanr, 2003). O fator predominante neste
modelo de detergente é o potencial de agregacdo de cada peptideo, que
varia de acordo com sua natureza como carga e carater hidrofébico. Neste
modelo os mondémeros de peptideos se alinham a superficie da membrana
de tal forma que os residuos hidrofébicos figuem em contato com 0s grupos
cabecas fosfolipidios, se reorientado para o interior da membrana
hidrofébica. Assim, ocorre a desintegracdo da membrana pelo rompimento
da bicamada (Bechinger e Lohner, 2006).

Este modelo estad de acordo com Babakhani e colaboradores (2008),
que simularam um modelo de insercdo de um peptideo na membrana. A
dindmica e propriedade estrutural do peptideo durante o processo de
agregacdo foi analisada e um modelo termodindmico de insercao e

agregacdo do peptideo hidrofébico na membrana hospedeira foi proposto.
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Observou-se que, se 0s peptideos ndo se inserirem profundamente na
camada lipidica e que o processo de agregacdo se torna
termodinamicamente desfavoravel (Babakhani et al., 2008).
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Figura 1. 10. llustracdo dos modelos descritos: a) Carpete, b) Poro toroidal,
c) Barril, d) Shai-Matsuzaki-Huang e e) Detergente.
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1.7. Determinacao da Estrutura de Peptideos

1.7.1. Dicroismo Circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) é uma ferramenta de
grande importancia para a RMN, pois mostram mudancas estruturais de
peptideos e proteinas, essenciais para a sua funcao biologica. Ela facilita a
obtencado das condi¢cOes ideais para a realizagdo de experimentos de RMN.
O CD indica as preferéncias conformacionais de macromoléculas e mostra a
relacdo de estabilidade em diferentes temperaturas, pH e meios miméticos
(Sreerama, 2001).

A espectroscopia de dicroismo circular € bastante utilizada para
estudar mudancas estruturais e estabilidade de peptideos e proteinas. Ela
possibilita o estudo estrutural de moléculas em ambientes que mimetizam as
condi¢cbes de membrana celular (Kelly et al., 2005).

A espectroscopia de CD se baseia no fato de que o plano da luz
linearmente polarizada pode ser visto como um somatério de duas
componentes circularmente polarizadas e de mesma magnitude, porém
girando em sentidos contrarios, uma em sentido horario (Er) e outra em
sentido anti-horario (El) (Kelly et al., 2005). Se Er e El s&o absorvidos
igualmente, a recombinacdo regenera a radiacdo linearmente polarizada
original, se portanto, ao atravessarem a mostra Er e El sdo absorvidos em
extensdes diferentes, entdo a luz passa a apresentar uma diferenca de fase
entre as amplitudes de suas componentes circulares, resultando na
polarizagdo eliptica (luz elipticamente polarizada). Sendo assim o0s
espectrometros de CD medem a diferenca de absorbancia das componentes
circulares da luz polarizada linearmente (AE = EL-ER) em funcdo do
comprimento de onda. Esta diferenca é descrita em termos de elipcidade
(Kelly, 2000).

A espectroscopia eletronica de CD baseia-se no fendmeno da
absorcao preferencial de uma das componentes circulares da luz polarizada
linearmente pelos cromoforos quirais (opticamente ativo) presentes em
proteinas ou peptideos, tais cromoforos afetam a estrutura eletrénica

produzindo assim sinais caracteristicos (Sreerama, 2001).
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Os sinais de CD surgem somente quando ocorre absorcdo de
radiacdo por grupos cromoforos, que no caso de peptideos sao
representados em maior parte pelos grupos amida (R;-(C=0)-NH-R;) e em
menor parte pelos grupos aromaticos (Krittanai, 1997). O padréo tipico dos
espectros de dicroismo circular para cada tipo de estrutura (a-hélice, B-folha
e randomica) pode ser visualizado na Figura 1.11. Cada tipo de estrutura
apresenta transicoes e absorcdo caracteristicas, que estédo relacionadas aos
angulos ¢ e y de cada estrutura secundaria. Dessa forma, com o uso dos
principios basicos desta técnica pode-se estimar a fracdo de estrutura
secundaria de peptideos e proteinas.

A estrutura randémica apresenta transicdo n — T* em comprimento
de onda de 212 nm positivos e T — T em 195 nm negativos. A estrutura
folha-B tem transicdo ™ — T* em 196 nm positivos e n — 1T em 218 nm
negativos. A estrutura a-hélice é caracterizada por bandas intensas com
maximo de absorcdo da transicdo ™ — TT* positivas em 192 nm, e negativas

em 209 nm, além da transicdo n — 1 em 222 nm negativos (Kelly, 2000).
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Figura 1. 11. Espectros de dicroismo circular tipicos para peptideos
estruturados. Verde: espectro caracteristico de estrutura randdémica; azul:
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espectro caracteristico de estrutura em folha-8 e vermelho: espectro
caracteristico de a-hélice.

1.7.2. Técnicas existentes de determinacdo de estru  turas terciarias

As técnicas existentes que podem ser utilizadas para propor modelos
estruturais de peptideos e proteinas sdo a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), microscopia eletrénica e difracdo de raios-X de
cristais (Protein Data Bank, 2011).

Microscopia eletronica é usada para determinar as estruturas de
complexos macromoleculares. Um feixe de elétrons € usado para gerar um
mapa de densidade 3D. Esta técnica utiliza métodos semelhantes a difracéo
de raios X. Para sistemas bem-comportados, a difracdo de elétrons produz
dados em nivel atdmico, mas normalmente, a microscopia eletrénica néo
permite a visualizacdo de cada atomo, havendo, portanto, a necessidade de
se combinar esta técnica a cristalografia de raios X ou espectroscopia de
RMN para resolver os detalhes em nivel atémico.

A difracdo de raios X pode fornecer informac¢des muito detalhadas em
nivel atdmico. No entanto, o uso desta técnica requer a formacdo de
monocristais, um processo considerado dificil e pode impor restricdes sobre
os tipos de moléculas a serem estudadas por este método. Difragdo de raios
X é um excelente método para determinagdo de estruturas que formam
cristais ordenados, devido a necessidade do posicionamento de varias
moléculas alinhadas exatamente na mesma orientacao.

A espectroscopia de RMN de alta resolucéo pode fornecer informagao
estrutural em nivel atdmico. Por meio da utilizacdo desta técnica de
espectroscopia é possivel construir um modelo da proteina ou peptideo
mostrando a localizacdo de cada atomo presente na molécula. Esta técnica
possui a vantagem de fornecer informagfes estruturais em solucdo e
também possibilita estudar as estruturas atdmicas de moléculas flexiveis.
Fornece informacgdes a respeito das interacdes pepideo/membrana de forma
dindmica, possibilitando descrever sua forma de interacdo (Veglia e
Ramamoorthy, 2010).
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1.7.2.1. Importancia da espectroscopia de ressonanc ia magnética
nuclear na determinacao estrutural em 3D.

A partir da década de 80, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
tornou-se uma ferramenta indispensavel para a elucidagdo estrutural de
moléculas biolégicas em solucdo, principalmente proteinas e peptideos
(Wthrich, 1986; Cavanagh, 1996). Surgiram entéo os primeiros trabalhos de
estudos de RMN para a obtencdo de estruturas tridimensionais de
biomacromoléculas com a determinacao estrutural do horménio polipeptidico
glucagon (Braun et al., 1981) e o estudo conformacional do polipeptideo I15A,
uma toxina de escorpido, em solucéo aquosa (Arseniev et al., 1984).

Tal método tornou-se mais aceito apos a determinagéo estrutural por
RMN do tendamistato (Kline et al.,, 1986), pois apresentava resultados
similares aos obtidos por difracéo de raios-X, até entdo Unica técnica aceita
para determinacéo estrutural.

A principal vantagem dos estudos de RMN é o fato de se poder
analisar a conformacao estrutural dos peptideos em solugcdo, mantendo
caracteristicas semelhantes as de seu estado natural. A espectroscopia de
RMN pode mostrar informacdes sobre o comportamento dinamico da
molécula, enquanto a cristalografia de raios-X sO possibilita estudos de
moléculas na forma de cristais ordenados (Briinger, 1997).

Nos estudos estruturais pela espectroscopia de RMN sao usados
detergentes, pois sdo considerados boas representacbes da membrana
celular. Os detergentes comportam-se como bicamada lipidica e
representam uma classe de compostos anfipaticos, consistido de uma
cabeca hidrofilica e uma calda hidrofébica. Suas cabecgas volumosas
impedem a auto-associagdo em estruturas planares como bicamadas,
promovendo somente a associacao em micelas. (Bordag e Keller, 2010).

As simulacbes da dindmica tridimensional de peptideos
antimicrobianos geralmente séo realizadas na presenca de detergentes
como dodecilsulfato de sddio (SDS) e dodecilfosfocolina (DPC), os quais séo
responsaveis por fornecer um ambiente mimético, sendo assim, sdo usados

como modelo de membranas celulares. Tais sistemas atuam como modelo
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de interface de membranas de bactérias e mamiferos, respectivamente
(Khandelia e Kaznessis, 2006). As moléculas de SDS possuem carga liquida
negativa e as moléculas de DPC possuem carga liquida nula devido serem
zwitteridnicas (Khandelia, 2008).

A associacdo peptidica & camada lipidica geralmente estd ligada ao
carater hidrofébico, anfipatico e efeitos eletrostéticos. Estas interagdes
provocam mudancas conformacinais dos peptideos, para formas
estruturadas de maior estabilidade. Os detalhes da estrutura e dinamica
destas interacbes na superficie da membrana sdo frequentemente
controlados pela interagdo especifica de determinados residuos de
aminoacidos a diferentes partes da camada lipidica (Khandelia et al., 2008).

Os atuais desenvolvimentos da espectroscopia de RMN a torna a
Gnica capaz de monitorar e discriminar processos moleculares como, por
exemplo, mudancas conformacionais (Thennarasu, 2005). A investigacéo
dos movimentos dinamicos pode fornecer informacfes Uteis sobre a
interacé@o peptideo-receptor permitindo caracterizar detalhes termodinamicos
e cinéticos de interacdo (Chi, 2002). A estratégia de otimizacdo da atividade
quimica do peptideo bioativo é baseada no estudo da relacdo
estrutura/atividade, sendo produzidos, quando necessario, derivados
sintéticos com o objetivo de aumentar sua eficacia, seletividade e
especificidade (Vlieghe et al., 2010).

O conhecimento da estrutura de peptideos e proteinas é uma maneira
de se atuar no desenvolvimento de novos farmacos. A compreensao do
mecanismo de acao se faz importante na compreensao da sua fungéao, muito
atil no desenvolvimento de peptideos mais potentes para aplicacdes
farmacéuticas. Neste contexto, a espectroscopia de RMN permite a
determinacdo da estrutura terciaria de peptideos, fornecendo informacdes
em nivel atbmico, por exemplo, da forma de interagdo com o alvo, bem como
acerca do comportamento cinético, por exemplo, da troca
hidrogénio/deutério (Chi, et al., 2002).

Os residuos de aminodacidos presentes na cadeia peptidica séo ricos
em hidrogénio, que os torna excelentes alvos para estudos por RMN em

solucdo. Cada residuo de aminoacido constitui um sistema de spins com
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composi¢cbes quimicas e estruturais diferentes, de tal modo que o0s
deslocamentos quimicos de hidrogénio aparecem agrupados em regides
distintas num espectro de RMN. Uma vez que o acoplamento escalar
possibilita alcancar atomos distantes até trés ligacdes quimicas, o0s
experimentos de TOtal Correlation SpectroscopY — TOCSY e COrrelation
SpectroscopY — COSY ajudam a identificar o deslocamento quimico de *H
de cada residuo de aminoacidos. Estes experimentos mostram correlacdes
spin-spin que sao usadas para identificacdo de padrbes de sistema de spins,
correlacionando nucleos diferentes via acoplamento a trés ligacdes (3J)
(Wider e Withrich, 1999). Experimentos de TOCSY 'H ajudam a identificar
os sinais de NOE (Efeito Nuclear Overhauser) corresponde a cada residuo
de aminoacido. O processo de analise de TOCSY é auxiliado pelo
conhecimento prévio da sequéncia dos residuos de aminoacidos da cadeia
principal do peptideo.

1.7.2.2. Efeito Nuclear Overhauser

Experimentos de NOESY s&do dependentes do Efeito Nuclear
Overhauser — NOE (NOE SpectroscopY). Tal técnica depende do
acoplamento dipolar de spins de nucleos espacialmente proximos e
possibilita investigar a distancia entre os respectivos atomos. O NOE é o
resultado de processos de relaxacdo, onde o campo local experimentado por
um spin interage dipolarmente com campos magnéticos vizinhos. Essa
interacdo resulta da transferéncia de polarizagdo entre nucleos acoplados
dipolarmente (proximos espacialmente) via trilhas de relaxacdo spin-rede.
Sendo assim, experimentos com NOE fornecem informacdes relevantes
sobre movimentos nucleares e distancias intermoleculares (Claridge, 2009).

As correlacbes através do espaco constituem a informacao
geométrica fundamental para se determinar a estrutura de um peptideo
(Wider e Wadthrich, 1999). A determinacdo da estrutura de peptideos é
baseada em uma rede densa de limites de distancias, derivados de NOEs,
entre atomos de hidrogénio espacialmente préximos na molécula (Wuthrich,
1986). Portanto, o efeito NOE juntamente com o acoplamento escalar é

muito importante para determinacao estrutural de peptideos.
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As estruturas em a-hélice geralmente fornecem informacbes até
quatro ligacdes espacialmente proximas, isso devido a sua caracteristica
estrutural espiralada. A presenca de ligacGes de hidrogénio Inter-residuais (i-
i+3) e (i+4) é importante para a confirmacao da presenca ou nao de a-hélice.
Desta maneira, o experimento de NOESY 'H-'H permite identificar os
residuos de aminoacidos préximos espacialmente em uma estrutura
peptidica.

Os sinais de NOE aparecem através de distancias entre atomos de
hidrogénio A e B localizados na posicdo i e j, respectivamente. Essas
distancias sédo definidas na direcdo do N-terminal para o C-terminal da
cadeia polipeptidica e recebem a notacdo (i, i+1l) correspondente a
determinado hidrogénio de um aminoacido se correlacionando com o
aminoacido seguinte a ele na cadeia peptidica, (i, i+2) correspondente a
determinado aminoacido se correlacionando com um amino&cido duas
posicdes a frente dele na cadeia peptidica e assim por diante. A Figura 1.12
mostra as possiveis correlacfes tipicas de um peptideo em estrutura

helicoidal, tanto entrarresiduais quanto inter-residuais, espacialmente

proximos.
d,;(1,1+3)

N \ \ EBY

H.C /o HC o HC o HC o

! ||. I| i+1 |\+1 II +2 |.+2 [ i lis 1 i
N ..‘_ N e
N

H.Z»H H H H H H H

v:- fl\\ e, ,-v . ‘ ‘/, "‘

W d (L2 et

------ S (L3
.............. dos(Litd)

Figura 1. 12. Representacdo de NOEs tipicos de uma estrutura secundaria

em a-hélice.
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A Figura 1.13 apresenta um modelo de estrutura terciaria enfatizando
as ligacbes de H que contribuem para direcionar o enovelamento em uma

estrutura helicoidal.

Figura 1. 13. Representacao tridimensional de uma estrutura secundaria em
a-hélice.

1.7.2.3. Calculo estrutural

Os resultados obtidos nos experimentos de RMN ndo podem ser
usados diretamente na determinacdo estrutural dos peptideos. Os dados
necessitam serem convertidos em restricbes geométricas conformacionais e
somente depois, usados para os calculos das estruturas (Wduthrich, 1986;
Cavanagh et al.,, 2006). Para tanto, foi desenvolvido por Wuthrich (1986)
uma metodologia de atribuicdo sequencial, que combinou mapas de

contornos bidimensionais, a fim de montar mapas de conectividades, atraves

28



do conjunto de restricoes de distancias Interatdbmicas, obtidas a partir do
volume dos sinais de NOE. Essas distancias obtidas séo entao utilizadas no
calculo da estrutura (Cavanagh, 1996).

Para os calculos estruturais sdo usados restricbes de distancias,
angulos diedros e as vezes orientacionais. As restricbes de distancia sao
obtidas através do mapa de contornos NOESY. A intensidade ou volume (V)
do sinal de NOE é dependente do valor médio do inverso da distancia a
sexta poténcia (rj) entre dois nucleos i e j que interagem entre si,
multiplicado por um fator f (1c), relativo a efeitos globais e movimentos
internos da molécula, conforme apresentado na Equacéo 1.1 (WUTHRICH,
2003).

V=(r; %) f (1) Equacéol. 1

As restricbes de angulos diedros @ e ¢ (Figura 1.5) e as distancias
Interatbmicas possuem seus valores restritos. Os parametros ja
determinados empiricamente, provenientes de experimentos de difracdo de
Raios-X, e valores de constante de acoplamento escalar do tipo 3J, podem
ser convertidos em valores angulares por meio da relacao de Karplus (1959),

descrita na equacao 1.2 (Griesinger et al., 1985).

%J(@)=Acos’8 +Bcos 8 +C Equacéol. 2

Onde 6 descreve o angulo diedro entre os quatro atomos envolvidos
com os valores das constantes A, B e C dependentes dos spins e da
eletronegatividade dos atomos acoplados.

O conjunto de restricdes obtidas do mapa de contornos de NOESY,
juntamente com informac¢des de geometria, como comprimento e angulo de
ligacOes, raios de Van Der Waals e quiralidade s&o interpretados por um
algoritmo de arrefecimento simulado, conhecido como simulated annealing
(SA). Essa técnica é a mais difundida no calculo de estruturas a partir de
dados de RMN (Gintert, 1998).

O SA é um procedimento de minimizacdo de energia por dindmica

molecular (Verlet, 1967), baseado num aquecimento rapido do sistema,
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garantindo que os atomos superem locais de energia e, posteriormente,
resfriamento lento e controlado (Brunger et al., 1990). Esta metodologia foi
abordada pela primeira vez em refinamento cristalografico por Bringer e
colaboradores (1987). No entanto, para a obtencdo das estruturas, essa
variacdo de temperatura é apenas simulada teoricamente, mostrando-se
bastante eficiente (Nilges et al., 1988). A molécula é tratada como um
conjunto de corpos rigidos com ligacbes fixas, permitindo somente o
movimento rotacional. As funcfes de energias potencial e cinética definidas
séo utilizadas a fim de reduzir o niumero de variaveis no espago cartesiano

(Glntert et al., 1991).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivos gerais

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo realizar
estudos estruturais de dois peptideos antimicrobianos sintéticos, ocellatina-
P1G16 e hilina a1, por meio da espectroscopia de RMN de *H.

Devido a caréncia nacional de profissionais especializados na
determinacdo estrutural de peptideos e proteinas, utlizando a
espectroscopia de RMN, objetiva-se ainda a formacéo de recursos humanos,
contribuindo assim para consolidacéo dessa linha de pesquisa no IQ/UFG.
2.2 Objetivos especificos

* Avaliar as modificagbes conformacionais dos peptideos frente ao
aumento de temperatura por meio da espectroscopia de CD em

presenca de micelas de SDS- dys.

» Determinar a conformacgédo estrutural dos peptideos ocellatina-P1G16
e hilina al na presenca de micelas de SDS- dys, por meio das
técnicas de RMN de *H.

e Compreender o mecanismo molecular de interacdo dos peptideos
ocellatina-P1G16 e hilina al com a membrana bacteriana, por meio
de estudos de localizacao dos peptideos na superficie de micelas que

mimetizam o meio membranar.

» Identificar a importancia de cada residuo de aminoacido na interacdo

peptideo/alvo.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo relata a caracterizacdo estrutural dos peptideos
ocellatin-P1G16 e hilina al, cujas estruturas primarias estdo apresentadas
na Tabela 3.1.

Tabela 3. 1. Sequéncia primaria dos peptideos de estudo.
Ocellatina-P1G16 GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL-25
Hilina al IFGAILPLALGALKNLIK-18

Ambos o0s peptideos apresentam a regido C-terminal amidada.
Amostras sintéticas dos petideos ocellatina-P1G16 e hilina al foram
gentilmente cedidas pela Prof2. Dra. Mariana de Souza Castro do Instituto de

Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (UnB).

3.1. Dicroismo Circular (CD)

As andlises conformacionais de CD foram realizadas a partir das
solugbes estoques dos peptideos ocellatina-P1G16 e hilina al, a
concentracdo de 1 mM, na presenca de 100 mM de SDS. Estas solucdes
foram diluidas em &agua deionizada, o primeiro peptideo para 42,3 UM e o
segundo para 39,7 UM .

Os experimentos de CD no UV-distante foram realizados no Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (UnB), em um
espectropolarimetro Jasco J-815, utilizando celas de 1,00 mm, variando a
temperatura 25 C a 95C, com incrementos de 10 C. Os espectros foram
adquiridos no intervalo de comprimento de onda de 190 a 260 nm, com
velocidade de varredura de 50 nm.min™, tempo de resposta de 8 s e
resolucao de 0,05 nm. Obtiveram-se espectros finais pela acumulacéo de 4
varreduras e realizou-se posteriormente a subtracdo do branco de cada
peptideo.

Com o auxilio da equacgdo 3.1, tratou-se os resultados obtidos a fim
da elipticidade observada, 8 (miligraus), ser convertida em elipticidade molar

média, [6] (graus cm?/mol), pela relacéo:

[0]=06/10.l.c.n Equacéo 3. 1
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Onde 6 é a elipticidade observada, | € o caminho Optico em
centimetros, ¢ € a concentracdo do peptideo em molar e n nidmero de
residuos do peptideo (modificado de Sharon, 2005). A concentracéo de cada
peptideo foi encontrada calculando-se as diluicbes (Murphy e Kies, M.W.
1960):

A porcentagem de a-hélice (fn) presente nos peptideos hilina al e

ocellatina-P1G16 foram encontradas através da equacéao 3.2.
[5132; = (fH —ik/ n).[H]w Equacdo 3. 2

Onde [9]223 é a elipticidade observada no comprimento de onda de
222 nm, i numero de segmentos helicoidais (considerado 1 para esses
peptideos), k constante dependente do comprimento de onda (2,57), n
namero total de residuos e [0]- elipticidade residual maxima para uma hélice
de tamanho infinito (-39500 deg.cm?®.dmol™) (Chen, 1974).

3.2. Experimentos de RMN de *H

Os experimentos foram realizados nas instalacbes do Laboratorio de
Ressonancia Nuclear Magnética do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Goias (IQ/UFG). Todos os experimentos foram adquiridos em um
espectrometro de RMN BRUKER AVANCE Il 500 (11,75 T), utilizando sonda
TBI (Triple Broad Band Inverse detection), Figura 3.1, operando a frequéncia
de 500,13 MHz, para o ntcleo de *H.

Para as analises de RMN, as amostras foram preparadas pela
dissolugéo do peptideo sintético a uma concentracdo final de 1 mM e 100
mM de SDS-d,s em 500uL de solucdo H,O/D,O (9:1), contendo TMSP-d,4
(propianato de trimetilsilil tetradeuterado), usado como referéncia interna.

Os experimentos realizados para o peptideo ocellatina-P1G16 foram
realizados a 36C a fim de aumentar a resolucdo e pH 4,3. J4 para o
peptideo hilina al foram realizados a 25C e pH 7,0 em tampé&o PBS.
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Figura 3. 1. Espectrometro BRUKER AVANCE IIl 500.

Inicialmente coletaram-se experimentos de hidrogénio em 1D, a fim
de ajustar alguns parametros que seriam utilizados nos experimentos em
2D, como por exemplo, O; e p;.

Foram utilizados pulsos de radiofrequéncia curtos e de alta poténcia
(hard pulse), que néo sao seletivos e longos de baixa poténcia (soft pulse),
gue sdo seletivos e irradiam em uma regido especifica do espectro. Nos
experimentos em questéo, foram utilizadas solugées contendo 90% de H,O
e 10% de D,0O, sendo entdo necessaria a supressdo do sinal da agua
(solvente), utilizando-se para isso um pulso de baixa poténcia. Assim, o sinal
da agua, para todos os experimentos do trabalho, foi suprimido usando a
sequéncia zgcppr (Composite Pulse Presaturation Sequence), otimizada por
O; para se obter uma melhor supresséo.

Foram adquiridos experimentos de RMN de 'H bidimensionais
homonucleares de: Total Correlation Spectroscopy (TOCSY), Nuclear
Overhauser Enhancement Spectroscopy (NOESY) e Correlation
Spectroscopy (COSY).

Os valores da frequéncia de transmissdo (O;); pulso de
radiofrequéncia de 90° (p,); janela espectral (SW), correspondente a faixa de
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frequéncias observadas para um determinado nudcleo; o numero de
experimentos acumulados (NS); o numero de pontos no dominio do tempo
(TD); o tamanho dos dados (Sl) e a poténcia de pré-saturacao (Ply), para

cada um dos experimentos estao apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3. 2. Par@metros utilizados para cada experimento e peptideo.

Parametros TOSCY NOESY COSY
Ocellatina-P1G16
SW (Hz) 5530,97 5530,97 8012.820
NS 56 88 176
0, (Hz) 2350.74 2352.05 2349.32
p1 (Usec) 8,66 9,30 8,95
D F, =4096; F; = F, =4096; F; = F, =4096; F; =
256 512 256
Si 4096 1024 1024
Plg (dB) 52 52 52
Tempo de 60 200 -
mistura (ms)
Hilina al
SW (Hz) 8012,82 8012,82 8012,82
NS 184 104 256
0O; (Hz) 2350,38 2350,38 2350,38
p1 (Usec) 8,95 8,95 8,95
D F, =4096; F, = F, = 4096; F;, = F, =4096; F; =
256 512 256
Si 4096 1024 1024
Plg (dB) 56 56 56
Tempo de 60 200 -

mistura (ms)

O pulso de 90" (p1) no experimento de RMN foi calibrado da seguinte
forma: o valor de p; calculado pelo equipamento através do comando
pulsecal foi multiplicado por 2, a fim de se aplicar um pulso de 180" e ndo

mais de 90°. Ao aplicar o pulso de 180" ocorre a inversdo da populacao de
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spins gque se direciona para o eixo —z. Alguns sinais de pouca intensidade
foram observados, indicativo de que o pulso nédo estava calibrado, pois como
o detector se localiza em y ndo deveria ser detectado nenhum sinal dos
spins em —z, sendo assim variou-se 0 p; de forma que o experimento nao
apresentasse nenhum sinal e entdo o valor de p; foi dividido por 2. Dessa
forma, pode-se garantir que quando aplicado um pulso de 90" todos os

prétons fossem detectados em maxima intensidade.

3.3. Processamento dos dados

O programa NMRPipe (Delaglio, 1995) foi utilizado para processar 0s
dados. Inicialmente ajustou-se a fase, a linha de base, e aplicaram-se as
funcBes matematicas LB e GB. A funcéo principal do LB (line-broadening) é
0 ganho de sensibilidade, pois o FID é multiplicado exponencialmente,
melhorando a relacéo sinal/ruido. A funcéo principal do GB (Lorentz-Gauss)
€ 0 ganho de resolucdo. O LB foi otimizado a 0.5 Hz para a primeira
dimensédo (F2) e GB 5.0 Hz para a segunda dimenséo (F1) para ambos o0s
peptideos. A correcdo de fase dos experimentos foi realizada nas duas
dimensdes, de forma a aumentar a rela¢ado sinal/ruido.

Utilizou-se o programa NMRView (Johnson e Blevins, 1994) para
visualizar e interpretar os mapas de contornos. Todos 0s programas

utilizados no trabalho foram executados em sistema operacional Linux.

3.4. Determinagédo estrutural dos peptideos

O anexo A mostra os deslocamentos quimicos, descritos na literatura
e ja Tabelados, para os 20 aminoacidos mais comuns. Com o auxilio desses
valores foi possivel analisar os experimentos de TOCSY e COSY e
encontrar os deslocamentos quimicos dos hidrogénios das cadeias principal
e lateral dos peptideos em estudo.

Os procedimentos para a determinacao de estruturas dos peptideos,
utilizando a espectroscopia de RMN, foram baseados no método descrito por
Withrich et at. (1986). As analises realizadas s0 foram possiveis com o

conhecimento prévio da estrutura primaria do peptideo.

36



A seguir sera descrito o procedimento para a determinacdo da
estrutura tridimensional. A metodologia descrita abaixo se aplica para o
peptideo ocellatina-P1G16 e hilina al.

3.4.1. Identificacédo dos sistemas de spins para o peptideo hilina al

Os sistemas de spins foram identificados individualmente através das
correlacdes resultantes dos acoplamentos escalares, observados nos
experimentos bidimensionais de TOCSY *H-'H e COSY 'H-'H.

3.4.1.1. Andlises de TOCSY *H-'H

Adquiriram-se experimentos de TOCSY para detectar o acoplamento

entre nucleos pertencentes a um mesmo sistema de spins (Figura 3.2).

Hy
. : -
i ® H%/ |
£
o % — oo
NH
¢ oo
NH

Figura 3. 2. Esquema representativo dos sinais cruzados esperados para
um espectro de TOCSY.

Iniciou-se a analise do mapa de contornos de TOCSY, selecionando-
se a regido de impressao digital compreendida entre 67,0-8,6 em F2 e § 2,7-
4,3 em F1, respectivamente referentes aos hidrogénios Hy e H,. Em seguida
analisou-se a regiao de cadeias laterais Hy-Hq, Hn-Hp, Hn-Hy, Hy-Hs € Hn-He
compreendidos entre 6 7-8,6 em F2 e 6 0,8-2,2 em F1. A parte inferior da
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diagonal, que também compreende a regido de cadeia lateral 6 0,8-4,0 em
F2 ed 2,7-4,3 em F1 foi analisada.

A andlise realizada no mapa de contornos de TOCSY possibilitou a
atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios presentes na cadeia

principal de cada residuo de aminoécido.

3.4.1.2. Andlise de COSY 'H-'H

Para complementar as informacdes obtidas no TOCSY realizou-se o
experimento de COSY, que também detectou acoplamentos escalares entre
spins (Figura 3.3), mas diferentemente do TOCSY, o COSY detecta no
maximo até 3 ligacdes quimicas (3J). Dessa forma, foram obtidas
informacdes de deslocamentos quimicos dos hidrogénios da cadeia lateral
de cada residuo de aminoacido, conforme assinalamento dado por Withrich
(1986).

Ha

NH

Figura 3. 3. Esquema representativo dos sinais cruzados esperados para
um espectro de COSY.

A Figura 3.4 exemplifica como é feita a analise de cadeia lateral, para
um determinado residuo, no caso isoleucina. Observa-se Ha em 3,94, HS
em 1,95, Hy em 0,93 e H6 em 0,86. Esse raciocinio segue para todos os

aminoacidos. Dessa forma, o experimento de COSY forneceu o0s
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deslocamentos quimicos dos hidrogénios das cadeias laterais, de cada um
dos residuos de aminoacidos presentes no peptideo. Estes valores
encontrados séo inseridos em uma Tabela de deslocamentos que
direcionara o programa NMRView (Johnson e Blevins, 1994) nas atribuicdes
de NOE, indicando as possiveis correlagdes, afim de que o analista as
verifique e assinale a atribui¢cdo correta.

Como cada residuo de aminoacido possui deslocamentos quimicos
de hidrogénio especificos (anexo A), os sinais do mapa de contornos foram
atribuidos com base nas correlagBes entre a regido de impressédo digital e
cadeias laterais. No entanto, estes sinais atribuidos foram apenas propostos,

sendo confirmados na analise do experimento de NOESY.

PPM

0.0
0.5
- 1.0

1.5

H(B

2.0
2.5
-3.0

-3.5

llHa }4.0

-a.5

T T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Figura 3. 4. Mapa de contornos de COSY. Ampliacdo da regido de cadeia
lateral. As correlagdes destacadas correspondem ao residuo de aminoacido
isoleucina.

3.4.1.3. Assinalamento dos sinais de NOE para o pep tideo hilina al

Adquiriu-se experimento de NOESY para se observar o0s
acoplamentos dipolares entre os spins através do espaco. Enumerou-se

todo o mapa de contornos aleatoriamente e entdo se iniciou a observacao
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das conexdes inter-residuos dos sinais presentes na regido de impressao
digital Hn-He. A Figura 3.5 ilustra a sobreposicdo de dois mapas de
contornos, sendo que em vermelho estdo representados os sinais de
TOCSY e em azul os de NOESY. A analise concomitantemente dos dois
mapas fornecem informacdes relevantes de acoplamentos. No exemplo
desta figura o residuo 9 esta acoplando com o residuo 10, 11, 12 e 13 para
frente (sinais azuis na horizontal) e com os residuos 6, 7, e 8 para traz

(sinais azuis na vertical).

10 ® TOCSY
13 ®
® ® NOESY
12
? 8
o 11 @
: .-
@ ¢
7
@
6
NH

Figura 3. 5. Hilina al — Ampliagcao da regido de impressao digital do mapa
de contornos de TOCSY e NOESY.

Os sinais de NOESY foram atribuidos sempre pela sua analise
concomitante ao TOCSY. Assim atribuiram-se os deslocamentos quimicos
referentes a estrutura primaria e secundaria do peptideo. Acoplamentos (i,i),
(,i+1), (i,i+2), (i,i+3) e (i,i+4) forneceram informacdes relevantes para a
formacao da estrutura terciaria.

No programa nmrVIEW (Johnson e Blevins, 1994) o painel de NOE
possibilitou calibrar as distancias obtidas por meio do volume dos sinais do
mapa de contornos de NOESY. Realizou-se a calibracdo usando a distancia

de 1,8 A para os protons B-geminais. Os volumes dos NOEs foram
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classificados como forte, médio ou fraco, correspondendo a um limite
méaximo de distancia interprotdnica de 2,8, 3,4 e 5,0 A, respectivamente.
Cada pico assinalado no mapa de contornos de NOESY é analisado pelo
programa que fornece as possiveis correlacbes automaticamente. Cabe
entdo ao analista avaliar as sugestdes e assinalar a opgao correta.

A Figura 3.6 mostra como é realizada as sugestdes de restricdes pelo
programa. Neste exemplo as correlacfes foram avaliadas pelo analista e a
correlacdo correta assinalada. Tal assinalamento significa que o hidrogénio
ligado ao nitrogénio na posicdo 9 (9 HN) esta correlacionando com o
hidrogénio alfa do residuo de amino&cido anterior (6 HA) na posi¢éo 6.

A cada pico assinalado e atribuido sdo fornecidas restricdbes que
determinam a que distancia de um hidrogénio i em relacdo a outro j. Essas
restricdes sédo adicionadas a uma lista chamada de lista de restrigbes.

O assinalamento sequencial da estrutura primaria ordenou o0s
sistemas de spin na sequéncia correta, com 0 uso das conexdes
sequenciais. Apos a identificacdo da regido de impressao digital seguiu-se

para o restante do Mapa de contornos, utilizando sempre o mapa de

contornos de TOCSY concomitante ao NOESY.

LA - a Identify Assign

iLh"@8 42086~0.05 [ h@4.22225~0.05 |
Arml Atm2  [%Toll|%Tol2 &Struct) Avg | Min | Max | %Tol [Con

9HN  [@HA | 18] -63] 100[3,292(3,292(3,292| 67/0,9
9HN  6HA | 18] 56 1009,1429,1429,142) 5800
oHN |18HA | 18] 16| 0[31,.[31..[31 [ 24
9HN  [16HA | 18] -63] 0[24,..[24..[24. [ 67

Figura 3. 6. Possiveis correlacdes propostas para determinado sinal de
NOESY.

3.4.1.4 Calculo estrutural

Os calculos de modelagem foram realizados com o programa XPLOR-

NIH (Schwieters et al., 2006) verséao 2.28. O algoritmo base desta aplicacéo
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€ 0 método de minimizacdo simulated annealing (S.A.) (Schwieters et al.,
2003), partindo de uma estrutura gerada randomicamente e amidada no C-
terminal para ambos os peptideos. As simulacbes no S.A. exploram o
espaco conformacional, baseado na variacdo randémica dos angulos de
torcdo entre a cadeia de aminoacidos. A variacdo desses angulos é obtida
pelo aumento da temperatura em um simulated annealing que inclui as
restricbes de distancia obtidas a partir dos NOEs.

Seguiram-se entdo diversas etapas de refinamento. Na etapa inicial,
50 estruturas foram geradas e 10 estruturas de menor energia foram
analisadas, porém percebeu-se a presenca de erros nas atribuicdes,
optando assim pela retirada de todas as atribuicbes anteriormente
adicionadas inserindo uma por vez, e verificando os gréficos de
ramachandran frequentemente. A cada etapa eram adicionadas e verificadas
as ocorréncias de violacoes referentes aos dados de distancias inseridos. Na
ocorréncia de violacdes de distancia a restricdo adicionada era reavaliada.
Nas etapas finais do refinamento um total de 200 estruturas era gerado e as
20 conformagdes de menor energia eram analisadas. As estruturas
formadas eram visualizadas através do programa Pymol (DeLano, 2002).

Finalmente apds a adicdo de um nuamero suficiente de restrices e a
auséncia de violacbes, as 20 conformacdes com menor energia foram
consideradas para analise.

A qualidade da familia de estruturas foi analisada apds o célculo da
meédia dos desvios médios quadrados (Root of Mean Square Deviations -
RMSD). O valor de RMSD € fornecido pelo programa Pymol pela
sobreposicao das 19 estruturas de menor energia com a primeira estrutura
de menor energia. A andlise de qualidade da familia de estruturas também
foi possivel pelo grafico de Ramachandran, obtido por meio do programa
PROCHECK-NMR (Laskowski, 1996), que considera os angulos ¢ e y,
classificando-os em quatro regides: mais favorecida, permitida, menos

permitida e proibida.
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3.5. Localizagéo dos peptideos na micela

Utilizou-se o experimento de troca hidrogénio-deutério (troca H/D) para
determinar a orientacdo dos peptideos na micela de SDS-d,s. Para a
realizacdo dessas analises foram liofilizadas as solugcdes previamente
preparadas de ambos os peptideos a uma concentracdo de 1 mM da
amostra e 100 mM de SDS-djs.

A amostra liofilizada do peptideo ocellatina-P1G16 foi ressuspendida em
solugcéo H,O/D,0 (5:5, v/iv) em um volume final de 500uL, utilizando TMSP-
d, como padrdo de referéncia. Adquiriram-se experimentos de TOCSY a
cada 2 horas, na temperatura de 36 C.

Para o peptideo hilina al, a amostra liofilizada foi resuspendida em
solugcdo H,O/D,0 (1:9, v/v) alcancando o volume final de 500uL, utilizando
TMSP-d, como padréo de referéncia. Os experimentos de TOCSY foram
adquiridos a cada 1 hora, a 25 C. A Tabela 3.3 apresenta os parametros de
aguisicado utilizados na obtencdo dos experimentos de troca H/D para o

peptideo ocellatina-P1G16 e hilina al.

Tabela 3. 3. Parametros utilizados nos experimentos de TOCSY troca H/D,
relativo a cada peptideo.

Ocellatina-P1G16 Hilina al
Sl 1024 1024
TD (Fy) 128 128
TD (F2) 1024 1024
Plg (dB) 56 56
Tempo de 60 60
mistura (ms)
SW(Hz) 8012,820 8012,820
NS 48 24
pl 6,5 8,5

Os dados foram processados utilizando-se o programa nmrPIPE
(Delaglio et al., 1995), usando LB de 0,5 e GB de 5 para todos os
experimentos de troca H/D. Os mapas de contornos foram visualizados por
meio do programa nmrVIEW (Johnson e Blevins, 1994).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Investigacado estrutural do peptideo ocellatina  -P1G16

4.1.1. Anélise de dicroismo circular (CD)

A técnica de dicroismo circular foi utilizada para avaliar as estruturas
secundarias dos peptideos, permitindo assim a confirmacao da presenca de
estruturas em a-hélice. A técnica também possibilitou verificar a
dependéncia da estruturagdo com a variagdo de temperatura.

A presenca de valores positivos Amax proximos a 190 nm e minimos
intensos em Amax 208 e 222 nm (Krittanai,1997), indicaram que o peptideo
ocellatina-P1G16 apresenta estruturacdo em a- hélice na presenca de
micelas de SDS-d,s (Figura 4.1).
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Figura 4. 1. Espectros de CD de 42,3 uM do peptideo ocellatina-P1G16 em
SDS e H,0, sendo [8]222nn €m funcéo de A (nm).

Estudos com variacdo de temperatura (25 a 95 °C) foram utilizados
para se obter informacBes a respeito da estabilidade dos peptideos.
Observou-se que com 0 aumento da temperatura, 0S minimos em Amax 208 €

222 nm, ficaram menos intensos indicando a diminuicdo da estruturacdo em



a-hélice (Figura 4.1). A temperatura de 25 °C os peptideos apresentaram o
méaximo de conformacao equivalente a 48%.

A Figura 4.2 mostra dois espectros de CD a 25 °C. Em preto, 0
espectro de CD do peptideo antes de ser submetido ao aumento de
temperatura e em vermelho apos elevar a temperatura no CD a 95 °C e
resfrid-lo novamente a 25 °C. Observa-se que a elevagdo da temperatura
nao causou modificacdes fisicas em sua conformacéo tridimensional apos

sua renaturacao, indicando assim uma estabilidade conformacional.
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Figura 4. 2. Espectros de CD da ocellatina-P1G16 em SDS a temperatura
de 25 °C, antes e ap0s submeté-la ao aumento de temperatura.

4.1.2. Atribuicdo dos sinais dos hidrogénios da oce llatina-P1G16,
atraves dos experimentos bidimensionais.

Atraves do experimento de TOCSY foram atribuidos os
deslocamentos quimicos de hidrogénios pertencentes ao mesmo sistema de
spins, para cada aminoacido presente no peptideo, conforme descrito no
topico 3.4.1.1 (pag. 37). O hidrogénio da ligacdo N-H, do residuo glicina na
posicdo 1, ndo pbdde ser observado uma vez que este préton € mais labil que
0s prétons seguintes na cadeia principal, por estar na extremidade da cadeia
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peptidica. Dessa forma, seu contato com o solvente é maior sendo
rapidamente trocado com o préton do solvente.

Conforme descrito no tépico 3.4.1.2 (pag. 38), por meio do
experimento de COSY, sdo observados os acoplamentos spin-spin de
prétons ligados em carbonos vicinais e geminais. Dessa forma, foram
atribuidos os deslocamentos quimicos dos hidrogénios das cadeias laterais
dos residuos de aminoacidos. Para o peptideo ocellatina-P1G16 foram
observados no mapa de contornos de COSY os deslocamentos quimicos
referentes aos Hq, Hg, Hy, Hs € H, porém para alguns residuos nédo foi
possivel se observar os He uma vez seus sinais estavam alinhados
horizontalmente ou sobrepostos com outros sinais. Esses valores
encontrados estdo apresentados na Tabela 4.1 (quarta e quinta coluna).

A Figura 4.3 mostra a atribuicdo dos sistemas de spins e as cadeias
laterais correspondentes a cada residuo de aminoacido. Porém, nao foi
possivel inferir sobre a posicédo dos residuos de aminoacidos na sequéncia
peptidica, a determinacdo dessas posicOes foi possivel somente com o

experimento de NOESY.

1 2 34 56 7 8 9 1 1
L0 GLLDTLKsGAALNVVGGLASKVYM

*H @pm)

o
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Leu
B

4,0

Lys

Ser Ty Aa g ASp

8,60 840 8,20 800 7,80 7,60 740

qfw
Figura 4. 3. Mapa de contornos de TOCSY (500 MHz, H,0:D,0 — 9:1) para
a ocellatina-P1G16. Ampliagao da regido de Hy-H, e cadeias laterais.
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As informacdes de conectividade foram obtidas através do
experimento de NOESY que forneceu informagbes de acoplamentos de

protons proximos a uma distancia inferior a 5 A (Wiithrich, 1986).

Tabela 4. 1. Deslocamentos quimicos de 'H (ppm) para o peptideo
ocellatina-P1G16 na presenca de 100 mmol.L™ de SDS-d.s, a 36<C.

Residuo 6NH 6ch 6Hﬁ 5outros

Leu 2 8,65 4,16 1,65 1,67 y 1,57

Leu 3 8,35 4,06 1,75 1,56 y 1,83

Asp 4 7,73 4,37 2,78 2,82 -

Try 5 7,98 4,38 4,01 vy 1,24

Leu 6 8,08 4,15 y 1,85

1,65 1,55 519

Lys 7 8,34 4,11 1,611,86  y1,47

Gly 8 8,25 4,05 3,88 - -

Ala 9 8,38 4,01 1,53 -

Ala 10 7,91 4,38 1,49 -

Lys 11 8,04 3,93 1,95 y 1,38
01,63
€ 3,00

Asn 12 7,79 4,60 2,94 291 -

Val 13 8,02 4,06 2,26 y1,14y 1,01

Val 14 8,19 3,85 2,25 y 1,06 y 1,02

Gly 15 7,90 3,87 - -

Gly 16 8,38 3,95 - -

Leu 17 8,05 4,04 1,73

Ala 18 8,63 3,95 1,583 -

Ser 19 7,95 4,21 4,00 -

Lys 20 7,63 4,15 1,83 1,65 y 1,52

Val 21 8,16 3,59 2,23 y 1,06; 0,95

Met 22 8,31 4,21 2,151,97 y 2,62
02,76

Glu 23 7,88 4,11 2,22 2,2 y 2,59; 2,47

Lys 24 7,66 4,23 1,981,71 y 1,53
01,71
£2,98

Leu 25 7,89 4,23 1,741,78 01,60

Para se determinar a estrutura secundaria de forma rapida e simples
adotou-se um método chamado indice de deslocamento quimico (CSI) que
prevé a estrutura secundaria da cadeia principal (Wishart, 1992). A Figura
4.4 mostra a extensdo de estrutura secundaria em a-hélice pela presenca de

no minimo quatro “-1” (ndo necessariamente consecutivos), sendo o ponto
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de terminagdo caracterizado pela primeira aparicdo de dois *0”

consecutivos.

hélice hélice

Figura 4. 4. indice de deslocamento quimico para o peptideo ocellatina-
P1G16 a 1 mM em 100 mM SDS-d,s e 36TC.

Durante a atribuicdo observou-se um deslocamento quimico referente
ao residuo Val-13 acima do esperado para valina, porém dentro da faixa de
variacdo de deslocamento quimico (Biological Magnetic Resonance Data
Bank). Sugere-se entdo que ndo existe a quebra da estrutura nesta regiao
devido a presenca de +1 nesta posi¢cdo, mas que a este valor ocorreu devido
ao ambiente quimico deste residuo estar modificado pela sua vizinhanga
com a Asn-12, como observado pelo painel de NOE, Figura 4.5. Dessa
forma pela analise de CSI propdem-se a extensado de hélice compreendida
entre os residuos Leu-6 ao Lys-17.

Por meio de uma andlise dos sinais de NOESY, pdde-se observar a
presenca de NOEs classicos de estruturas helicoidais. O grande numero de
correlacdes observadas entre os hidrogénios aminicos pode ser associado a
alta estabilizacdo estrutural deste peptideo. Observaram-se correlacdes
inter-residuais i,i+3 e i,+4 para a maioria dos residuos, que s&o

caracteristicos de estruturas em a-hélice, indicando assim a presenca de um
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segmento helicoidal. A Figura 4.5 apresenta o diagrama de conectividade de

NOE a fim de se prever a extensao helicoidal do peptideo em estudo.

12345678 91011121314 15 1617181920 21 22 2324 25
GLLDTLKGAALNVVGGLASKVMEKL
dNN _ — _— llie—
Ao e — s
gy p— il - mil
dg (i) i+3) . I — .
Aoy (i) i+3) —
d,y (i, i+4) _ —
a-hélice

Figura 4. 5. Diagrama de conectividade de NOE. As intensidades das
interacOes dnn, dan € dpn €stéo representadas no diagrama com linhas de
diferentes espessuras, elas variam de acordo com as intensidades dos
sinais, como: fraca, media e forte. As interacfes de media distancia estao
representadas pelas linhas finas dun(i,i+3), dgg(i,i+3), sendo que a extensédo
de hélice do peptideo estd indicada pelo retangulo na parte inferior do
diagrama.

Foi detectado NOE inter-residual (i,i+4) envolvendo o segundo
residuo (leu-2), isto sugere a existéncia de um pequeno ordenamento
estrutural a partir desse residuo. O painel de NOE sugere uma estruturacao
em hélice entre os residuos Leu-2 a Lys-24.

A Figura 4.6 apresenta a ampliacdo do mapa de contornos de TOCSY
na regido Hy-Hq de impressao digital, onde se destaca a atribuicéo e posicéo
encontrada apos as analises de correlacdes do NOESY de cada aminoacido
presente no peptideo ocellatina-P1G16.
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Figura 4. 6. Mapa de contornos de TOCSY (500 MHz, H,O:D,O — 9:1).
Regido ampliada de Hy-Hq do peptideo ocellatina-P1G16 em 100 mmol.L™
de micelas de SDS-dys.

A numeracédo observada acima dos sinais (Figura 4.7) corresponde as
correlagbes encontradas para cada residuo na sequéncia primaria do
peptideo em estudo. Estas e outras correlagbes encontradas sdo de extrema
importancia para o célculo estrutural.

As correlacdes inter-residuais observadas possibilitaram ordenar os
sistemas de spins na sequéncia peptidica, conforme observado na Tabela
4.1. Essa numeracdo representa a seguinte sequéncia de aminoécidos na
cadeia peptidica: Gly-1 Leu-2 Leu-3 Asp-4 Try-5 Leu-6 Lys-7 Gly-8 Ala-9
Ala-10 Lys-11 Asn-12 Val-13 Val-14 Gly-15 Gly-16 Leu-17 Ala-18 Ser-19
Lys-20 Val-21 Met-22 Glu-23 Lys-24 Leu-25. O residuo de aminoacido Asn-
12 nédo foi observado no mapa de contornos de TOCSY, provavelmente
devido a maior dinAmica deste residuo de aminoacido, contudo atraves
mapa de contornos de NOESY ele p6de ser observado e sua posicéo

atribuida.
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Figura 4. 7. Ocellatina-P1G16 — Mapa de contornos de NOESY, regido de
impressdo digital, peptideo em 100 mmol.L de micelas de SDS-dys,

contendo as correlagdes atribuidas para esta regiao.
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4.1.3. Andlise estrutural — Ocellatina-P1G16

A partir do volume dos sinais presentes no mapa de contornos de
NOESY, foram obtidas as restricbes de distancias correspondentes a cada
correlacdo. Esses dados foram adicionados em uma Tabela de restrigdes.
Conforme observado na Tabela 4.2 foi utilizado um conjunto de 196
restricbes de distancia, resultando em uma média final de 8,17 restricbes
para cada residuo de aminoacido. O conjunto de restricbes de média
distancia foi responsavel pela maior parte das informacdes estruturais.
Somente apos certificada a presenca de estrutura em a-hélice (isto para nao
forcar uma estrutura erroneamente) foi adicionada 40 restricdes de distancia,
referentes as ligacdes de hidrogénios que sdo formadas nesse tipo de
estrutura.

As restricdes de ligacdo de hidrogénio foram inseridas a cada quatro
residuos de aminoacidos (n + 4). Isso porque as a-hélices sao estruturas

espiraladas, portanto estabilizadas por uma rede de interacdes de hidrogénio
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ao longo do esqueleto peptidico entre os grupos C=0 e N-H (Deber e Li,
1995).

Tabela 4. 2. Estatistica para as 20 estruturas do peptideo ocellatina-P1G16.

RestricOes utilizadas 196
Intra-residuos 57
Sequencial 46
Média distancia (1<|i-j|<5) 53
Ligacao de hidrogénio 40

4.1.4. Estruturas calculadas para o peptideo ocella  tina-P1G16

Apds as etapas descritas no tépico 3.4.1.4, obtiveram-se 20
estruturas finais de um total de 200 estruturas calculadas. Elas foram
selecionadas para representar a familia de estruturas do peptideo ocellatina-
P1G16 (Figura 4.8) devido apresentarem as estruturas de menor energia no
arrefecimento simulado. Os hidrogénios nesta Figura foram omitidos para
melhor visualizacdo. A seta abaixo da figura indica a regido N-terminal e C-

terminal.

Figura 4. 8. Sobreposicdo das vinte estruturas de menor energia do
peptideo ocellatina-P1G16.

A estrutura do peptideo ocellatina-P1G16 de menor energia (Figura
4.7), na presenca de micelas de SDS-dys, apresentou-se
predominantemente helicoidal, em uma a-hélice regular que abrange a

regido entre os residuos Leu-3 e Lys-24.
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Figura 4. 9. Representacdo em fita da estrutura de menor energia do
peptideo ocellatina-P1G16 em presenca de micelas de SDS-dys.

As estruturas obtidas no calculo estrutural concordam com as
estruturas esperadas a partir das analises de indice de deslocamento

guimico e diagrama de conectividade realizadas nos topicos 4.1.2.

4.1.5. Minimos de desvio médio quadratico (RMSD)

As 20 estruturas com menor energia foram analisadas por meio do
programa PyMOL (DelLano, 2002). Sendo RMSD a medida de quanto a
posicdo de cada atomo em uma estrutura varia para um conjunto de
conformeros, a sobreposicao da cadeia principal das 19 estruturas de menor
energia com a primeira estrutura de menor energia forneceu valores
individuais de minimos de desvio médio quadratico em relacdo a estrutura
de menor energia. A média RMSD das 20 estruturas para o peptideo
ocellatina-P1G16 correspondeu a um bom valor de RMSD visto que este se
apresenta 1 < RMSD > 0,5. Estes dados confirmam a boa geometria da
familia de estruturas obtidas visto que as cadeias laterais apresentam uma
boa flexibilidade conformacional (Figura 4.10).

A Tabela 4.3 apresenta os valores de desvio médio quadratico para
toda a cadeia principal do residuo 1 ao 25 e para a regiao da cadeia principal
em hélice entre os residuos 3 e 24, respectivamente. A diferenca entre os

dois valores mostra a flexibilidade das extremidades ndo estruturadas.
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Figura 4. 10. Sobreposicao das trés estruturas de menor energia.

Tabela 4. 3. Estatistica dos desvios médios quadrat  icos

RMSD A
Cadeia principal (residuos 1-25) 0,87 £0,25
Cadeia principal (residuos 3-24 ) 0,62 £0,24

4.1.6. Ramachandran

Em 1963, Ramachandran e seus colaboradores criaram um modelo
de esferas rigidas, conhecido como grafico de Ramachandran. Nele s&o
mostradas regides de angulos ¢ e w estéricamente permitidos, com base
nos angulos de Van Der Waals. O método baseia-se na exclusao por
impedimento estérico, ou seja, quando atomos ocupam 0O MesSmo espaco
(Ramachandran et al., 1963). Para determinar conformacdes permitidas, a
distancia de ligacdo entre residuos de atomos adjacentes & examinada
usando o critério de menor distancia de contato de Van der Waals. O angulo
de torcdo ¢ é definido pela regido Ci_;-N;-C4-C;, e 0 angulo y pela tor¢cao N;-
C4i-Ci-Ni+1(Ramakrishnan e Ramachandran, 1965).

As estruturas obtidas a partir de dados experimentais estao sujeitas a
algumas fontes de erros, tanto experimental quanto na interpretacdo dos
resultados, estes erros que podem ser introduzidos durante o processo de
construcdo e refinamento das estruturas, podendo resultar em orientacdes
peptidicas incorretas. Desta forma utilizando o modelo de Ramachandran é
possivel medir o qudo bom o modelo final se ajusta aos dados experimentais

(Kleywegt e Jones, 1996). Portanto é importante uma avaliagdo da qualidade



das estruturas, que foram analisadas através do grafico de Ramachandran
(Figura 4.11), gerado por meio do programa procheck (Laskowski, 1993).
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Figura 4. 11. Ocellatina-P1G16 - Sobreposicdo dos 20 diagramas de
Ramachandran.

No grafico de ramachandran observam-se: regides em vermelho
[A,B,L], que indicam que os residuos integrantes dessa regido apresentam
conformacdes sem impedimento estérico e sdo denominadas de regides
favorecidas; regides em amarelo escuro [a, b, |, p], que indicam
conformacdes menos estaveis que a anterior, devido a aproximacdo de
atomos e sdo denominadas de permitidas; regides em amarelo claro [~a, ~b,
~l, ~p], que indicam que sdo acessiveis através da flexdo dos angulos e

comprimentos da ligacdo, sendo energeticamente menos estavel, mas
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possiveis, e denominadas de menos permitidas. A area branca é uma regiao
proibida com ocorréncia de impedimentos estereoquimicos (Ramakrishnan e
Ramachandran,1965).

As regides A e L sao regides caracteristicas de a-hélice e a regido B
de folhas betas. A média dos 20 diagramas de Ramachandran obtidos para
cada estrutura mostra que 91% dos angulos ¢ e w do peptideo ocellatina-
P1G16 encontram-se em regides mais favorecidas de a-hélice, 4,5% em
regides permitidas, 4,5% em regides menos permitidas e 0% na regido
proibida. A Figura 4.11 apresenta a sobreposicdo dos diagramas da familia
de 20 estruturas do peptideo ocellatina-P1G16. A Leu-2 € o Unico residuo
observado em regides menos permitidas isso porque ele esta localizado
proximo a extremidade N-terminal onde ndo ocorre a estabilizacdo da hélice.

A analise dos diagramas de Ramachandran mostra que as estruturas
obtidas apresentam um bom modelo devido a auséncia de residuos na
regido desfavorecida. Em contrapartida, a maior parte dos residuos esta
localizada e agrupada na regido mais favorecidas de a-hélice. A estrutura
helicoidal fica evidenciada no grafico de Ramachandran, devido a maioria
dos residuos localizarem-se nas regides A e L, caracteristicas de a-hélice
(Hovmodller, 2002).

4.1.7. Troca hidrogénio-Deutério ocellatina-P1G16

A espectroscopia de RMN é uma ferramenta também utilizada para
estudar a dindmica e estabilidade de peptideos. Uma das formas para se
realizar esse estudo é através do monitoramento, da troca do hidrogénio por
deutério (troca H/D). Os experimentos de TOCSY podem fornecer
informacdes sobre a exposi¢do dos residuos ao solvente através da troca
dos hidrogénios ligados aos nitrogénios da cadeia principal por deutério (Chi
et al., 2002). O deutério ndo apresenta sinal no mapa de contornos de RMN
de 'H.

Através desse experimento, foi observada a atenuacdo do sinal de
alguns residuos de aminoéacidos na regido Hy-Hg, indicando a troca de
hidrogénio pelo deutério do solvente, que foi favorecida pela maior

acessibilidade do solvente a determinados residuos de aminoacidos. Esse
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fato corrobora a informacao de Chi e colaboradores (2002), o qual observou
também que a cinética de troca H/D é governada pela localidade dos
residuos.

A cinética de atenuacao dos sinais de correlacdo Hy-H, dos mapas de
contornos de TOCSY, ap0s a adicdo de D,O estd apresentada na Figura
4.8, os numeros acima de cada sinal no mapa de contornos correspondem
as suas posi¢des na sequéncia primaria do peptideo.

Conforme pode ser observado na regidao de Hy-Hq, Figura 4.12 B, do
mapa de contornos de TOCSY, a troca de hidrogénio por deutério ocorreu
para os residuos de aminoacidos Leu-2 Leu-3 Try-5 Leu-6 Gly-8 Ala-9 Asn-
12 Gly-15 Ala-18, apos 2 horas e 24 minutos e apds 10 horas e 24 minutos
havia trocado somente Leu-2 Leu-3 Try-5 Leu-6 Lys-7 Gly-8 Ala-9 Asn-12
Gly-15 Ala-18. A rapida troca H/D indica a maior acessibilidade do solvente a
estes residuos de aminoacidos. Nao foi possivel inferir se houve troca H/D
para os residuos Gly-1 e Asn-12, pois sdo muito labeis. Os mapas de
contornos apresentados estdo com baixa resolucdo devido ao pouco namero
de varreduras utilizado.

A pequena atenuacgdo do sinal observada para os residuos hidrofilicos
Gly'® e Met?? é explicada pelo fato desses aminoacidos se encontrarem na
transicdo da face hidrofébica para a hidrofilica da a-hélice anfipatica,
encontrando-se na interface entre a regido polar e o interior hidrofébico da
micela.

A Figura 4.13 (pag. 59) apresenta destacado em verde, os residuos
que sofreram a troca H/D e que, portanto, estdo expostos ao solvente.
Observaram-se o0s detalhes moleculares de exposicdo do peptideo
ocellatina-P1G16 ao solvente e assim, foi possivel propor um modelo de
interacdo dessa molécula com as micelas de SDS-d,s. A regido da estrutura
destacada em azul representa os residuos de aminoacidos que n&o
sofreram troca H/D, estando, portanto estes residuos em contato com a

micela ou formando ligacoes de hidrogénio resistentes impedindo a troca.
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Figura 4. 12. Mapas de contornos de 'H TOCSY da regido de impress&o
digital (N4-H,) peptideo ocellatina-P1G16 em SDS-dys, a 36 C. A) antes da
adicdo de D,O e B) 10 horas e 24 minutos apos a adi¢ao de D,0.
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Figura 4. 13. Ocellatina-P1G16 - Estrutura de menor energia com o0s

residuos que sofreram troca H/D em verde e os residuos que ndo trocaram
em azul.

E importante enfatizar que os residuos Ser-19 Lys-20 Val-21 Met-22
Glu-23 Lys-24 Leu-25 nao trocaram, provavelmente por estarem protegidos.
Sendo assim, com base na troca H/D e no experimento de dicroismo circular
propdem-se que o peptideo ocellatina-P1G16 apresenta uma orientacéo
paralela a superficie da membrana, porém com a porgdo C-terminal
mergulhada na micela de SDS entre os residuos Ser-19 e Leu-25. Este fato
pode ser confirmado pelo experimento de dicroismo circular (Figura 4.1) que
mesmo a 95T o peptideo ainda apresenta 33% de sua estrutura

secundaria.

4.1.8. Efeitos eletrostaticos

A estrutura do ocellatina-P1G16 inclui quatro residuos de aminoacidos
carregados positivamente (Lys’, Lys', Lys®, Lys*) e dois carregados
negativamente (Asp?, GIu?).

Bechinger (2004) em seu trabalho constatou a importancia do caréater
cationico na intercdo do peptideo com a superficie das membranas de
bactérias e de outros microrganismos, devido a cationicidade favorecer a
afinidade dos peptideos pelos fosfolipidios &cidos (carregados
negativamente).

Para se observar a contribuicdo do caréater cationico do peptideo na
interacdo com 0 meio mimetico, destacaram-se o0s residuos carregados

positivamente em rosa (Figura 4.14).
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A interacdo eletrostatica na estabilizacdo da conformacgédo helicoidal
foi constatada para o peptideo ocellatina-P1G16, devido os residuos
cationicos, destacados em rosa, apresentarem-se na face hidrofilica,
correspondente a face proposta de interacdo com superficie da micela de
SDS-dys. Esta constatacdo se confirmou o0s resultados de troca

Hidrogénio/deutério e anfipaticidade.

Figura 4. 14. Ocellatina-P1G16 — Estrutura helicoidal de menor energia, com
0s quatro residuos catidnicos destacados em rosa.

4.1.9. Anfipaticidade

A anfipaticidade é caracterizada pela presenca de duas faces distintas
na estrutura do peptideo, uma polar e outra hidrofébica. Portanto para se
observar a presenca de anfipaticidade na estrutura do peptideo ocellatina-
P1G16, utilizou-se como base a sequéncia priméria (Tabela 3.1),
destacando-se os residuos de acordo com sua polaridade na estrutura
terciaria.

A anfipaticidade do peptideo foi calculada utilizando o mini aplicativo
HydroMCalc, que utiliza a escala de hidrofobicidade consenso combinada
(CCS) baseada na projecao de Edmundson
(http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/HydroCalc/HydroMCalc.html#run).

A Figura 4.15 mostra a projecdo de Edmundson para o peptideo
ocellatina-P1G16. Os calculos de momento hidrofobico relativo indicaram
que a estrutura do peptideo apresenta-se com aproximadamente 36% em a-
hélice anfipatica. Essa caracteristica explica a pouca afinidade deste

peptideo pelas membranas neutras e zwitteridnicas.
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Figura 4. 15. Projecdo de Edmundson para o peptideo ocellatina-P1G16. O
tamanho das barras € proporcional ao valor do indice de hidrofobicidade (Hi)
do residuo. Os residuos hidrofébicos e hidrofilicos sdo destacados atraves
das cores.

A habilidade deste peptideo em se estruturar numa conformacao
helicoidal com arranjo anfipatico provavelmente esta contribuindo para a
atividade do mesmo, como observado por Giangaspero, que associou 0
aumento da atividade com o aumento da anfipaticidade (Giangaspero et al.,
2001). Todos os residuos hidrofébicos, assinalados na Figura 4.15, Leu-2
Leu-3 Leu-6 Val-13 Val-14 Leu-17 Val-21 Met-22 Leu-25, estéo localizados

na mesma face hidrofébica da estrutura calculada (Figura 4.16).
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Figura 4. 16 . Demonstracao frontal a direita da estrutura de menor energia e
a direita das 20 estruturas sobrepostas. Os residuos hidrofobicos foram
destacados em azul e os hidrofilicos em verde, a regido C-terminal sai do
plano.

4.1.10. Modelo proposto para o peptideo ocellatina- P1G16

As faces de interacédo proposta pelo experimento de troca H/D, pela
andlise de anfipaticidade e hidrofobicidade e de efeitos eletrostaticos
apontam a mesma face de interacao peptideo/micela, sendo assim a Figura
4.17 apresenta um modelo ilustrativo, da provavel forma de interacao do
peptideo ocellatina-P1G16 a superficie da micela. Na figura os residuos de
aminoacidos destacados em azul correspondem aos residuos polares e os
verdes apolares.

Como observado pela troca H/D e confirmado pelo dicroismo circular,
0 peptideo se apresenta com a por¢do C-terminal mergulhado na micela,
sendo assim a figura a seguir ilustra um modelo proposto a partir das
andlises realizadas neste trabalho.
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Figura 4. 17. Modelo proposto para a orientacdo do peptideo ocellatina-
P1G16 na superficie das micelas de SDS-dzs, em azul estdo destacados os
residuos que ndo sofreram troca H/D e em verde residuos que trocaram.
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4.2. Investigacao estrutural do peptideo hilina al

4.2.1. Andlise de dicroismo circular (CD)

O comportamento estrutural do peptideo em funcdo da temperatura
foi avaliado através da andlise de dicroismo circular. A presenca de valores
POSItivos Amax Proximos a 190 nm e minimos intensos em Amax 208 € 222 nm,
indicam a presenca de estrutura em a-hélice (Krittanai, 1997). A 25 °C, o
peptideo apresentou o maximo de conformacéo equivalente a 53% e a 95 °C
permaneceu ainda 18,5% da estrutura do peptideo em hélice (Figura 4.18).
Observou-se ainda, que a estabilidade desses peptideos esta diretamente
ligada a variacdo da temperatura. Com o aumento de 25 T para 95 C, os
minimos em Amax 208 € 222 nm ficaram cada vez menos intensos, indicando

a diminuicdo da estruturacdo em a-hélice.

—25<T
—30<T
—35<T
—40<T
—45<T
—50C
—55C
—60<T
—65<T
—70<C
—75<T

80T
—85CT
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—95 T

50+
w0
30;
20+
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[6] x10° (deg cm” dmol™)

-10 4

-20 4

-30 — T - T T T T T T 1T T 1T T T T T
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270

A (nm)

Figura 4. 18. Espectro de CD de 39,7 uM do peptideo hilina al em SDS e
H20, [0]222 nn €M funcao de A (nm).

Estudos realizados por Castro e colaboradores (2009), através da

espectroscopia de CD, mostraram que 83% da estrutura do peptideo hilina



al apresentava-se em a-hélice na presenca de TFE, este maior valor se
deve inducdo de estrutura por parte deste meio mimético.

A Figura 4.19 mostra dois espectros de CD a 25 °C. Em preto o
espectro de CD do peptideo antes de ser submetido ao aumento de
temperatura e em vermelho apds elevar a temperatura a 95 °C e resfria-la
novamente a 25 °C. Observa-se que mesmo apds ser submetido a uma
temperatura elevada o peptideo ndo modifica sua estabilidade

conformacional.
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Figura 4. 19 . Espectro de CD da hilina al na temperatura de 25°C, antes e
apos submeté-la ao aumento de temperatura.

4.2.2. Atribuicdo dos sinais de RMN da hilina al, a travées dos
experimentos bidimensionais.

Os valores de deslocamentos quimicos dos nicleos de 'H para o
peptideo hilina al (Tabela 4.4), em micelas de SDS-d;s, foram encontrados
utilizando como referéncia os valores Tabelados para os vinte aminoacidos

essenciais do anexo A.
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Os espectros de TOCSY e COSY forneceram informagdes a respeito
do sistema de spins e deslocamentos quimicos dos hidrogénios das cadeias
laterais, respectivamente, conforme descrito no tépico 3.4.1.1 (pag.37) e
3.4.1.2 (pag. 38). Dessa forma, foram atribuidos os deslocamentos quimicos
dos hidrogénios das cadeias laterais (Hq, Hg, Hy,, Hs € H;) dos residuos de
aminoacidos. Tais sinais foram observados facilmente uma vez que a cadeia
peptidica é pequena e a sobreposicdo e/ou alinhamento de sinais € quase
inexistente. Os valores encontrados de deslocamentos quimicos das cadeias
laterais estdo apresentados na Tabela 4.4 (quarta e quinta coluna).

O hidrogénio da ligacdo N-H do residuo prolina na posigéo, ndo pode
ser observado, devido o nitrogénio estar ligado a cadeia lateral do
aminoacido ndo apresentado assim proton aminico.

Conforme observado na a Figura 4.20 as técnicas de TOCSY e
NOESY possibilitaram inferir somente sobre a o deslocamento quimico dos
residuos de aminoacidos. Contudo a localizagdo dos aminoacidos na

sequéncia peptidica so foi possivel com o experimento de NOESY.

*H @pm)

o
=

Asn

8,60 8,00 760 740 7,20 7,00

‘Hfgherﬂ)
Figura 4. 20. Mapa de contornos de TOCSY (500 MHz, H,0:D,0 — 9:1) para
a hilina al. Ampliacdo da regido de Hy-H, e cadeias laterais.
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As correlagbes observadas no mapa de contornos de NOESY

possibilitaram ordenar os sinais na sequéncia peptidica, conforme observado

abaixo. Essa numeracao representa a seguinte sequéncia de aminoacidos
na cadeia peptidica: lle-1 Phe-2 Gly-3 Ala-4 lle-5 Lys-6 Pro-7 Leu-8 Ala-9
Leu-10 Gly-11 Ala-12 Leu-13 Lys-14 Asn-15 Leu-16 lle-17 Lys-18.

As

informacdes de conectividade foram obtidas através do

experimento de NOESY que forneceu informacbes de acoplamentos de

protons que estdo proximos a uma distancia inferior a 5 A.

Tabela 4. 4. Deslocamentos quimicos de RMN de *H (ppm) para o peptideo
hilina al em solu¢do micelar 100 mmol.L-SDS-dys, a 25C.

Residuo 6NH 6H(’1 6H[3 6outros
lle 1 8,34 3,84 1,8 y 0,85; 1,28
00,78
Phe 2 8,34 4,62 3,33 3,30 07,27
Gly 3 8,35 4,01 - -
Ala 4 8,10 4,38 1,48 -
lle 5 7,92 y 1,30; 0,95
4,08 2,06 50.95
Lys 6 8,19 4,25 1,77 1,58 y 1,61
00,91
Pro 7 - 4,28 2,38 2,06 y 2,09
0 3,63
Leu 8 7,11 4,19 1,68 1,99 0 0,93; 0,89
Ala 9 8,43 4,06 1,48 -
Leu 10 8,57 4,05 1,74 y 1,68
6 0,82; 0,87
Gly 11 7,99 3,94 3,78 - -
Ala 12 7,86 4,30 1,53 -
Leu 13 8,28 4,07 1,82 1,66 0 0,92; 0,99
Lys 14 8,34 1,891,90 y 1,38
3,86 01,68
€2,96; 7,49
Asn 15 7,72 4,49 2,93 2,88 0 7,626,85
Leul6 7,96 4,19 1,69 1,88 y1,68
00,95 0,90
lle 17 7,84 3,94 y 0,93 1,27
1,95 50,86
Lys 18 7,95 4,23 1,87 1,82 y 1,49
01,68
€3,01; 7,77

A determinacéo da estrutura secundaria de forma rapida e simples foi

realizada pelo método do indice de deslocamento quimico (CSI) (Wishart,
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1992). A Figura 4.21 prevé a estrutura secundaria da cadeia principal em a-
hélice entre os residuos Leu-6 e Leu-16.

0_ r ¢ T T©r T T 1 T 1T BN ! L L
FGAL‘L|HAH‘L
.4

0 hélice 0

Figura 4. 21. Indice dedeslocamento quimico (CSl), valores iguais a -1
indicam estruturacao em hélice.

Os sinais de NOESY indicaram a presenca de um segmento
helicoidal devido a presenca de NOEs inter-residuais i,i+3 e i,i+4, para a
maioria dos residuos de aminoacidos. A Figura 4.22 ilustra as correlacdes de
meédia distancia de NOE observadas para a maioria dos residuos, sugerindo
um arranjo helicoidal bem definido.

Na analise dos dados da Figura 4.22, destaca-se inicialmente a nao
deteccéo de correlagbes envolvendo os sinais dos Hy dos residuos 1 e 2,
apresentando entdo um forte indicio de que esses residuos ndo estdo muito
bem estruturados. A extensdo de hélice pdde ser prevista pela presenca de
hidrogénios aminicos, o painel sugere uma estruturacdo helicoidal entre os

residuos Gly-3 e lle-17.
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Figura 4. 22. Diagrama de conectividade de NOE inter-residuais,
sequenciais e de médias distancias. As intensidades das interacdes dnn , dan
e dgn estdo representadas no diagrama com linhas de diferentes
espessuras, elas variam de acordo com as intensidades dos sinais, como:
fraca, media e forte. As interacfes de media distancia estdo representadas
pelas linhas finas dqn(i,i+3) e dan(i,i+4), sendo que a extensdo de hélice do
peptideo esta indicada pelo retangulo na parte inferior do diagrama.

Na Figura 4.23, sdo observadas as atribuicbes das correlacdes dos
residuos de aminoacidos, correspondentes aos acoplamentos Hy-Hq, de
impressao digital.

As regides do mapa de contornos de NOESY contendo NOEs de Hy-
Hq (82= 7-8,6 &:= 2,7-4,3), Figura 4.24, Hy-Hy (8= 7,5-8,7 6:= 7,6-8,8), e
cadeias laterais (0,= 7,5-8,7 ;= 0,8-3,2), forneceram informacdes a respeito
da estrutura do peptideo. As numeracdes acima dos sinais de NOESY
equivalem as correlagbes encontradas de conectividade através do espaco

de protons proximos espacialmente.
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Figura 4. 23 . Mapa de contornos de TOCSY (500 MHz). Regidao de Hy e Hgq

ampliada da hilina al em solucéo micelar de SDS-d,5 100 mmol.L™.
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Figura 4. 24. Mapa de contornos de NOESY (500 MHz). Regido de Hy-Hq
ampliada correspondente ao peptideo hilina al em solucdo micelar 100
mmol.L™" de SDS-das.
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Vale ressaltar que nos experimentos de RMN realizados para o
peptideo hilina al, o tampéo fosfato pode ter gerado interferéncias nos
espectros, pois a tendéncia do fosfato é competir com o peptideo pela
micela, aumentando assim a dinamica do peptideo com o meio, ora micela,
ora solucdo. Portanto sem o tampao fostato tem-se o peptideo totalmente
imerso na micela e sem ambiguidades de sinais, permitindo assim melhor
determinacao estrutural. Outro fator também importante, para melhorar a
resolucdo dos experimentos, seria utilizar um meio mimético de TFE para

melhor visualizacdo da regido de Hy-Hy.

4.2.3. Andlise estrutural — hilina al

A partir do volume dos sinais de NOE, foram obtidas as faixas de
distancias para cada sinal. Em posse desses dados construiu-se uma Tabela
de restriges. A andlise Estatistica das restrices utilizadas esta apresentada
na Tabela 4.5. Utilizou-se um conjunto de 179 restricdes de distancia para o
calculo das estruturas do peptideo hilina al, resultando em uma meédia final
de 9,9 por residuo. Apds certificada a presenca da estrutura a-hélice, 22

restricbes referentes a ligacéo de hidrogénio foram adicionadas.

Tabela 4. 5. Anadlise estatistica das 20 estruturas do peptideo hilina al.

RestricOes utilizadas 179
Intra-residuos 60
Sequencial 51
Média distancia (1<|i-j|<5) 46
Ligac&o de hidrogénio 22

4.2.4. Estruturas calculadas para o peptideo hilina al

A estrutura calculada para o peptideo hilina al é bem definida na
regido de a-hélice, entre residuos lle-5 a lle-17, como evidenciado pela
Figura 4.25 que mostra a superposicado dos 20 modelos de menor energia. A
extremidade N-terminal da estrutura ndo apresenta boa sobreposicao devido
a esses residuos de aminoacidos nédo se apresentarem estruturados em a-

helice, como ja era esperado pelo painel de NOE.
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> -C

Figura 4. 25. Sobreposicao da familia de vinte estruturas de menor energia,
os hidrogénios foram omitidos para melhor visualizacao.

A Figura 4.26 representa a estrutura de menor energia do conjunto de
20 estruturas. Pode-se observar que o peptideo na presenca de micelas de

SDS-d,s5 apresenta uma a-hélice regular entre os residuos lle>lle?’.

N- € > -C
Figura 4. 26. Representagcdo em fita da estrutura de menor energia do
peptideo hilina al em presenca de micelas de SDS-ds

As estruturas obtidas nos calculos estruturais concordam com as
estruturas esperadas a partir das andlises de chemical shift index e
diagrama de conectividade realizadas no topico 4.2.2. A Figura 4.26 mostra
a tendéncia na formacgdo de hélice iniciando a partir do residuo Gly-3 como
indicado no painel de NOE e a estruturacao em hélice a partir do residuo lle-

5 como esperado pelo CSI.
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4.2.5. Minimos de desvio médio quadratico (RMSD)

As 20 estruturas com menor energia foram analisadas por meio do
programa PyMOL (DeLano, 2002). A sobreposicdo da cadeia principal
forneceu valores individuais de desvio meédio quadratico em relacdo a
estrutura de menor energia. A média RMSD das 20 estruturas para o
peptideo hilina al (Tabela 4.6) mostrou que as estruturas obtidas para o
peptideo apresentam boa geometria, porém quando se alinhou apenas a
regido estruturada em a-helice este valor diminuiu bastante evidencando que
as cadeias laterais estdo com pouca mobilidade principalmente no centro da
estrutura, como pode ser observado pela sobreposicéo as trés estruturas de
menor energia (Figura 4.22).

N- €

Figura 4. 27. Sobreposi¢cao das trés estruturas de menor energia.

A Tabela 4.6 apresenta os valores de desvio médio quadratico para a
cadeia principal do residuo 1 ao 18 e para a regidao da cadeia principal em a-

hélice, entre os residuos 3 e 24, respectivamente.

Tabela 4. 6. Estatistica dos desvios médios quadraticos

RMSD
Cadeia principal (residuos 1-18) 0,78 +0,23
Cadeia principal (residuos 5-17) 0,35+0,13

4.2.6. Ramachandran

Os angulos ¢ e w do peptideo hilina al foram avaliados para se
determinar a qualidade das estruturas. Para isso, foram analisados os 20

diagramas de Ramachandran de cada estrutura que compdem a familia de
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estruturas do peptideo hilina al. A média dos 20 diagramas mostra que

85,4% dos angulos ¢ e y encontram-se em regides mais favorecidas de a-

hélice, 14,6% em regides permitidas e 0,0% em regides menos permitidas e

proibidas. A Figura 4.28 apresenta a sobreposicdo dos diagramas de

Ramachandran das 20 estruturas de menor energia do peptideo hilina al.
180 - -

135-

S0

Ps1 (degrees)

180
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]

80 -135 90 45 0 45 90 1
Phi (degrees)
Figura 4. 28. Hilina al - Sobreposicao dos 20 diagramas de Ramachandran.
A andlise dos diagramas de Ramachandran mostra que as estruturas
obtidas apresentam um bom modelo, pois, ndo apresentam residuos na
regido desfavorecida. A maior parte dos residuos esta localizada em regides
mais favorecidas. A estrutura de a-hélice fica evidenciada no gréafico de
Ramachandran, devido a maioria dos residuos se localizarem na regiao

caracteristica de a-hélice, ¢ de -60° e w de -40° (Hovmoller, 2002).
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4.2.7. Troca Préton-Deutério para a hilina al

Observando a regidao Hn-Hg (Figura 4.29 a, b, ¢ e d) dos Mapas de
contornos de TOCSY para peptideo hilina al observa-se a troca de
hidrogénio por deutério dos varios residuos de aminoacidos ao longo das 3
horas de experimento. Esta troca relativamente rapida foi favorecida pela

maior acessibilidade do solvente aos residuos de aminoacidos.
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Figura 4. 29. Mapas de contornos de TOCSY da regido de impressao digital
(Ny-Hy) do peptideo hilina al em SDS-dys a 25 C. a) antes da adicédo de
D0, b) 2 horas, c) 3 horas e d) 4 horas ap0s a adi¢cao de D,0.

ApoOs 3 horas de experimento houve a atenuacdo dos sinais dos
aminoacidos Phe-2 Ala-4 Leu-10 Gly-11 Ala-12 Leu-13 Lys-14 e Asn-15
(Figura 4.30). A ndo atenuacao dos sinais lle-5, Ala-9 e lle-17 se deve ao
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fato de que esses aminoacidos encontravam-se na face hidrofobica e os
residuos Leu-8 e Lys 18 estavam na interface de interacdo entre a face
hidrofébica e a hidrofilica da a-hélice anfipatica. Apés 4 horas de
experimento haviam sido atenuados completamente os sinais dos residuos

de aminoacidos Phe? Gly® Ala* Lys® Leu® Gly** Ala*? Leu®® Lys** Asn®®.

Figura 4. 30. Hilina al - Estrutura de menor energia com o0s residuos que
sofreram troca H/D em azul e os residuos que nao trocaram em verde, apds
3 horas de experimento.

4.2.8. Efeitos eletrostaticos

A estrutura helicoidal da hilina al inclui dois residuos de aminoacidos
carregados positivamente, devido aos residuos alcalinos Lys* e Lys'® e
nenhum carregado negativamente.

Para se observar a contribuicdo do carater catiénico do peptideo hilina
al na interacdo com o meio mimetico (Bechinger, 2004), os residuos

cationicos foram destacados na cor rosa (Figura 4.31).

5

Figura 4. 31. Hilina al — Localizacdo dos 4 residuos catiénicos (rosa) na
estrutura helicoidal.

Os residuos catidnicos ndo se localizaram na face hidrofébica da
estrutura. Portanto sugere-se que atividade hemolitica deste peptideo néo

esta ligada a cationicidade. Os efeitos eletrostaticos destes residuos néo se
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mostraram importantes na estabilizacdo conformacional, para a interacao do

peptidio com a superficie da micela de SDS-d5s.

4.2.9. Anfipaticidade

O peptideo hilina al quando na presenca do meio mimético sofreu
mudancas conformacionais adotando uma estrutura helicoidal anfipatica. A
Figura 4.32 mostra a projecdo de Edmundson para o peptideo hilina al. Os
calculos de momento hidrofobico relativo indicou que a estrutura do peptideo

apresenta-se com aproximadamente 51% da estrutura em a-hélice

anfipatica.
Edmunsan projection
i1
[I5]
if
|16
k18 2
113
k14 16
7
110
B Muito hidrofébico [ ] Moderamente hidrofébico
D Moderamente hidrofilico . Muito hidrofilico
. Neutro

Figura 4. 32. Projecdo de Edmundson para o peptideo ocellatina-P1G16. O
tamanho das barras € proporcional ao valor do indice de hidrofobicidade (Hi)
do residuo.
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Os resultados obtidos concordam com os encontrados por Castro e
colaboradores (2009), que atribui a atividade hemolitica desse peptideo a
sua conformacéao anfipatica.

Todos os residuos hidrofobicos (lle-1 Phe-2 lle-5 Lys-6 Leu-8 Leu-10
Leu-13 Leu-16 e lle-17) foram assinalados na estrutura calculada em verde
(Figura 4.33), eles apresentaram-se localizados na face hidrofobica de
interacdo do peptideo com a micela, estando também os residuos neutros
Ala-9 e Ala-12 na face de interacédo hidrofobica.

Figura 4. 33. Demonstracao frontal a direita da estrutura de menor energia e
a direita das 20 estruturas sobrepostas. Os residuos hidrofobicos foram
destacados em azul e os hidrofilicos em verde, a regido C-terminal sai do
plano.

4.2.10. Modelo proposto para o peptideo hilina al

Os detalhes moleculares de como o peptideo hilina al interage com
as micelas de SDS-d,s, podem ser observados a partir da representacao da
Figura 4.34. Propbe-se que a regiao em azul (apolar) é a face da estrutura
gue interage com a superficie da micela, e a regiao em verde (polar) a face
que esta exposta ao solvente.

A analise do mapa de contornos de TOCSY (Figura 4.29) evidenciou

gue os residuos lle-5, Ala-9 e lle-17 ndo estdo expostos ao solvente,
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corroborando com a andlise de anfipaticidade. Portanto, estes residuos
estdo localizados na face hidrofébica, demostrando assim estarem
orientados paralelamente a superficie da micela de SDS-d,s. A Figura 4.34
apresenta um modelo ilustrativo da forma de interacdo do peptideo com a

micela.

Figura 4. 34. Modelo proposto para a orientacdo do peptideo hilina al na
superficie das micelas de SDS-d;s, em azul estdo destacados os residuos
gue nao sofreram troca H/D e em verde residuos que trocaram.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos possibilitaram a compreensao do
comportamento dos peptideos em ambientes que mimetizaram as condi¢des
de membranas biologicas, bem como a localizacdo de seus sitios ativos.

Os estudos estruturais realizados atraveés da espectroscopia de RMN
mostraram que os peptideos ocellatina-P1G16 e hilina al apresentam-se em
a-hélice entre os residuos Leu-3 a Lys-24 e lle-5 a lle-17, respectivamente.
O peptideo ocellatina-P1G16 apresentou 36% de sua estrutura em a-hélice
anfipatica e o hilina al 51%.

A espectroscopia de CD mostrou que mesmo com 0 aumento da
temperatura os peptideos ndo perderam totalmente sua estruturacédo e que
ambos apresentaram conformacdo maxima a temperatura de 25 °C. Esta
técnica indicou que o peptideo ocellatina-P1G16 e hilina al apresentavam-
se com 48% e 53%, respectivamente, de suas estruturas secundarias em a-
hélice.

Os experimentos de troca H/D mostraram a rapida troca de hidrogénio
por deutério, favorecida pela maior acessibilidade do solvente a
determinados residuos de aminodacidos. Propde-se que ambos o0s peptideos
interagem paralelamente a superficie da micela de SDS.

A espectroscopia de RMN pbde apresentar a conformacdo das
estruturas dos peptideos em 72% de a-hélice para o peptideo hilina al e
88% para ocellatina-P1G16, bem como a exata localiza¢do dos residuos de
aminoécidos e sitios ativos, na estrutura.

As analises de polaridade, anfipaticidade, interacdo eletrostatica e
troca H,O/D,0, confirmam o modelo proposto, pois apontaram a mesma
face de interacdo dos peptideos com a membrana. Essas caracteristicas
estruturais tornam os esses peptideos candidatos promissores para o0
desenvolvimento de um novo composto antimicrobiano. Estes resultados
possibilitam o desenvolvimento de derivados sintéticos modificados, com o

objetivo de aumentar sua eficacia, seletividade e especificidade.
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Anexo A. Deslocamento quimico de hidrogénio para os

ANEXOS

aminoacidos essenciais (adaptado de Wuthrich, 1986)

20 residuos de

Residuo NH Ha HB Outros
Gly 8,39 3,97 - -
Ala 8,25 4,35 1,39 -
Val 8,44 4,18 2,13 yCH3 0,97; 0,94
lle 8,19 4,23 1,90 yCH» 1,48; 1,19
yCHs 0,95
6 CH3 0,89
Leu 8,42 4,38 1,651,65 |vyl,64
6 CH3 0,94 0,90
Pro - 4,44 2,282,02 | yCH,2,03; 2,03
O0CH, 3,68; 3,65
Ser 8,38 4,50 3,883,88 |-
Thr 8,24 4,35 4,22 yCH3 1,23
Asp 8,41 4,76 2,84 2,75 -
Glu 8,37 4,29 2,091,97 |yCH,2,31; 2,28
Lys 8,41 4,36 1,851,76 | yCH,1,45; 1,45
0CH, 1,70; 1,70
eCH, 3,02 ;3,02
eNH3" 7,52
Arg 8,27 4,38 1,891,79 |yCH;1,70; 1,70
O0CH; 3,32; 3,32
NH 7,17; 6,62
Asn 8,75 4,75 2,832,75 | yNH, 7,59; 6,91
Gln 8,41 4,37 2,132,01 |yCH,2,38 2,38
ONH, 6,87 7,59
Met 8,42 4,52 2,152,01 |yCH; 2,64 2,64
eCH3 2,13
Cys 8,31 4,69 3,282,96 |-
Trp 8,09 4,70 3,323,19 |(2H 7,24
4H 7,65
5H 7,17
6H 7,24
7H 7,50
NH 10,22
Phe 8,23 4,66 3,222,99 |2,6H7,30
3,5H 7,39
4H 7,34
Tyr 8,18 4,60 3,132,922 |2,6H7,15
3,5H 6,86
His 8,41 4,63 3,26 3,20 | 2H 8,12
4H7,14
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