UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE QUIMICA

Estudo por ressonancia magnética nuclear da estrutu
interacdo de novos prototipos de biofarmacos
antimicrobianos

Eliane Santana Fernandes Alves

Orientador: Prof. Dr. Luciano Morais Lido
Coorientadora; Prof.2 Dr.2 Aline Lima de Oliveira

Goiania
2016

rae



s

=

=il %ee

sistema de hibliotecas ufg U FG

TERMO DE CIENCI_!\ E DE AU'I‘"ORIZACKO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes
(BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdo CEPEC n® 832/2007, sem ressarcimento dos direi-
tos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme permissdes assinaladas

abaixo, para fins de leitura, impress&o e/ou download, a titulo de divulgagéo da producdo cien-
tifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [ ] Dissertacéo [ X] Tese

2. Identificagdio da Tese ou Dissertagéo

Nome completo do autor: Eliane Santana Fernandes Alves

Titulo do trabalho: Estudo por ressonéncia magriética nuclear da estrutura e interagdo de no-
vos biofarmacos antimicrobianos

3. Informacdes de acesso ao documento:

Concorda com a liberacdo total do documento [ X ] SIM [ 1NAoO!

Havendo concordancia com a disponibilizagédio eletrdnica, torna-se imprescindivel o en-
vio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertacdo.

s Data: _31 /_01 /_2016
Assinatura do (@) autor (a) 2

| Neste caso o documento serd embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extenséo deste prazo suscita
justificativa junto & coordenagfo do curso. Os dados do documento néo serdo disponibilizados durante o perfodo de
embargo.

2A assinatura deve ser escaneada.



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

SANTANA FERNANDES ALVES, ELIANE

Estudo por ressonéancia magnética nuclear da estrutura e interacéo
de novos protatipos de biofarmacos antimicrobianos [manuscrito] /
ELIANE SANTANA FERNANDES ALVES. - 2016.

Xix, 155 .10l

Onentador: Prof. Dr. Luciano Marais Lido; co-orientador Dr. Aline
Lima de Oliveira.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Goias, Instituto de
Quimica (1Q), Programa de Pds-Graduacéo em Quimica, Goiania, 2016.

Bibliografia. Anexos.

Inclui fotografias, abreviaturas, grafico, tabelas, lista de figuras,
lista de tabelas.

1. Ressonancia Magnética Nuclear. 2. Peptideos bioativos. 3.
Estrutura tridimensional. |. Morais Lido, Luciano |, orient. |1 Titulo.

CDU 543.392




.
A
UFG ,
4 UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

Y INSTITUTO DE QUIMICA
\&‘3 )@'Q Coordenacgio do Programa de Pés-Graduagiio em Quimica (PPGQ-IQ)
N

<
/ Ata da defesa de Tese de Doutorado de Eliane Santana

) Cﬂ?{ R Fernandes Alves, aluna regularmente matriculada no
L/ 7 G / 3{\ Programa de P6s-GraduagZo em Quimica do Instituto
Sy 29 e P de Quimica da Universidade Federal de Goiés, para a
T, & G Q :
i, Cry, . obtengdo do titulo de Doutora em Quimica.
Cy, J,/’, » _?@

‘/’ﬂlg&" .‘d}‘@/}
Aos dias 182@2({@')6de marco do ano de 2016 (dois mil e dezesseis), com inicio as 14:00 hs (catorze horas) no
Instituto de Qufrg‘i’ca da UFG, reuniu-se a Banca Examinadora designada pela Coordenadoria do Programa de P6s-
Graduagdo em Quimica da UFG, composta pelos seguintes doutores: Prof. Dr. Luciano Morais LiZo-orientador
(UFG), Prof. Dra. Aline Lima de Oliveira-coorientadora (UFG), Prof. Dr. Fabio Ceneviva Lacerda Almeida
(UFRJ), Prof. Dr. Jarbas Magalhdes Resende (UFMG), Prof. Dra. Kdtia Flavia Fernandes (UFG) e Prof. Dra.
Lucilia Kato (UFG) sob a presidéncia do primeiro, para julgar a tese de Eliane Santana Fernandes Alves
entitulada: “Estudo por ressondncia magnética nuclear da estrutura e interago de novos protétipos de biofirmacos
antimicrobianos”. O presidente da Banca Examinadora abriu a sessdo prestando esclarecimentos sobre os trimites
da avaliagdo e, em seguida, passou a palavra a candidata para que a mesma fizesse uma exposigdo do seu trabalho.
Terminada a exposigdo, a candidata foi argujda pelos membros da Banca Examinadora e, ap6s as arguigdes, foi
determinado um intervalo de tempo para g ﬁ ca, em sessdo fechada, procedesse ao julgamento do trabatho. O
resultado foi o seguinte: Ilf/

1~

’
4

Prof. Dr. Luciano Morais Lido: 20
Prof. Dra. Aline Lima de Oliveira:

Prof. Dr. Fébio Ceneviva Lacerda Almgida:
Prof, Dr. Jarbas Magalhdes Resende:

Prof. Dra. K4tia Flavia Fernandes:

Prof. Dra. Lucilia Kato: _ #:

A seguir, na presenga do piblico e da candidata, 0 presidente da Banca Examinadora declarou que Eliane Santana
Fernandes Alves, candidata ao titulo de doutora em Quimica foi: Aprovada $4i; Reprovada ( ).

Este resultado deverd ser homologado pela Coordenadoria de Pés-Graduago do Programa de Pos-Graduagdo em
o Senhor Presidente cumprimentou a candidata e encerrou os
trabalhos. E para constar, eu, Lidia dos/Santos Feireira de Freitas, lavrei a presente ata que segue assinada pelos
de margo de 2016.

Prof. Dr. Luciano Morais Lido-orientador (UFG)

Alivd, e ole Ou /LA

Prof. Dra. Aline Lima de Oliveira-coorientadora (UFG)
W) ;

R\
RN

Prof. Dr. F\f,h\iléf\génevivi Lacerda Almeida (UFRJ)

Prof. Dr. Jarbas MagalWasende’(UFMG)

Mﬂ_ﬁmm@

Prof, Dra, Kdlia Flavia Fémandes (UFG)

St Yats

Prof, DraLucilia Kato (UFG)

Coordenaciio do Programa de Pés-Graduagiio em Quimica da UFG - Campus Samambaia - 74001 970, Goiénia — GO, Brasil - Fone: 3521-1199



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao meu querido
esposo Rosério Alves de Jesus, que sempre
me estimulou a crescer pessoalmente e
profissionalmente, pela paciéncia e
compreensao ao longo destes anos. Também
dirijo um agradecimento especial a minha méae
pelo carinho e incentivo.



AGRADECIMENTOS

Expresso aqui o mais profundo agradecimento a todos aqueles que tornaram a
realizacdo deste trabalho possivel.

Ao professor Luciano Morais Lido, meu orientador, pela competéncia cientifica
e disponibilidade, bem como pelas suas criticas, sugestdes e correcdes feitas
durante a orientacéo.

A Professora Aline Lima de Oliveira, minha coorientadora, por aceitar o desafio
de me auxiliar a distancia.

Ao professor Luiz Henrique Keng Queiroz Junior, pelos seus valiosos
esclarecimentos e contribuicdo ao meu trabalho

Aos professores Rodrigo Moreira Verly e Fabio Ceneviva Lacerda Almeida
pelos ensinamentos cientificos e apoio manifestados.

No laboratorio tive a oportunidade de conhecer e conviver com pessoas muito
especiais. Assim agradeco a todos os colegas que conheci durante estes seis anos
no laboratério de RMN: Alba Dutra, Amanda Cidade, Brenda Carvalho, Bruno
Martinelli, Carolina Matos, Caroline Oliveira, Eudécio Dias, Flavio Carvalho, Francine
Pazini, Igor Flores, José Pacifico, Mabio Santana, Nathalia Araudjo, Rafael Choze,
Rangel Luzin, Rejane Mota, Rodrigo Silva, Vinicius Pinto, Yuri Deus. Obrigada pela
amizade e ensinamentos.

Estendo os meus agradecimentos aos funcionrios do Instituto de Quimica pela
sua contribuicdo indireta, porém bastante relevante.

O presente trabalho foi realizado com o apoio do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e tecnolégico (CNPq), agradeco pela contribuicdo

financeira.

Vi



SUMARIO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS .......coooiioieeeeeceeeeeeeeeee e [
AGRADECIMENTOS ... e s Vi
SUMARIO ..ottt ettt st e s r et ee e e e vii
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt sen s viii
INDICE DE TABELAS........ooeteeeeeeeeeeteeeeee ettt ettt aee s XV
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS ......cooooiiiieiece e, XVi
RESUMO : ... Xviii
AB S T R A T e e Xix
3 110 Yo [ o= T 1 1
1.1 Peptideos ANtimIiCrobDIAN0S. ... ....uuuuuiiii e 1
1.2 ReSIStENCia MICIODIANE ......uuueiiiiii e 6
1.3 ApliICaCOES tEIraPEULICAS. ....evvvrunee e eeeeeeiiite e e ettt e e e eeaeea s 9
1.4 Relacao estrutura-atividade dos PAMS .......ccooviiiiiiviiiiiiiiiiie e, 11
1.5 MECANISIMO UE BGEOD .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 12
1.6. MecaniSMOS d€ ACAO0..........cuuuuuiieieeeeeeeeeiiiiias e e e e e e eeeeeearaae s e e e eeeeeaannnns 15
1.7 Peptide0s eStudados. ..........uuuuuimimmniiiii e 17
1.8 Ressonancia Magnética Nuclear no contexto estrutural .................... 21
1.9 ValidagGao das @StrULUIaS ............uuuuumiiiiii e 24
2.1 ODJELIVOS QEIAUS ...vuuuiieeeeeeeeeiiiiie s e e e e e s e e e e e e e e et e e e e e e eeeneneana s 27
2.1 ODbjetivos €SPECITICOS ...ooiiiiieiiececeie e 27

G T 1Y 1= (o To [0] (o o | - S 28
3.1. Dicroismo Circular (DC) ..coooeeieieiiiiee 29
3.2 Aquisicao dos experimentos de RMN ............oviiiiiiiiiiiiveeeieee e, 32
3.3. Processamento dOS dadOS........ccuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 36
3.4. Determinacao estrutural dos peptideos...........ccceeveeeeeivviieiiiiiiiineeeen, 36
3.4.1. Assinalamento dos sinais de NOE............ccccooviiiiiiiiiiiiiiiiinie e, 36
3.4.2 Calculos de modelagem ..........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiie e 37

3.5 Localizacao do peptideo Cm-pl na micela, troca H/D. ...................... 39
3.6 Sintese do peptideo Cm-p1 modificado ([Phe3|Cm-pl)........ccccccuue... 40
3.7 ENSaios bIOlOQICOS. ......cceiiiieieeieee e 41
4.Resultados € diSCUSSOES.......ccoeeiiiiiiiiiieeeeeeee e 43
4.1 Peptideo Clavanina A............ueeeeeeeeeiieeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 43

4.2 Peptide0 CMmPlL...ooiiiiieiiiieiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 84

4.3 Peptideo Cm-pl modificado ([Phe3]Cm-pl).......cccovvvvrririiieneeeenn. 114

5. CONCIUSOES. ... 130
6. REFEIENCIAS .....vvviiiii e 132
AANEXOS ..ttt e e e e r e e ene 147

Vi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1. Quantidade de peptideos antimicrobianos descobertos a cada
ano, de 1980 a 2014. Os dados foram obtidos a partir do banco de dados
de peptideos antimicrobianos (http://aps.unmc.edu/AP). ...........ccceeeeeeeeennn. 2
Figura 1.2. Porcentagem de peptideos antimicrobianos depositados no
banco de dados PDB versus atividade apresentada, de um total de 2661

PEPLIAEOS. ..eneeieieeeee e 2
Figura 1.3. Membrana alvo de peptideos antimicrobianos com base na
especificidade. Modificado de (Zasloff, 2002). ...........cuuviiiiiiiiiiiiiiiiiin. 13

Figura 1.4. Imagem doTunicado Styela clava, dele foram extraidos os
peptideos antimicrobianos clavanins.  (http://www.european-marine-
life.org/32/photo.php?scr=cla &url=32/photos-600x400/styela-clava-wb02-

600x400.jpg, acessado €m 06/02/2015). ......cceveeeeeeereeeiiiiiie e eee e 18
Figura 1.5. Imagem do caracol marinho Cenchritis muricatus. Dele pode ser
extraido 0 peptideo antifungico Cm-pl.
(https:/www.flickr.com/search/?q=Cenchritis%20muricatu....................... 20
Figura 1.6 Relacédo entre precisao e exatiddo em um conjunto de modelos.
Modificado de Vranken (Vranken, 2014) ..........ccceoieiieeeiieeeiiiiciee e eeeeeeainnns 25
Figura 4.1. Espectro de DC, [B]molar (deg cm? dmol?) em funcdo de A (nm).
Peptideo clavanina A (41uM), sem meio miméticoapH5e 25 T........... 43

Figura 4.2. Espectros de DC, [6]molar (deg cm? dmol?) em fungdo de A (nm).
Peptideo clavanina A (=41uM) a diferentes concentragdes de SDS (em mM),
PH 5, 25 it e a e e e 44
Figura 4.3. Espectros de DC, sendo [8]molar (deg cm? dmol?) em funcéo de A
(nm). Peptideo clavanina A a duas diferentes concentracdes, 41 uM (em
preto) e 82 uM (em vermelho), em 2 mM de micelas de SDS, pH 5 e 25
PR PPPRRRR 46
Figura 4.4. Espectros de DC, sendo [B]molar (deg cm? dmol?) em funcéo de A
(nm). Peptideo clavanina A & duas diferentes concentracfes, 23 uM em
preto e 50 uM em vermelho, em 32 mM de micelas de SDS, pH 4,3 e 25 TC.

Figura 4.5. Espectros de DC, [6]molar (deg cm? dmol?) em fungdo de A (nm).
Peptideo clavanina A 41 uM em 8 mM de micelas de SDSepH 3,4,5,7 e
9, @ 25 L ittt e e aaaaaaaas 47
Figura 4.6 Espectros de DC, [B]molar em 222 nm em func¢é&o da temperatura.
Peptideo clavanina A (41 uM) em 8 mM de micelas de SDS e pH 5. Curva
de desnaturacdo do peptideo clavanina A em uma rampa de temperatura
E 25 90C @ 95 OC ..ttt e e e e e e e e e 48
Figura 4.7. Espectros de DC, [B]molar (deg cm? dmol?) em fungdo de A (nm).
Peptideo clavanina A (=38uM) a diferentes concentracdes de TFE (%) em
H2O, PH 5 € 25 oot ettt 49

viii



Figura 4.8 Expansdo do mapa de contornos TOCSY, regido de impressao
digital, de solucdo 2 mM do peptideo clavanina A em TFE-d3:H20 35:65
(V/V), 10% D20, pH 4,3 @ 25 T ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiins connnnes 51
Figura 4.9 Expansédo do mapa de contornos NOESY, regiéo de interagéo Hn
e Hq, de solucdo 2 mM do peptideo clavanina A em TFE-d3:H20 35:65 (v/v),
10% D20 € PH 4,3 .ot 52
Figura 4.10 Expanséo do mapa de contornos NOESY, regido de interacéo
Hn-Hn, de solugdo 2 mM do peptideo clavanina A em TFE-d3:H20 35:65
(V/V), 10% D20 € PH 4,3, ..eeeeiii e 52
Figura 4.11 Expansdo do mapa de contornos HSQC *H-13C de solugéo 2
mM do peptideo clavanina A em TFE-ds:H20 35:65 (v/v), 10% D20, pH 4,3
Lo T 53
Figura 4.14 Grafico de CSI obtido pelo programa NMRView. As barras em
azul indicam estruturacdo em conformacao 8 e as barras em vermelho em
a-hélice, as caixas alaranjadas mostram as estimativas de estruturagcao
randdmica e em cinza valores nao informados ou igual a zero................. 56
Figura 4.15 Diagrama de conectividade de NOEs, caracteristicos de
estrutura secundaria, para o peptideo clavanina A em TFE-d3:H20 35:65
(v/v). As intensidades das interagdes dnn, dan € dpn estéo representadas no
diagrama. As espessuras das linhas variam de acordo com as intensidades
dos sinais: fraca, media € fOrte.........cooeeeiiiiiiiie e 57
Figura 4.16 Analise das restricbes de distancias. Grafico de informacéo
Unica (luni) pelo indice de restricdo, para a clavanina A em solucao de TFE-
d3:H20 35:65 (v/v), pH 4,3. A classificacdo no grafico indica restricbes de
meédio alcance (MR), sequenciais (SR) e intra residuais (IR).................... 59
Figura 4.17 Analise das restricbes de distancias. Gréfico de informacédo
média (Imed) versus informacéo Unica (luni) para a clavanina A em solugéo de
TFE-d3:H20 35:65 (V/V), PH 4,3, oo 60
Figura 4.18 Estrutura de menor energia para o peptideo clavanina A em
solucdo de TFE-ds:H20 35:65 (v/v), pH 4,3 e 25 C. Calculos estruturais
realizados sem restricoes de angulos diedros. ........ccccccceeeeeieeeeeveeeiiiiinnnn. 61
Figura 4.19 Interface grafica do programa TALOS+. A) Sequéncia do
peptideo clavanina A com a estimativa da exatidao da predicdo, em cinza
residuos n&o preditos, em verde previsées consistentes b) indice de desvio
do parametro de ordem RCI-S? em funcéo do niimero de residuo c) Previsédo
da estrutura SECUNANTA. .......cccoeeei e 62
Figura 4.20 Estruturas de menor energia para o peptideo clavanina A em
TFE-d3:H20 35:65 (v/v), pH 4,3 a 25 T A) Sobreposicao das d ez estruturas
de menor energia B) Sobreposicdo apenas dos atomos da cadeia principal
(codigo pdb: 2MVE http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). .................. 63
Figura 4.21 Estrutura de menor energia para o peptideo clavanina A em
solucdo de TFE-d3:H20 35:65 (v/v), pH 4,3. A). Estrutura de menor energia



com os residuos catibnicos estacados em rosa B) Visualizagdo em
S]] 0 1= 0011 67
Figura 4.22 Projecdo helicoidal para o peptideo clavanina A. Estdo
apresentados os residuos catibnicos como pentagonos. A hidrofobicidade é
codificada por cores, assim os residuos mais hidrofébicos apresentam-se
em verde, com hidrofobicidade zero em amarelo, e aqueles mais hidrofilicos
€M VEIMEINO......oeee e 69
Figura 4.23 Conjunto das dez estruturas de menor energia do peptideo
clavanina A em TFE-ds:H20 35:65 (v/v), pH 4,3, a 25 C. A) Vista frontal N-
terminal e C-terminal, em azul residuos hidrofobicos e em rosa residuos
hidrofilicos b) Sobreposi¢do das dez estruturas de menor energia, em rosa
residuos polares e azul apolares C) Vista em Superficies com residuos
cationicos destacados em verde, codigo pdb: 2MVE. ........cccooevvvvviiiiinnnnnn. 70
Figura 4.24 Estrutura de menor energia do peptideo clavanina A em TFE-
d3:H20 35:65 (v/v), pH 4,3, a 25 T. Os residuos hidrofé bicos estédo
destacados em azul, os hidrofilicos em rosa e catibnicos em verde......... 72
Figura 4.25 Diagrama de Ramachandran para as dez estruturas mais
estaveis. As areas em azul escuro indicam conformacdes sem impedimento
estérico e sdo chamadas de regifes favorecidas; as areas em azul claro,
conformagdes menos estaveis, com aproximagao de atomos; e as areas em
branco correspondem a regides proibidas com ocorréncia de impedimentos
estereoquimicos. Dados obtidos com o uso do Ramachandran Plot

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). ....cceeeeevvvvvrvvnnnnnnn. 73
Figura 4.26 Mapa de contornos de DOSY 'H, do peptideo clavanina A a 2
MM em solucdo aquosa, pH 4,3 € 25 T....oovvvviin e 78

Figura 4.27 Grafico com valores de coeficiente de difusdo ordenada para o
peptideo clavanina A em diferentes meios e concentracdes, em vermelho
peptideo em agua, em preto peptideo em solu¢cdo 100 mM de SDS-d2s e em
verde peptideo em solucdo TFE-ds a 35%, pH 4,3 e 25 T. As barras na
figura correspondem ao erro da medida. ............covvviiiiiiieeieiee 80
Figura 4.28 Espectro de 'H para o peptideo clavanina A a) 1 mM do peptideo
em solucdo de 35% de TFE-ds b) 1 mM do peptideo na presenca de 100
mM de SDS-d2s H20/D20 9:1 (v/v), pH 4,3, 25 C. .o i, 81
Figura 4.29 Espectro de DC, sendo [B]molar (deg cm? dmolt) em fungdo de A
(nm). Peptideo Cm-pl, a concentracdo de 51 uM, em agua, pH 4 (tampéao
LR O T =T T 84
Figura 4.30 Espectros de DC, sendo [0]molar (deg cm? dmol?t) em funcéo de
A (nm). Peptideo Cm-pl, a concentracdo de 51 puM, solu¢des de TFE:H20
em diferentes proporgoes, pH 4 (tampéo tris HCl) e 25 T. .......coeviviinnnnnn. 85
Figura 4.31 Espectros de DC, sendo [0]molar (deg cm? dmol?) em fungéo de
A (nm). Peptideo Cm-p1, a concentracdo de 30 uM, na presenca de micelas
de DPC (100 mM), diferentes pH (tampdo 4, 7e 10) e 25 C......ccccvvveee.. 85



Figura 4.33 Espectros de DC, sendo [0]molar (deg cm? dmol?) em fungéo de
A (nm). Peptideo Cm-pl a 51 pM em 8 mM de micelas de SDS e tampdes
PH 3, 4,58 7 €25 Tt ettt e e 87
Figura 4.34 Espectros de DC, sendo [0]molar (deg cm? dmol?t) em funcéo de
A (nm). Peptideo Cm-pl a 121 uM em 4, 8 e 16 mM de micelas de SDS,
sem tampao, PH 4,3 € 25 T it e 88
Figura 4.35 Espectros unidimensionais de *H. Ampliacdo da regido de ‘H
amidicos e hidrogénios aromaticos a diferentes temperaturas, para 1 mM
do peptideo Cm-pl na presenca de 100 mM de micelas de SDS-d2s a) 5 C
b) 10 T¢c) 15T d)20Ce)25TH30T Q)35 Thovvvvvvvrreeereeeeeee 89
Figura 4.36 Espectros unidimensionais de 'H. Ampliacdo da regido de
hidrogénios amidicos. 1 mM do peptideo Cm-pl em diferentes meios a) ha
presenca de SDS-d2s b) TFE-d3:H20 C) &gua. .......cccceimmmnmiiiiiiiiiiiiiiiians 91
Figura 4.37. Expanséo do mapa de contornos TOCSY, regido de impressao
digital e cadeias laterais, 1 mM do peptideo Cm-p1l em solugcéo micelar de
100 mM de micelas de SDS-d2s, pH 4,3 € 25 T..ovvviiiiiiiiiiiiiiiiiie e e 92
Figura 4.38 Expansdo do mapa de contornos parcial NOESY, regido de
interacdo Hn € Ha, 1 mM do peptideo Cm-pl em solucdo de 100 mM de
micelas de SDS-d2s, pH 4,3 € 25 T. oot e 93
Figura 4.39. Expansao do mapa de contornos NOESY, regido de interacéo
Hn-Hn, 1 mM do peptideo Cm-pl em solug&o micelar de 100 mM de micelas
de SDS-d2s, PH 4,3 € 25 Torreeiiiiiieece et et 94
Figura 4.40. Expansédo do mapa de contornos HSQC !H-13C do peptideo
Cm-pl a 1 mM em solugao micelar de 100 mM de micelas de SDS-d2s, pH
4,3 € 25 . ittt et a e aaaas 95
Figura 4.41. Expansdo do mapa de contornos HMQC!H-*N do peptideo
Cm-pl a 1 mM em solugao micelar de 100 mM de micelas de SDS-d2s, pH
4,3 € 25 . it et a e aaaas 95
Figura 4.42. Gréfico de CSI: diferenca entre os deslocamentos quimicos dos
Ha observados e os valores padroes nao estruturados obtidos da
10T = L0 = VSRR 96
Figura 4.43 Gréfico de CSI, diferenca entre os deslocamentos quimicos
experimentais e os valores padrbes ndo estruturados pelo programa
NMRView. As barras em azul indicam estruturacdo em conformacéo 3 e as
barras em vermelho em a-hélice. As caixas alaranjadas mostram as
estimativas de estruturacdo randdomica e em cinza valores néo informados
OU IQUAIS @ ZEIO .ttt e e e e e eeeeeetiie e s e e e e e et eetatt e s e e e e e e e e e e ettbaa e e e e e e aeeeeennannn e es 97
Figura 4.44. Diagrama de conectividade de NOEs para o peptideo Cm-pl a
1 mM em solucdo micelar de micelas de SDS-d2s. As intensidades das
interacdes dnn, dan € dpn estéo representadas no diagrama As espessuras
das linhas variam de acordo com as intensidades dos sinais: fraca, media e
M. 98

Xi



Figura 4.45. Analise das restricbes de distancias. Gréfico de informacéao
tnica (luni) pelo indice de restricdo para o peptideo Cm-pl a 1 mM, em
solucdo micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25 C. A
classificacdo no grafico indicam restricbes de médio alcance (MR),
sequenciais (SR) e intra residuais (IR)........ccceeeeeeiiiiiieiiiiiie e 99
Figura 4.46. Analise das restricdes de distancias. Grafico de informacéo
média (Imed) versus informacéo Unica (luni) para o peptideo Cm-pl a 1 mM,
em solugdo micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25
1 O EPP P UOPPPPPRRPPR 100
Figura 4.47 Interface grafica do programa TALOS+. A) Sequéncia do
peptideo Cm-pl com predicéo da exatiddo, em cinza residuos néo preditos,
em verde previsdes consistentes e em amarelo previsdo ambigua b) indice
de desvio do parametro de ordem RCI-S? em funcdo da posicdo dos
residuos na sequéncia primaria c) Previsdo da estrutura secundaria..... 101
Figura 4.48 Estrutura de menor energia para o peptideo Cm-pl a) sem
refinamento em agua b) com refinamento em agua...........cccceeeeeevvvvennnns 102
Figura 4.50. Conjunto das dez estruturas de menor energia do peptideo Cm-
pl em solugédo micelar de SDS-d2s A) Sobreposigdo das estruturas mais
estaveis B) Com a cadeia principal em destaque.............cccoeeeiiiiiiiiiinnnnne 104
Figura 4.51 Projecao helicoidal para o peptideo Cm-p1. Estdo apresentados
os residuos catiénicos como pentagonos. O Unico residuo anibnico esta em
triangulo. A Hidrofobicidade é codificada por cores, assim o0s residuos mais
hidrofébicos apresentam-se em verde, com hidrofobicidade zero em
amarelo, e aqueles mais hidrofilicos em vermelho..............ccccovvvviiinnnnnn. 106
Figura 4.52. Conjunto das dez estruturas de menor energia para o peptideo
Cm-pl em solucao micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs. A) Vista
frontal N-terminal (esquerda) e C-terminal (direita), em azul residuos
hidrofébicos e polares em rosa B) Sobreposi¢cdo das dez estruturas mais
estaveis, com residuos polares em rosa e hidrofébicos em azul C) Estrutura
de menor energia com vista em Superficies, sendo os residuos catidnicos
destacados em verde e anidnico em amarelo. ...........cocoeeeieiiiiieiiiiccinnne 107
Figura 4.53 Estrutura de menor energia do peptideo Cm-p1 em SDS-dzs, pH
4,3, a 25 C. Os residuos hidrofébicos estdo destac ados em azul, os
hidrofilicos em rosa, catiénicos em verde e aniébnico em amarelo. ......... 108
Figura 4.54. Diagrama de Ramachandran para as dez estruturas mais
estaveis. As areas em azul escuro indicam conformacdes sem impedimento
estérico e sdo chamadas de regifes favorecidas; as areas em azul claro,
conformacdes menos estaveis, com aproximacao de atomos; e as areas em
branco correspondem a regides proibidas com ocorréncia de impedimentos
estereoquimicos. Dados obtidos com o uso do Ramachandran Plot
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). ....ccccceeeeeeevrennnnns 109

Xii



Figura 4.55 Mapas de contornos de TOCSY !H da regido de impresséo
digital (Hn-Ha) peptideo Cm-pl em SDS-dz2s, a 25 C. A) peptideo com 90%
H20 10% D20, B) peptideo com 10% H20 90% D20, apds 1 hora de troca e

C) apds 1 hora e 50 MiNUtoS de troCa. ........ccvvvvieeeeeeeieieeiiee e, 113
Figura 4.56 Avaliacdo da atividade antifungica do peptideo [Phe3]Cm-pl
para a) Cryptococcus neoformans e B) Candida Albicans. ..................... 115

Figura 4.57 Espectro de DC, sendo [8]molar (deg cm? dmolt) em funcéo de A
(nm). Solucédo com 56,7 uM do peptideo [Phe3]Cm-pl, 32 mM de micelas
de SDS, PH 4,3 € 25 T e e 116
Figura 4.58 Gréfico de CSI para o peptideo [Phe®]Cm-p1. Diferenca entre
os deslocamentos quimicos experimentais e 0s valores padrdes nao
estruturados pelo programa NMRView. As barras em azul indicam
estruturacdo em conformacéo 3 e as barras em vermelho em a-hélice. As
caixas alaranjadas mostram as estimativas de estruturacdo randomica e em
cinza valores nao informados OU IQUAIS @ ZerO0...........uuvuiiiieeeeeeeeeiiiiiinnn. 117
Figura 4.59 Interface grafica do programa TALOS+. A) Sequéncia do
peptideo [Phe3]Cm-pl com predicdo da exatiddo, em cinza residuos nao
preditos, em verde previsdes consistentes e em amarelo previsdo ambigua
b) indice de desvio do parametro de ordem RCI-S2 em func&o da posicéo
dos residuos na sequéncia primaria c) Previsdo da estrutura
{10 0o F= T - T 118
Figura 4.60. Analise das restricdes de distancias. Grafico de informacéo
Unica (luni) pelo indice de restricdo para o peptideo [Phe3]Cm-pl a 1 mM,
em solucdo micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25 T. A
classificacdo no grafico indicam restricbes de médio alcance (MR),
sequenciais (SR) e intra residuais (IR). .......coouuiiiiiiiiiiiiiiieee e 119
Figura 4.61. Analise das restricdes de distancias. Grafico de informacéo
média (Imed) versus informacao unica (luni) para o peptideo [Phe3]Cm-plal
mM, em solugéo micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25 C.

Figura 4.62. Diagrama de conectividade de NOEs para o peptideo
[Phe3]Cm-pl a 1 mM em solucéo micelar de SDS-d2s. As intensidades das
interacdes dnn, dan € dpn estdo representadas no diagrama As espessuras
das linhas variam de acordo com as intensidades dos sinais: fraca, media e
M. 121
Figura 4.63. Conjunto das dez estruturas de menor energia do peptideo
[Phe3]Cm-pl em solugdo micelar de SDS-d2s A) Sobreposicao das
estruturas mais estaveis B) Com a cadeia principal em destaque. ......... 122
Figura 4.64. Estrutura de menor energia para o peptideo [Phe3]Cm-pl em
solucéo micelar de 100 mM de micelas de SDS-d2s e pH 4,3. A) Estrutura
de menor energia com os residuos catibnicos destacados em rosa e 0
aniénico em amarelo. B) Visualizagdo em superficies. ........c..occcuvvveeeeen. 123

Xiii



Figura 4.65. Conjunto das dez estruturas de menor energia para o peptideo
[Phe3]Cm-pl em solucdo micelar de 100 mM de micelas de SDS-d2zs. A)
Vista frontal N-terminal (esquerda) e C-terminal (direita), em azul residuos
hidrofébicos e polares em rosa. B) Sobreposi¢cdo das dez estruturas mais
estaveis, com residuos polares em rosa e hidrofébicos em azul. C) Estrutura
de menor energia com visualizagdo em superficies, sendo os residuos
cationicos destacados em verde e anidnico em amarelo. .............ccceueene 125
Figura 4.66 Estrutura de menor energia do peptideo [Phe3]Cm-pl em SDS-
dzs, pH 4,3, a 25 T. Os residuos hidrofobicos estdo d estacados em azul,
os hidrofilicos em rosa, catiénicos em verde e anibnico em amarelo...... 126
Figura 4.67. Diagrama de Ramachandran para as dez estruturas mais
estaveis para o peptideo [Phe’]Cm-pl. As areas em azul escuro indicam
conformacdes sem impedimento estérico e sdo chamadas de regides
favorecidas; as areas em azul claro, conformacdes menos estaveis, com
aproximacdo de atomos; e as areas em branco correspondem a regides
proibidas com ocorréncia de impedimentos estereoquimicos. Dados obtidos
com o] uso do Ramachandran Plot
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). ....cccccceveeeeeeeennnns 127
Figura 4.68 Grafico com valores de coeficiente de difusdo ordenada para o
peptideo Cm-pl e [Phe3]Cm-pl em SDS-dzs, pH 4,3 e 25 C. As barras na
figura correspondem ao erro da medida. ............oeveiiiiiiiiiiieee e, 128

Xiv



INDICE DE TABELAS

Tabela 1.1 Drogas peptidicas mais vendidas...........ccccceeveeeeriiieiiiiiiiineeeeeenn, 4
Tabela 1.2 Atividade antifungica do peptideo Cm-pl contra diferentes
leveduras e fungos (Lopez-Abarrategui et al., 2012).......ccceeeeeeevvvvveiinnnnnnn. 20

Tabela 3.1 Peptideos Clavanina A (pH 5) e Cm-pl (pH 4) em diferentes
concentragbes de micelas de SDS, com suas respectivas diluicbes nas

BIMOSITAS. .. ieeiiii ittt et e et e e e e et e e et e et e e e e e aa s 30
Tabela 3.2 Peptideos Clavanina A e Cm-p1 em diferentes concentracdes de
TFE, com suas respectivas diluiGOEs. ..o, 31

Tabela 3.3 Parametros utilizados nos experimentos de TOSCY, NOESY,
COSY, HSQC e sf-HMQC. Clavanina A em TFE-ds e Cm-pl em SDS-

0 33
Tabela 3.4 Parametros utilizados nos experimentos de DOSY................. 34
Tabela 4.1. Grau de estruturacdo em hélice, para o peptideo clavanina A
(41pM), em diferentes concentragdes de SDS..........cooviiiiiiiieiiieeiiiiinnn. 45
Tabela 4.2 Grau de estruturacdo do peptideo em hélice em diferentes
SOIUGOES dE TFE: H2O. ... 50
Tabela 4.3. Andlise estatistica das restricdes utilizadas no calculo estrutural
para 0 peptideo Clavanina A.........cooo e 57
Tabela 4.4 Estatistica das dez estruturas de menor energia, quanto a
geometria das estruturas obtidas. .............uviiiiii i 68
Tabela 4.5 Indicadores de qualidade estrutural para o peptideo clavanina A.
.................................................................................................................. 75
Tabela 4.6 Analise estatistica das restricdes utilizadas no célculo estrutural
para 0 Peptide0 CM-PlL. ... 98
Tabela 4.7. Estatistica das vinte estruturas de menor energia, quanto a
geometria das estruturas obtidas. ............ccceeiiiiiiiiiie s 104

Tabela 4.8 Indicadores da qualidade estrutural para o peptideo Cm-p1.110
Tabela 4.9 Anadlise estatistica das restricdes utilizadas no célculo estrutural

para o peptideo [Phed]Cm-pl........ccooiiiiiii e, 121
Tabela 4.10. Estatistica das vinte estruturas de menor energia para o
peptideo [Phe3]Cm-p1, quanto a geometria das estruturas obtidas. ....... 122

XV



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

1D Unidimensional

2D Bidimensional

AMP Peptideos antimicrobianos

AQ Tempo de aquisi¢céo

APD Banco de Dados de Peptideos Antimicrobianos

C- Regido carboxi terminal

terminal

CLAE Cromatrografia liquida de alta eficiéncia

CMC Concentragdo micelar critica

CsSli indice de Deslocamento Quimico (Chemical Shift Index)

DC Dicroismo Circular

DPC Dodecilfosfocolina, do inglés, dodecylphosphocholine

DMF N,N-dimetilformamida

DOSY | Espectroscopia de difusdo ordenada (Diffusion Ordered
Spectroscopy)

FDA Food and Drug Administration

FID Decaimento Livre de Inducéo

GB Gaussiana

HSQC | Coeréncia Heteronuclear de Simples Quantum (Heteronuclear
Single Quantum Coherence)

HMQC | Coeréncia Heteronuclear de Multiplo Quanta (Heteronuclear
Multiple Quantum Coherence)

luni Unicidade de informacéo

Imed Informacdo média

J Constante de acoplamento escalar

LB Lorentziana

N- Regido amino-terminal

terminal

NOE Efeito Nuclear Overhauser

NOESY | Espectroscopia de Efeito Nuclear Overhauser (do inglés nuclear
Overhauser effect spectroscopy)

NS Numero de transientes

PAMs Peptideos antimicrobianos

QUEEN | Validacao quantitativa de restricdes experimentais de RMN
(Quantitative Evaluation of Experimental NMR Restraints)

RMN Ressonancia Magnética Nuclear

RMSD | Desvio padrao quadratico médio (do inglés root mean square
deviation)

SA Arrefecimento simulado (do inglés simulated annealing)

XVi



SDS Dodecil sulfato de sodio

SMH Shai Matsuzaki Huang

TBI Sonda inversa de tripla ressonancia

TFA Trifluoroacético

TFE 2,2,2-trifluoroetanol

TGI Trato gastrointestinal

TMSP- | trimetilsilil-2,2,3,3-d4 propionato de sédio

ds

TOCSY | Espectroscopia de correlacao total (do inglés total correlation
spectroscopy)

Ad Variacdo de deslocamento quimico

o Deslocamento quimico

Estimativa maxima tedrica de estruturacéo

[6]

Elipticidade molar média

Xvii



RESUMO:

Os peptideos antimicrobianos estdo ganhando cada vez mais importancia na
area farmacéutica, pela sua elevada afinidade e seletividade para interagir com alvos
em conjunto com seu perfil de baixa toxicidade. O aumento do nimero de peptideos
gue entraram em ensaios clinicos é um triunfo significativo para biologia estrutural,
com a busca cada vez maior por peptideos que cumpram os critérios exigidos em
termos de custo, estabilidade, longa meia-vida e biodisponibilidade.

Essa busca pode ser facilitada pelo melhor entendimento dos mecanismos de
acdo, dindmica e cinética de biomoléculas. Nesse contexto se encontra a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), que possui um papel de
destaque no estudo das interacbes em solucdo ligante-alvo de moléculas
biologicamente ativas. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo observar
as interagcbes moleculares dos peptideos clavanin A, Cm-pl e [Phe3]Cm-pl. O
peptideo clavanin A é encontrado nas células do sangue do tunicado Styela clava,
ele apresenta um amplo espectro de atividades contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, além de vérios fungos. O peptideo Cm-pl pode ser extraido do
extrato bruto do caracol marinho Cenchritis muricatus, ele apresenta atividade contra
leveduras e fungos filamentosos. O peptideo [Phe3]Cm-p1l corresponde ao peptideo
Cm-pl modificado, com uma modificacdo na posi¢cado do residuo 3. Nos estudos
foram empregadas as espectroscopias de dicroismo circular, na observagdo da
estrutura secundaria do peptideo e RMN, nos estudos de modelagem molecular.

O peptideo clavanin A, na presenca de TFE (2,2,2-trifluoroetanol), apresentou
uma estrutura em a-hélice anfipatica do residuo de Phe-2 a Val-22. O peptideo Cm-
pl se estruturou em a-hélice pouco anfipatica na presenca de micelas de SDS-das
entre os residuos Arg-2 e lle-6. J4 o peptideo [Phe3]Cm-pl na presenca de micelas
de SDS-dys (Dodecil sulfato de sddio) se estruturou entre os residuos Arg-2 e GIn-9,
mostrando que a adi¢cdo de um residuo hidrofébico na posi¢do 3 proporcionou uma
maior interacdo peptideo-micela, como observado pela menor difusdo, do peptideo
[Phe3]Cm-p1l em relacdo ao peptideo Cm-pl. Todas as estruturas obtidas
apresentaram boa qualidade e geometria, conforme mostraram as validacdes
empregadas.

A espectroscopia de RMN forneceu informagdes a respeito das interacbes
intramoleculares dos peptideos clavanin A, Cm-pl e [Phe3]Cm-pl, possibilitando
descrever os residuos importantes nas interacdes moleculares com meio. As
informacdes levantadas neste estudo sdo essenciais a futuras pesquisas para o
desenvolvimento de farmacos a partir desses peptideos.
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ABSTRACT:

Antimicrobial peptides are gaining high importance in the pharmaceutical
sector given its high affinity and selectivity to interact with targets, and its low toxicity
profile. The increase in the number of peptides screened in clinical trials is a significant
triumph for structural biology, considering the search for peptides that meet the
required criteria in terms of cost, stability, long half-life and bioavailability.

This research is best performed with a good understanding of the mechanisms
of action, dynamics and biomolecules kinetics. Nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR) plays an important role in this context, since it provides
informations about the interactions in target binding solution of biologically active
molecules. Thus, this study aims to observe the intramolecular interactions of
peptides clavanin A, Cm-pl and [Phe3] Cm-pl. The clavanin peptide is found in
tunicate blood cells Styela clava, and presents a broad spectrum of activity against
Gram-positive and Gram-negative bacteria, and against several kinds of fungi. The
Cm-pl peptide can be extracted from the crude extract of the marine snail Cenchritis
muricatus, and shows activity against yeasts and filamentous fungi. The peptide
[Phe3] Cm-pl corresponds to Cm-pl peptide modified with a change in residue
position 3. Circular dichroism spectroscopy was used in the observation of secondary
structure of peptide, and the informations provided by NMR were used in the studies
of molecular modeling.

The clavanin peptide in the presence of TFE (2,2,2-trifluoroethanol), presented
a amphipathic alpha-helices from Phe-2 to Val-22 residues. The Cm-p1 peptide was
structured in a-helix, short amphipathic, in the presence of micelles of SDS-d25
between Arg-2 and lle-6 residues. The peptide [Phe3]Cm-pl in the presence of
micelles SDS-d25 (sodium dodecyl sulfate) is structured between Arg-2 and GIn-9,
showing that the addition of a hydrophobic residue in position 3 provided a greater
interaction peptide-micelle, as noted by the smaller diffusion of the peptide [Phe3]Cm-
pl relative to Cm-pl peptide. All the obtained structures showed good quality and
geometry, as revealed by the validation study.

NMR spectroscopy provided information about the intramolecular interactions
of peptides clavanin A, Cm-pl and [Phe3]Cm-pl. It was possible to assign the
residues which were important in the interactions between the peptides and the

environment. This knowledge is essential in the development of new drugs.
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1. Introducéo

Peptideos sé&o biomoléculas formadas pela ligacdo de dois ou mais residuos de
aminodacidos, sendo que um peptideo pode variar de 2 a 100 residuos de aminoacidos.
Os peptideos séo ligados covalentemente através da formacao de ligagdes amidicas,
conhecidas como ligacdes peptidicas. Quando muitos residuos de aminoacidos, de 10
a 100, estdo unidos via ligagéo peptidica, a molécula € chamada polipeptideo. Quando
poucos (4 a 10 residuos), sdo chamados de oligopeptideo (Nelson, David L.; Cox,
2011).

1.1 Peptideos Antimicrobianos

Peptideos que possuem atividade bioldgica contra microrganismos sao
chamados de peptideos antimicrobianos (PAMs). Esses possuem geralmente a
caracteristica de serem extremamente diversificados em termos funcionais. Os PAMs
foram considerados como potenciais farmacos apds 1960, sendo isolados e
identificados somente a partir da década de 80. O primeiro PAM descoberto, um
peptideo antibacteriano catibnico de 37 residuos de aminoacidos, foi chamado de
cecropina por ser extraido do inseto Hyalophora cecropia (Steiner, Hultmark, Engstrém,
& Bennich, 1981). Cecropina representa um dos PAMs mais estudados entre os muitos
sintetizados por insetos (Fox, Thwaite, Ulaeto, Atkins, & Atkins, 2012; Hong,
Shchepetov, Weiser, & Axelsen, 2003; Y. Li, Xiang, Zhang, Huang, & Su, 2012;
Silvestro, Weiser, & Axelsen, 2000; Suttmann et al., 2008). A partir da descoberta da
cecropina foram realizados varios estudos buscando encontrar novos PAMs, como
mostra a Figura 1.1 que ilustra o numero de PAMs descobertos entre 1980 e 2014.

O Banco de Dados de PAMs (APD) contém 2.661 depdsitos, conforme Figura
1.2. Além dos peptideos naturais, podem ainda ser sintetizados reproduzindo ou néo a
sequéncia natural (Guani-Guerra, Santos-Mendoza, Lugo-Reyes, & Teran, 2010; Y. Li
et al., 2012), inclusive com artificios de modelagem computacional (Olmez & Akbulut,
2012). Dentre esses peptideos, 2203 sdo antibacterianos, 175 antivirais, 971
antifangicos, 192 anticancer, 4 anti-protistas, 28 inseticidas, 12 espermicidas, 56

quimiotaticos, 21 antibiofilme, 108 anti-HIV, 83 antiparasitarios, 19 antioxidantes, 10



cicatrizantes e 17 inibidores de protease. (http://aps.unmc.edu/AP/main.php, acessado
em 22/02/2016).
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Figura 1.1. Quantidade de peptideos antimicrobianos descobertos a cada ano, de 1980
a 2014. Os dados foram obtidos a partir do banco de dados de peptideos
antimicrobianos (http://aps.unmc.edu/AP).

Como os insetos ndo possuem sistema imuno adaptativo semelhante aos
vertebrados, eles desenvolveram imunidade inata eficiente, para se protegerem de
infecgdes microbianas. Nesse contexto, os PAMs se mostram essenciais ao sistema
imune inato de muitos insetos e mamiferos, agindo funcionalmente para a eliminacéo

de microrganismos invasores (Boman & Hultmark, 1987; Steiner et al., 1981).
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Figura 1.2. Porcentagem de peptideos antimicrobianos depositados no banco de dados
PDB versus atividade apresentada, de um total de 2661 peptideos.



Dentro do corpo multicelular os peptideos exercem diversas fungdes bioldgicas
mais proeminentes, como moléculas de sinalizacdo/regulacdo em uma ampla
variedade de processos fisioldgicos, tal como de defesa, imunidade, estresse,
crescimento, homeostase e reproducéo (Uhlig et al., 2014).

Existe uma grande diversidade de PAMs, que pode ser assumida principalmente
devido as mutagdes. A necessidade de tal diversidade pode ser atribuida ao aumento
da adaptabilidade a biosfera. Embora uma espécie de organismos possa ser rodeada
por milhdes de microrganismos vivos em simbiose, uma espécie pode ser facilmente
destruida por um Unico microrganismo externo, que efetivamente invade o sistema do
hospedeiro (Pathan, Venkata, & Panguluri, 2010).

Os PAMs representam um excelente ponto de partida para a concepcéo de
novas terapias. Eles geralmente possuem perfil farmacologico atraente e propriedades
intrinsecas interessantes, com uma especificidade excelente em nivel de seguranca,
tolerabilidade e perfis de eficacia em seres humanos. Estes aspectos podem ser o
principal fator de diferenciacéo entre peptideos e pequenas moléculas tradicionais.

A reducado dos custos e do tempo de producéo foi proposto inicialmente por
Robert Bruce Merrifield, que foi laureado com o Prémio Nobel de Quimica em 1984,
pela sintese de peptideos em fase soélida.

Durante as Ultimas décadas, os PAMs tém sido amplamente aplicados em
medicina e biotecnologia. Atualmente, pesquisas de peptideos terapéuticos tém
enfrentado um renascimento por razées comerciais (Fosgerau & Hoffmann, 2015). Mais
de 60 medicamentos a base de peptideos ja chegaram ao mercado em beneficio dos
pacientes (Vlieghe, Lisowski, Martinez, & Khrestchatisky, 2010). Além destes, existem
cerca de 140 medicamentos em ensaios clinicos e mais de 500 peptideos terapéuticos
em ensaios pré-clinicos. O medicamento Lupron™, um peptideo, utilizado no
tratamento de cancer de prdstata, atingiu vendas globais de US $ 2,27 bilhdes em 2011
(Kaspar & Reichert, 2013). Também um pequeno de peptideo biofarmacéutico,
Lantus™, alcangou vendas de US $ 7,9 bilhdes em 2013 (Fosgerau & Hoffmann, 2015).

Os peptidicos, octreotide (Sandostatin®; phamaceuticals Novartis), gosserelina
(Zoladex®; AstraZeneca) e liraglutida (Victoza®; Novo Nordisk) tiveram vendas globais
nos EUA na faixa de $ 0,5-1,5 bilhdes. O peptideo octreotida, aprovado pela primeira
vez em 1988, possui como receptor alvo a somatostatina, usado no tratamento de
acromegalia e em pacientes com cancer. A gosserelina, aprovada pela primeira vez em

3



1987, tem como alvo o receptor hormonal que libera a gonadotropina e é

comercializada para uma variedade de indicagbes, como tratamento de endometriose

e no tratamento paliativo de cancer de préstata em estagio avancado e cancer de

mama. Ja em 2009 foi aprovada pela primeira vez, nos Estados Unidos, a liraglutida,

indicada no tratamento de adultos com diabetes tipo 2 (Kaspar & Reichert, 2013).

A Tabela 1.1 mostra alguns dos farmacos peptidicos mais vendidos (Amylin,

2013).

Tabela 1.1 Drogas peptidicas mais vendidas

Peptideo  Nome comercial Indicacao Referéncia
glatiramer Copaxone Esclerose (Hasson et al., 2016; K. P.
multipla Johnson et al., 1995)
leuprolida Lupron Cancer de (Garnick, 1986; Hu et al.,
prostata, cancer 2015)
de mama,
puberdade
precoce
gosserelina Zoladex Cancer de (Donnez et al., 1997; Usadi
prostata, cancer & Merriam, 2015)
de mama e
endometriose
octreotida Sandostatin acromegalia (Maurer, Gaehwiler,
Buescher, Hill, & Roemer,
1982; Wood, Lamberts, van
der Lely, de Herder, &
Hofland, 1996)
exenatida Byetta Diabetes (DeFronzo et al., 2005;
Furman, 2012)
teriparatida Forteo Osteoporose (Neer et al., 2001;
Quattrocchi & Kourlas,
2004)
liraglutida Victoza Diabetes (Buysschaert, D’'Hooge, &
Preumont, 2015; Knudsen,
2010)
cubicin Daptomycin Antibiotico (Carpenter & Chambers,
2004)
degarelix Firmagon Cancer de (Agerso, Koechling,
préstata Knutsson, Hjortkjaer, &

Karlsson, 2003;
Ammannagari, Javvaji,
Danchaivijitr, & George,

2016)




Peptideo = Nome comercial Indicacao Referéncia

bivalirudin ~ Angiomax/Angio Inibidores diretos (Rocha & Panizo, 2001)

X da trombina,
cetrorelix Cetrotide Fertilidade (Riethmuller-Winzen,
Prothmann, Reissmann,
Peukert, & Engel, 2000)
eptifibatide Integrilin Droga (Phillips & Scarborough,
antiplaquetaria 1997)

Cada vez mais, os PAMs vém alcancando a induastria farmacéutica e de
biotecnologia (Uhlig et al., 2014). O namero de pedidos de patentes envolvendo
tecnologias relacionadas a peptideos tem crescido significativamente nas udltimas
décadas, como mostra a descricdo dos pedidos de patentes por Pathan e
colaboradores (2010).

Frente as dificuldades encontradas na liberacdo de novos farmacos, Uhlig e
colaboradores (2014) abordam os desafios e as oportunidades dos PAMs, no caminho
para se tornarem farmacos aprovados. Os atributos dos peptideos, originalmente
considerados problematicos com relacdo ao desenvolvimento de medicamentos, agora
vém a ser mais convenientes do que desfavoraveis. Eles possuem alta afinidade ao
alvo e apresentam frequentemente maior estabilidade do que a esperada.

Existe uma grande variedade de organismos que produzem PAMs como parte
de seu mecanismo de defesa. Durante uma infec¢gdo, um animal hospedeiro pode
liberar maltiplas isoformas ou PAMs estruturalmente semelhantes, que atuam atraves
de mecanismos distintos, para conseguir um efeito sinérgico. Por exemplo, a magainina
isolada da secrecao da pele do sapo africano Xenopus laevis (Pipidae), e a indolicidina,
isolada dos neutrofilos de bovinos, podem funcionar como agentes antimicrobianos com
uma estratégia de multiplos modos de acado, para aumentar a sua eficiéncia e evitar
potenciais mecanismos de resisténcia (Nguyen, Haney, & Vogel, 2011).

Peptideos e proteinas antimicrobianos possuem um papel importante no sistema
de defesa do hospedeiro. Eles geralmente possuem ampla capacidade para matar
microrganismos. Além de seu papel como antibiéticos, possuem fungdes na inflamacéo,
cicatrizacdo de feridas, e regulacédo do sistema imuno adaptativo (Pathan et al., 2010).
Obviamente a pressao natural seletiva tem otimizado essas biomoléculas para além do

que pode ser previsto unicamente em fung¢do da sua natureza quimica.



O bioma marinho dispde de uma enorme biodiversidade, porém o ambiente
marinho é relativamente pouco explorado em termos de potenciais farmacologicos. Ele
contém uma enorme diversidade de espécies que evoluiram em estreita proximidade
com 0s microrganismos.

Como os invertebrados dependem apenas da imunidade inata, incluindo PAMs,
para combaterem 0s agentes infecciosos, acredita-se que os efeitos imunes desses
animais séo inibidores eficazes e rapidos de crescimento microbiano (Sperstad et al.,
2011). Neste contexto os organismos marinhos se destacam, pois séo fontes ricas de
diversos compostos bioativos. Recentemente, um grande interesse tem sido expresso
em relacdo aos derivados de peptideos bioativos marinhos por causa de seus
numerosos efeitos benéficos a saude (Kim & Wijesekara, 2010).

Peptideos bioativos, extraidos de animais marinhos, podem ser usados como
matéria-prima para a producdo de versateis produtos farmacéuticos para humanos,
com atividades anti-hipertensiva, antioxidante, anticoagulante, antimicrobiana entre
outras. Kim e Wijesekara (2010) oferecem uma visdo geral sobre peptideos bioativos
marinhos e suas atividades bioldgicas com potenciais aplicacdes como ingredientes em
alimentos funcionais, nutracéuticos e produtos farmacéuticos (Kim & Wijesekara, 2010).

Numerosos compostos sao isolados a partir de animais marinhos, que exibem
citotoxicidade especifica e ndo especifica. Os avancos na biologia molecular e
ferramentas computacionais permitiram uma melhor triagem e compreensdo do
funcionamento dessas substancias. Compostos isolados de tunicados, entre outras
espécies marinhas, como esponjas, podem fornecer tratamentos terapéuticos
esperados, como jA mostram muitos compostos de tunicados de grande relevancia

clinica, visando tumores especificos (Cooper & Yao, 2012).

1.2 Resisténcia microbiana

Microrganismos multirresistentes sdo um problema mundial, pois ndo obedecem
fronteiras internacionais e podem afetar de forma indiscriminada os membros de todas
as classes socioecondmicas. O tratamento de infeccbes em todo o mundo €
comprometido pela emergéncia de bactérias que sdo resistentes a varios antibidticos.

Neste cenario as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas causadoras de doencas



infecciosas graves em mamiferos tém se tornado um problema crescente para a
medicina em todo mundo (Alekshun & Levy, 2007).

Ao longo das dUltimas décadas, observa-se um numero crescente de
microrganismos patogénicos, que tém se tornado cada vez mais resistente aos
antibioticos convencionais (Snell, 2003). Esse problema afeta especialmente individuos
imunecomprometidos, embora o nimero de individuos sem problemas imunoldgicos
tenha aumentado. (Harrison, Abdel-rahman, Miller, & Strong, 2014).

Existem varios estudos demonstrando que padrfes de uso de antibidticos afetam
significativamente os indices de desenvolvimento de resisténcia. A extensa aplicacao
de farmacos antimicrobianos tem criado um estresse ambiental para o0s
microrganismos, que iniciam entdo mutacdes induzidas. Algumas bactérias apresentam
mutacao positiva, que Ihes permitem sobreviver, se reproduzir e, em seguida, passar
novas caracteristicas para seus descendentes (Pathan et al., 2010).

Fatores que contribuem para a resisténcia incluem o uso inadequado de
antibiéticos pelos pacientes, diagnosticos incorretos, prescricdes desnecessarias,
impregnacao de utensilios domésticos e brinquedos para criangas com baixos niveis
de antibioticos, administracao de antibiéticos em animais para prevenir, controlar, tratar
doencas e para promover o crescimento de animais produtores de alimentos (Levy,
2001; Pathan et al., 2010).

E relatado que o antibidtico penicilina perde faciimente sua atividade
antimicrobiana, devido a aquisicéao de resisténcia pela cepa microbiana (Zasloff, 2002).
Outro exemplo € o uso excessivo de cefalosporinas de 22 e 32 geragfes, que aceleram
significativamente o desenvolvimento de resisténcia a meticilina (Pathan et al., 2010).

As bactérias Gram-negativas sdo normalmente mais resistentes a agentes
antimicrobianos do que as Gram-positivas. Uma explicacdo para isso € a presenca da
barreira de permeabilidade da membrana externa para o primeiro e ausente no
segundo, o que limita 0 acesso dos agentes antimicrobianos para 0s seus alvos nas
células bacterianas (Vaara, 1992). Em muitos casos, a resisténcia € intrinseca e ocorre
independentemente de mutacdes ou a aquisicdo de exdgenos determinantes de
resisténcia (Poole, 2001).

E também importante destacar as infec¢des fungicas, que se tornaram uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes imune comprometidos. A
resisténcia antifungica tem sido tradicionalmente classificada como primaria
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(intrinseco), presente antes da exposi¢cao aos antifiungicos, ou secundaria (adquirida),
que se desenvolve apoés a exposi¢cao ao antifingicos, devido as alteracfes genotipicas
estaveis ou transitérias. Um terceiro tipo de resisténcia antifiungica é descrita como
"resisténcia clinica”, que engloba a progressao ou recaida de uma infec¢cdo por um
isolado de fungos (Kontoyiannis & Lewis, 2002).

Apesar do aumento da consciéncia e de melhores estratégias de tratamento,
persiste o desenvolvimento frequente de resisténcia as drogas antifungicas utilizadas
em ambientes clinicos. Apesar da disponibilidade de agentes antifungicos, ainda existe
grande incidéncia de micoses e de complexidade no tratamento, que podem ser
atribuidos a maior emergéncia de resisténcia a terapia antifingica (Srinivasan, Lopez-
ribot, & Ramasubramanian, 2014). E importante destacar que esta condicio € agravada
especialmente em pacientes com imunidade comprometida.

Nos EUA, entre 2013 e 2014, nos 19.262 transplantes de 6rgéos realizados,
houve um aumento concomitante na susceptibilidade de pacientes imune
comprometidos para infecgbes fungicas invasivas. Apesar de existirem boas
estratégias de tratamento, observa-se frequentemente o desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos antifingicos utilizados. Assim, a busca por novos e
melhores antifingicos deve ser mais estudada, a fim de se identificarem novas classes
de farmacos direcionados aos alvos, de forma que ndo promovam resisténcia ao
medicamento (Srinivasan et al., 2014).

Varias estratégias tém sido utilizadas como meios para superar a resisténcia
antifangica, como: o aumento da dose antifingica; novos sistemas de entrega, que
buscam melhorar o indice terapéutico; terapia com combinac¢des de antifingicos;
cirurgia para lesdes isoladas; imunomodulacéo; entre outras (Kontoyiannis & Lewis,
2002).

Neste contexto de emergéncia de microrganismos resistentes, os PAMs se
destacam como uma nova abordagem para o desenvolvimento de medicamentos
(Harrison et al., 2014), pois geralmente exibem seletividade, amplo espectro de acéo
antimicrobiana, acdo rapida e diferentes mecanismos de acdo contra células
patogénicas. Sendo assim os PAMs atraem um crescente interesse em aplicacdes
biomédicas, mostrando-se potenciais em aplica¢des clinicas (He & Lazaridis, 2013)

Uma alternativa a resisténcia microbiana sao os peptideos catidnicos. Eles
geralmente apresentam um papel de destaque no sistema de defesa antimicrobiano de
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hospedeiros, em toda a natureza. Destacam-se potencialmente como uma nova classe
de agentes antimicrobianos altamente ativos e oferecem um caminho para o
desenvolvimento de novos agentes anti-infecciosos, mais eficientes contra
microrganismos patogénicos. Os PAMs sdo conhecidos por apresentarem
propriedades antibacterianas, antifUngicas, bem como atividade contra protozoarios
(Boland & Separovic, 2006; Giacometti et al., 2000; R. E. Hancock & Scott, 2000; Lorin
et al., 2005; Oyston, Fox, Richards, & Clark, 2009; Seo, Won, Kim, Mishig-Ochir, & Lee,
2012).

Estudos de laboratorio e clinicos confirmam que o surgimento de resisténcia
contra PAMs é menos provavel do que a observada para os antibiéticos convencionais.
Esta informacao forneceu grande impulso para o estudo e desenvolvimento de novos
PAMs naturais, sintéticos ou modificados para producéo de novos agentes terapéuticos
(Zasloff, 2002).

1.3 Aplicacdes terapéuticas

Atualmente existe um crescente nimero de peptideos em ensaios clinicos,
mostrando um futuro longo e seguro para medicamentos formulados a partir de
biofarmacos (Olmez & Akbulut, 2012).

Estudos sobre os mecanismos de resisténcia podem ajudar no desenvolvimento
de novos medicamentos. Ao enfrentar esse problema critico, precisa-se estar ciente da
fluidez do genoma microbiano e da relativa facilidade com que a resisténcia pode surgir
por mutacdo ou aquisicdo de genes. Frente ao potencial surgimento de resisténcia,
devem-se buscar novas relagbes para a descoberta de novos agentes, tao
urgentemente necessarios, para curar doencas infecciosas (Alekshun & Levy, 2007).

Peptideos antimicrobianos tém aplicacbes terapéuticas notaveis para a
humanidade. Eles chamam a atencéo dos pesquisadores nos ultimos anos por causa
de sua boa eficiéncia no combate contra patdégenos. Os PAMs apresentam a
capacidade de matar rapidamente um amplo espectro de micro-organismos, até mesmo
multirresistentes.

Deve-se esclarecer que a maioria destes peptideos sdo encontrados na natureza
e sdo isolados a partir de uma diversidade de organismos, por isso, sdo 6timos
candidatos a novos substitutos de antibiéticos convencionais. Muitos pesquisadores
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tem tentando desenvolver plantas com genes, que codificam PAMs em plantas
transgénicas para diversas aplicacdes: na alimentacdo, agricultura e industrias
médicas. Porém, antes do peptideo ser aceito como aplicavel pelos érgaos reguladores,
existe um longo caminho a percorrer (Pathan et al., 2010).

Varios PAMs atualmente estdo passando por testes de laboratério, sendo que
muitos ja atingiram ensaios clinicos (Reddy, Yedery, & Aranha, 2004; Seo et al., 2012).
Faccone e colaboradores (2014) analisaram um grupo de peptideos catidnicos
antimicrobianos, quanto as suas propriedades fisico-quimicas, incluindo suas
estruturas por dicroismo circular e estudaram as suas propriedades antimicrobianas
contra uma gama de isolados clinicos, que expressam diferentes mecanismos de
resisténcia. Trés peptideos catibnicos a-helicoidais exibiram atividades antimicrobianas
comparaveis e até melhores que o omiganan (MBI-226), peptideo catiénico analogo ao
indolicidina, um dos PAMs mais estudados, que terminou recentemente ensaios
clinicos de Fase Il (identificador ClinicalTrials.gov: NCT00608959). No momento, varios
PAMs catidnicos de uso tépico e/ou parenteral vém sendo estudados, muitos em fase
[Il de ensaios clinicos concluidos (Andre & Dimarcq, 2004).

Apesar das dificuldades enfrentadas, existem varios casos de sucesso do uso
de PAMs, podendo ser empregados na agricultura como inseticidas e na industria de
alimentos como conservantes, indicando um futuro promissor para a aplicacao
extensiva destes peptideos. Embora muitos PAMs estejam em ensaios clinicos (Andre
& Dimarcq, 2004), até o momento poucos foram aprovados pela FDA (Food and Drug
Administration). A nisina, um polipeptideo antimicrobiano de origem bacteriana,
produzido pelo Lactococuslactis subsp. Lactis.,, apresenta atividade contra os
microrganismos, que podem causar deterioracdo dos alimentos e contra patdogenos
associados aos alimentos. Ele é amplamente aplicado em aditivos alimentares,
cosmeéticos, pomadas, injecdes, etc. Aprovado pela Organizacdo Mundial da Saude /
Organizag¢do Mundial da Alimentagéo e Agricultura (FAO / OMS), ele também faz parte
da lista da agéncia americana de medicamentos (FDA) de GRAS (Geralmente
Reconhecido como Seguro), o que significa que seu uso em alimentos € seguro e
inofensivo para os seres humanos (Ibarguren et al., 2014).

Verifica-se que a administracdo oral de proteinas e peptideos é um campo de
investigacdo em desenvolvimento, pois existem inUmeros desafios que limitam sua
biodisponibilidade eficaz. A administracdo por via oral bem sucedida requer o
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cumprimento de trés tarefas principais: a protecao das macromoléculas de degradacao
no trato gastrointestinal (TGI), a permeacao através da barreira intestinal e a absorcéo
das moléculas para uma circulacdo sistémica. Formulacdes orais clinicamente Uteis sdo
desenvolvidas, mas varias tentativas tém sido realizadas para ultrapassar os desafios
de baixa biodisponibilidade oral, resultante da baixa permeacdo, absorcdo e
degradacdo enzimatica no TGI (Choonara et al., 2014).

Estratégias atuais tentam fornecer uma protecéo estrutural para macromoléculas
e a absorcao melhorada através do uso de inibidores de enzimas, intensificadores de
absorcdo, sistemas de entrega polimérico, nanoencapsulamento e modificacbes
guimicas (Choonara et al., 2014). Nanoestruturas tém sido utilizadas como veiculos de
farmacos no uso de nanocompostos supramoleculares discretas, como carreadores de
drogas (Lin & Cui, 2015).

1.4 Relacao estrutura-atividade dos PAMs

PAMs séo relativamente curtos contendo de 12 a 50 residuos de aminoacidos.
Eles sdo normalmente formados por aminoacidos hidrofébicos, hidrofilicos e catidnicos
(carga liquida +2 a +9). Seu arranjo espacial geralmente é anfipatico e helicoidal (Hale
& Hancock, 2007).

Duas caracteristicas sdo comuns para os PAMs: uma carga catibnica e uma
proporc¢ao significativa de residuos hidrofobicos. O primeiro promove seletividade para
interacBes eletrostaticas com as membranas citoplasmaticas e membranas de
mamiferos zwitteribnicas, enquanto que o segundo facilita a interacdo com as cadeias
de acidos graxos (Nguyen et al., 2011).

Os peptideos podem possuir trés diferentes niveis de estruturacdo. A estrutura
priméria, nivel estrutural mais simples, € constituida pelos residuos de aminoacidos,
ligados covalentemente, em uma cadeia polipeptidica. A estrutura secundaria constitui
0S arranjos estaveis, conformacao que assumem no espaco. E finalmente a estrutura
terciaria, que mostra os aspectos do enovelamento tridimensional, tal estrutura &
estabilizada por ligagdes covalentes, ligacdes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas,
interag@es fracas de van der Waals e intera¢des hidrofdbicas.

Constata-se que a diversidade estrutural de PAMs descobertos até hoje é tédo

elevada que é dificil classifica-los, exceto por a sua estrutura secundaria, que relaciona
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a forma que segmentos da cadeia polipeptidica assumem no espaco. PAMs podem ser
classificados em quatro grupos principais com base em suas estruturas secundarias:
peptideos em a-hélice, conformagfes B, estendidos e dobrados, sendo as duas
primeiras mais comumente observadas (R. E. Hancock & Lehrer, 1998; Zasloff, 2002).

Os PAMs a-helicoidais magainina, cecropina e pexiganan constituem uma classe
representativa de PAMs, que apresentam uma das classes mais bem estabelecidas em
relacdo a estrutura-atividade. Esses peptideos geralmente apresentam estruturas
randdmicas em solucdo aquosa e se estruturam em hélices anfipaticas ou
conformacdes B na presenca de membranas ou meios miméticos (Seo et al., 2012).

Os PAMs formados por conformacdes (3, tais como a-, B-defensinas e protegrina,
sao estabilizados por pontes dissulfeto, formando estruturas relativamente rigidas. Eles
se inserem inclinados ou perpendicularmente na bicamada lipidica para formar poros
toroidais, ocorrendo interaces entre as regides hidrofilicas dos peptideos com os
grupos de cabeca polares das membranas (Seo et al., 2012).

Os PAMs podem romper as membranas bacterianas através de diversos
mecanismos de acao. Eles podem apresentar mudancas conformacionais durante sua
interacdo com a membrana (Galdiero et al.,, 2013). Assim estudos tedricos e
experimentais de interacdo se fazem necesséarios para a compreensao da relacéo
estrutura e mecanismo de interacéo. Por conseguinte, a relagéo entre a sequéncia de
aminoacidos, a estrutura tridimensional e a funcéo bioldgica das proteinas constitui uma

das areas mais estudadas da biologia molecular e bioquimica.

1.5 Mecanismo de agéo

Estudos mostram que os PAMs alcancam a sua atividade antimicrobiana por
perturbarem varios processos celulares importantes, além de poderem apresentar
varios mecanismos de a¢do (Hale & Hancock, 2007; Jenssen, Hamill, & Hancock,
2006a; Oren & Shai, 1998; Sato & Feix, 2006; Yeaman & Yount, 2003; Zasloff, 2002).

O alvo de PAMs apresenta uma diferenca clara e fundamental na estrutura das
membranas de microrganismos e animais multicelulares. Como se observa na Figura
1.3, as membranas bacterianas sao organizadas de tal modo que a face externa da
bicamada, contém predominantes fosfolipideos com cabeca polar carregada
negativamente. Em contraste, a face externa das membranas de plantas e animais é
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composta principalmente de lipideos sem carga, a maior parte dos lipideos com grupos
cabecas com carga negativa sao segregados no face interna, virado para o citoplasma
(Zasloff, 2002).

Devido a essas diferencas, as forcas que regem as interacdes, bem como os
mecanismos de acao dependem tanto da estrutura do peptideo como da estrutura do
alvo, que irdo determinar a afinidade destes, levando a uma maior ou menor
especificidade e atividade. As interacdes peptideo-alvo envolvem alteracdes
conformacionais e oligomerizacdo mediante a interacdo de PAMs com lipideos. As
propriedades dessas ligacdes dependem das propriedades fisico quimicas contidas na
sua sequéncia de aminoacidos, isto €, carga positiva liquida, anfipaticidade e
hidrofobicidade, bem como dependéncia com a concentracdo e agregagao em um

ambiente de membrana (Mahalka & Kinnunen, 2009).

Peptideo antimicrobiano
+

Interacbes hidrofébicas Interagdes eletrostaticas

VAN
0\40@88&; %Mgﬁf

modelo de membrana plasmatica

face externa

face interna

animal bactéria
colesterol  fosfolipideos acidos fosfolipideos zwitteriénicos

Figura 1.3. Membrana alvo de peptideos antimicrobianos com base na especificidade.
Modificado de (Zasloff, 2002).

Acredita-se que grande parte da atividade antimicrobiana e citotoxicidade
derivam das intera¢cGes diretas com a membrana lipidica que rodeia as células alvo,

provocando a sua permeabilizagdo. A forma de permeabilizacéo tem sido explicada em
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termos de diferentes modelos, tais como: formacéo de barril, carpete, Shai Matsuzaki
Huang (SMH), poro toroidal e detergente (Oren & Shai, 1998; Yeaman & Yount, 2003;
Zasloff, 2002).

Um modelo que explica a atividade da maior parte dos PAMs é o modelo Shai-
Matsuzaki-Huang (SMH). Esse modelo prop®e a interacédo de pequenos peptideos com
a membrana, seguida do deslocamento de lipideos e alteracdo da estrutura da
membrana. O poro formado favorece a passagem do peptideo, permitindo a sua
entrada para o interior da célula alvo. Desta forma, esse mecanismo propde que 0s
peptideos podem ter como alvo o rompimento da bicamada lipidica e a interacdo com
alvos intracelulares (Zasloff, 2002).

Mahalka e Kinnunen mostram que a funcgdo toxica dos PAMs esta intimamente
ligada a dobragem/agregacdo, juntamente com uma sequéncia altamente
interconectada de eventos. Inicialmente ocorre a associacdo eletrostatica entre o
peptideo ndo estruturado e a superficie da membrana. A segunda etapa envolve
processos simultaneos: intercalacdo na bicamada com o peptideo paralelamente ao
longo do plano da camada da membrana, alteracdo conformacional, emparelhamento
de ions de fosfolipidios com os residuos positivos do peptideo. Finalmente, ocorre a
reorientacdo e a insercdo do peptideo na membrana, tornando o0 seu eixo, longo,
perpendicular a superficie da monocamada, orientadas mais ou menos paralelamente
ao plano da bicamada, podendo formar agregados, oligbmeros, e, por fim, a
permeabilizacdo da membrana (Mahalka & Kinnunen, 2009).

Embora o modo de acdo envolva perturbar a integridade da membrana
citoplasmatica de bactérias de varias maneiras, existem também mecanismos
antimicrobianos, que afetam a viabilidade dos microrganismos a partir da interagdo com
alvos intracelulares importantes, incluindo DNA e sintese de proteina, dobramento de
proteinas, atividade enzimatica e sintese da parede celular (Nicolas, 2009).

Tendo em vista a importancia dos PAMs e a notoria necessidade do
conhecimento da estrutura terciaria desses, o0 presente trabalho apresenta a
determinacdo da estrutura terciaria dos PAMs clavanina A e Cm-pl, provenientes de

animais marinhos, bem como de um analogo do peptideo Cm-p1 modificado.
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1.6. Mecanismos de acao

O que difere os mecanismos de acgéo de antibioticos classicos e de peptideos é
que o primeiro se baseia em inibicdes enzimaticas, sendo relativamente lentos, e o
segundo interage de forma imediata a superficie de células bacterianas, causando
geralmente perturbac¢des 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 ndo 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 (B
Bechinger, 1999; Brogden, 2005; Papo & Shai, 2003; Rinaldi, 2002; Valcarcel et al.,
2001). Os mecanismos propostos para peptideos em a-hélice sao: formacao de batrril,
carpete, Shai Matsuzaki Huang (SMH), poro toroidal e detergente.

O modelo carpete (Carpet-like), descreve a saturacdo da superficie da
membrana pelas moléculas de peptideos. Elas sdo adsorvidas paralelamente na
superficie da membrana, cobrindo toda sua superficie como um “carpete”, assim 0s
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 tensdao 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).

O modelo poro toroidal é usado para peptideos que interagem fortemente com
grupos lipidicos. Ele envolve a ligacéo inicial do peptideo, paralelamente a superficie
da membrana de modo que a face polar do peptideo se associe a cabeca dos grupos
lipidicos. Apos atingirem determinada concentracdo, 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).
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O mecanismo barrel-stave, 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 catidnica voltada para os grupos fosfatos, presentes na superficie da
bicamada lipidica. Ocorre assim a insercdo perpendicular de mondmeros em a-hélice
anfipatica na membrana formando poros.

O peptideo mantém as regides hidrofébicas ligadas a regido apolar da
membrana, enquanto as regides hidrofilicas ficam expostas, facilitando o fluxo de ions
e moléculas pequenas através da bicamada lipidica (Shai, 2002). Assim a face
hidrofébica 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 formacdo dos poros pode ser confirmada pela afericdo do aumento da
condutividade (Reddy et al., 2004). O tamanho dos poros pode variar de acordo com a
concentracdo de mondmeros de peptideo na membrana (Pukala, Bowie, Maselli,
Musgrave, & Tyler, 2006), levando ao vazamento do conteudo celular e
consequentemente a morte da célula.

O modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH), se aplica a grande parte dos peptideos
antimicrobianos. Esse modelo é utilizado para pequenos peptideos que ndao 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, Fontes, Sebben, & Castro, 2003). Assim 0 mecanismo SMH propde que
0s peptideos antimicrobianos de anfibios podem ter multiplos alvos nas bactérias,
sendo por rompimento da bicamada lipidica ou por interagdo com alvos intracelulares
(Reddy et al., 2004; Zasloff, 2002).

O modelo de detergente (detergent-like), € uma representacdo mais geral para
a atividade de moléculas anfipaticas. Ele € baseado na intercalacdo de peptideos nas
bicamadas lipidicas pela interacédo do peptideo com a membrana lipidica, formando um
agregado micelar na prépria bicamada (Peptide, Wildman, Lee, & Ramamoorthy, 2003).
O fator predominante neste modelo de detergente € o potencial de agregacéo de cada
peptideo, que varia de acordo com sua natureza como carga e carater hidrofébico.
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Neste modelo os mondémeros de peptideos se alinham a superficie da membrana de tal
forma que os residuos hidrofébicos figuem em contato com o0s grupos cabecas
fosfolipidios, se reorientado para o interior da membrana hidrofébica. Assim, ocorre a
desintegracdo da membrana pelo rompimento da bicamada (Burkhard Bechinger &
Lohner, 2006).

Este modelo esta 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 agregacao foi analisada e um
modelo termodinamico de insercao e agregacao do peptideo hidrofébico na membrana
hospedeira foi proposto. Observou-se que, se 0s peptideos ndo se inserirem
profundamente na camada lipidica e que o0 processo de agregacdo se torna

termodinamicamente desfavoravel (Babakhani, Gorfe, Kim, & McCammon, 2008).

1.7 Peptideos estudados

1.7.1 Styela clava

O invertebrado marinho Styela clava (Figura 1.4) apresenta aproximadamente
10 cm de comprimento podendo chegar até 20 cm. S&o sésseis, pois ndo se deslocam
voluntariamente do seu local de fixagdo, aderindo-se geralmente a superficies duras.
Ocorrem geralmente em regides entre marés com profundidade acima de 25 m (Saude,
2012), e em regides com variacOes de temperaturas entre -2 e 23 C, sendo a variacado
de temperatura um fator que influencia seu crescimento (Kang et al., 2015).

O organismo S. clava possui peptideos bioativos, encontrados em suas células
sanguineas. Estudos mostram que os granulécitos eosinéfilos e macréfagos do S. clava
contém quantidades substanciais de Clavaninas styelinas. Tal estudo sugere que estes
peptideos desempenham um papel importante na defesa do hospedeiro contra micro-
organismos (Menzel, Hee, Sjostrand, & Lehrer, 2002).

Provenientes deste microganismo, tem-se o conhecimento de quatro peptideos
cationicos chamados clavaninas A, B, C e D. Todos eles sdo compostos, cada um, por
23 residuos de aminoacidos, sendo 18 comuns aos quatro. Esses peptideos foram
isolados originalmente em 1997 por Lee e colaboradores e foram classificados como
peptideos anfipaticos helicoidais, pertencentes a familia de PAMs de largo espectro.
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Esses peptideos apresentam consideravel homologia estrutural e funcional com a
magainina 1, um peptideo antimicrobiano bem caracterizado, retirado da pele da ra
Xenopus laevis (Zasloff, 1987). A clavanina A (entre Leu-5 e Phe-19), comparada a
magainina 1 (entre His-2 e Phe-16), apresenta 12 similaridades, seis residuos idénticos
e 6 substituicdes conservativas, contudo magainina 1 é rica em lisinas e o peptideo

clavanina A rico em histidinas.

wwwiEmer=littoral.org © W. Bay-Nouailhat

Figura 1.4. Imagem doTunicado Styela clava, dele foram extraidos os peptideos
antimicrobianos clavanins. (http://www.european-marine-life.org/32/photo.php?scr=cla
&url=32/photos-600x400/styela-clava-wb02-600x400.jpg, acessado em 06/02/2015).

O peptideo clavanina A € naturalmente amidado na por¢éo C-terminal e contém
23 residuos de aminoacidos, possui massa molar de 2,67 kDa, e se destaca dos outros
trés peptideos por apresentar uma maior atividade antimicrobiana e imunomodulatoria.
Distingue-se de outros PAMs por ser rico em histidinas, glicinas e residuos hidrofébicos,
como fenilalaninas e valinas. Esse peptideo, especificamente, se mostra interessante,
pois apresenta um amplo espectro de atividades contra bactérias Gram-positivas
(Micrococcus flavus, Lactobacillus sake e S. aureus, inclusive cepas resistentes a
meticilina) e Gram-negativas (P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli), além do fungo (C.
albicans) (I.Hee Lee et al., 1997; Lehrer, Lee, Menzel, Waring, & Zhao, 2001). Quanto

18



a sua toxicidade, ensaio de atividade hemolitica frente a eritrocitos humanos, revelaram
uma baixa taxa de hemolise contra células de vertebrados (Lofgren, 2007).

Estudos demonstram que clavanina A permeabiliza membranas alvo via dois
mecanismos distintos e dependentes do pH. A um pH baixo, a clavanina A € um agente
antimicrobiano mais potente que em meio neutro. Existem indicios de que os hemacitos
de tunicados como S. clava contém compartimentos celulares especificos com um pH
5,0. Quando o tunicado armazena seus peptideos clavaninas em compartimentos
especializados de pH baixo, que ndo possuem a membrana alvo especifica, o
hospedeiro esta protegido contra seus proprios peptideos (Aring, 2003; Ellen J. M. van
Kan, Demel, Breukink, van der Bent, & de Kruijff, 2002).

Quando testado em condi¢cbes de baixa forga ionica, a clavanina A mostrou
pouca atividade contra C. albicans em pH 7,4, porém apresentou atividade bastante
significativa em pH 5,5 (In Hee Lee, Cho, & Lehrer, 1997). A relativa falta de atividade
de peptideos ricos em histidina em meio neutro, porém mais ativo em meio acido revela-
se especialmente vantajoso, pois, um peptideo como a clavanina A pode ser
considerado uma alternativa farmacéutica contra microrganismos patogénicos, que
agem em regifes de meio acido ou que produzem tal acidez.

Microrganismos patogénicos muitas vezes causam mudancgas dramaticas no
meio em que se encontram, como resultado do crescimento excessivo e atividades
metabdlicas. Sendo assim novos PAMs, que detectam a alteracdo ambiental causada
por agentes patogeénicos, podem levar a producéo de um antibiotico seletivo sem efeitos
adversos. Um exemplo é a bactéria S. mutans, que provoca grande diminui¢cdo no pH
e desmineralizacédo do dente. Também a C. albicans, um fungo patogénico resistente
a multiplas drogas, responséavel por causar candidiase, acidifica 0os seus micro nichos
(Aoki, Kuroda, & Ueda, 2012).

1.7.2 Cenchritis muricatus

O caracol marinho Cenchritis muricatus, animal marinho invertebrado, habita
paredes rochosas verticais supra litoral ao longo das costas do Caribe, podendo ser
encontrado acima da zona de mergulho. Esses caramujos podem resistir a perda de
agua de até 23% de sua massa corporal, sobrevivendo a condi¢cfes extraordinarias de

carga térmica e dessecacao (Judge, Duell, Burriesci, & Moarsi, 2009).
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O peptideo Cm-pl pode ser extraido do Cenchritis muricatus (Figura 1.5). Esse

peptideo mostrou-se importante no desenvolvimento biotecnol6gico, podendo ser til a

saude humana na soluc¢ado de problemas agroindustriais.

Figura 15. Imagem do caracol marinho Cenchritis mucatus. Dele pode ser xtral'do 0
peptideo antifangico Cm-p1l. (https://www.flickr.com/search/?q=Cenchritis%20muricatu
S. Por Sergio Gonzalez, acessado em 06/02/2015).

O peptideo Cm-p1l apresentou capacidade de impedir o desenvolvimento de leveduras
e fungos filamentosos, com concentragdo inibitéria minima (MIC) de 7 pM para C.
albicans e 3 uM para Trichophyton rubrum, ndo exibindo efeitos nocivos as células de
mamiferos (Tabela 1.2) (Lépez-Abarrategui et al., 2012).

Tabela 1.2 Atividade antifingica do peptideo Cm-pl contra diferentes leveduras e
fungos (LOpez-Abarrategui et al., 2012).

Microrganismo Concentracao Inibitéria Minima (uM)
Botrytis cinérea 20
Fusaryum oxysporum 20
Aspergillus niger 41
Candida albicans 01U 13
Candida albicans 38U 7
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Microrganismo Concentracgao Inibitéria Minima (uM)

Candida parapsilosis 105
Cryptococcus neoformans L26 209
Cryptococcus neoformans L30 209

Trichophyton mentagrophytes -
Trichophyton rubrum 3

Sua atividade contra C. albicans se mostra importante, pois esse é um dos
principais fungos causadores de infec¢cdes hospitalares. Sendo, dessa forma, uma
alternativa viavel a prevencdo e ao combate dessas infeccbes. Ja o Trichophyton
rubrum € um agente causador de dermatomicoses superficiais. Os dermatéfitos
crescem na pele, unha e cabelo, pelo uso das proprias proteinas do hospedeiro,
principalmente queratina, como nutriente (Komoto et al., 2015).

O desenvolvimento de novos antifiungicos se mostra importante, ja que os fungos
patogénicos apresentam um complexo mecanismo de resisténcia a drogas antifungicas
(Kontoyiannis & Lewis, 2002). Estudos de incorporacéo do peptideo antimicrobiano Cm-
pl, em sistemas de liberacdo controlada de farmacos, foram realizados buscando o
aumento da solubilidade dessas moléculas e a melhora na sua estabilidade. O sistema
de liberacdo obtido, utilizando nanofibras de Cm-pl-PVA, permitiu a liberacdo do
peptideo por trés dias, porém prejudicou a atividade do peptideo, provavelmente devido
a formacdo de ligacbes de hidrogénio entre os grupos amino do farmaco e os
grupamentos hidroxila do PVA (alcool poli-vinilico), levando a desativagdo da droga,
devido a alta polaridade do atomo de oxigénio dos grupamentos hidroxila do PVA
(Flavia, 2014).

1.8 Ressonancia Magnética Nuclear no contexto estru  tural

A atividade dos peptideos ndo é determinada somente pela sequéncia de
aminoacidos especificos, mas também pelos parametros estruturais globais, tais como
helicidade, hidrofobicidade, momento hidrofébico, carga e tamanho do dominio
hidrofébico/hidrofilico (M Dathe & Wieprecht, 1999). Tais fatores influenciam as
interacbes dos peptideos com as membranas, resultando em um equilibrio de

interacOes hidrofébicas e eletrostaticas (Margitta Dathe et al., 1997). Nas interacdes
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hidrofébicas as cadeias laterais dos aminoacidos apolares sao separados em faces
distintas em relacao as cadeias polares. Sendo isso decisivo para a interagéo e inducao
da permeabilidade em membranas com superficie de carga pouco negativa. A afinidade
do peptideo pela membrana é aumentada pelas interacbes eletrostaticas entre os
residuos de aminoacidos carregados positivamente e 0s grupos cabeca polares de
fosfolipideos carregados negativamente. Ja as interagfes eletrostaticas mantém os
peptideos na superficie da bicamada lipidica, perturbando-a, através da formacado de
pequenos poros, que podem atuar como canais ibnicos, permitindo a entrada e saida
indiscriminada de ions da célula (M Dathe et al., 1996). As mudancas conformacionais
dos peptideos sdo favorecidas, devido serem direcionados para formas estruturadas
de maior estabilidade. Os detalhes da estrutura e dinamica destas interagdes na
superficie da membrana séo frequentemente controlados pela interacao especifica de
determinados residuos de aminoacidos a diferentes partes da camada lipidica
(Khandelia et al., 2008).

Existem trés técnicas capazes de propor modelos estruturais de peptideos e
proteinas com detalhes em nivel atbmico. Sao elas: espectroscopia de ressonancia
magneética nuclear (RMN), microscopia eletronica e cristalografia de raios-X (Protein
data bank, 2013). Das 106.517 estruturas depositadas no Protein Data Bank (PDB)
10.839 estruturas foram resolvidas por RMN entre proteinas, acidos nucleicos e outros
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do, acessado em 11/12/2015), 94.688 por Raio-X

e 732 por microscopia eletronica. Das 334 estruturas depositadas no Banco de dados

de peptideos antimicrobianos (APD), 228 possuem coordenadas depositadas no
Protein Data Bank (PDB), sendo que do total de 334 peptideos com estrutura
tridimensional depositadas, 295 foram elucidadas por RMN e apenas 39 por difracdo

de raios-X (http://aps.unmc.edu/AP/main.php, acessado em 12/02/2015).

A espectroscopia de RMN se destaca na determinagdo conformacional de
macromoléculas, por ser a Unica capaz de fornecer informagdes estruturais em solugéo
(Veglia & Ramamoorthy, 2010), possibilitando mimetizar o ambiente das membranas e
permitindo estudar as interacoes ligante-alvo (Lucas & Larive, 2004). Esta técnica se
destaca devido a grande quantidade de informacdes, que podem ser extraidas a partir
dos dados experimentais, aumentando a confiabilidade das estruturas obtidas (Chris
A.E.M. Spronk, Nabuurs, Krieger, Vriend, & Vuister, 2004).
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Os aminoacidos presentes na cadeia peptidica sédo ricos em hidrogénio, que
possuem spin %, por isso 0s peptideos sdo excelentes alvos para estudos por RMN em
solugcdo. Cada residuo de aminoéacido constitui pelo menos um sistema de spins,
conectado com composi¢cfes quimicas e estruturais diferentes, mas com padrdes
equivalentes, de tal modo que os deslocamentos quimicos de hidrogénio e o nimero
esperado de sinais aparecem agrupados por caracteristicas quimicas em regides
distintas num espectro de RMN (Wider & Wthrich, 1999).

A espectroscopia de RMN permite chegar ao conhecimento da estrutura terciaria
de peptideos e proteinas, bem como pode ser crucial para uma proposta de seu
mecanismo de interagdo com a membrana, o que € essencial no desenvolvimento de
novos farmacos peptidicos (Zelezetsky & Tossi, 2006). Os atuais desenvolvimentos da
espectroscopia de RMN, a torna uma técnica muito eficiente no monitoramento e
discriminacao de processos moleculares, como mudancas conformacionais em solucao
(Thennarasu, Lee, Tan, Prasad Kari, & Ramamoorthy, 2005). A investigacdo dos
movimentos dindmicos pode fornecer informagdes Uteis sobre a interagdo peptideo-
receptor, permitindo caracterizar detalhes termodinamicos e cinéticos de interacéao (Chi
et al., 2002).

Esses conhecimentos direcionam os pesquisadores ao planejamento racional de
novos farmacos, de forma que tais informacdes possam ser exploradas com finalidades
biomédicas e biotecnologicas (Barreiro 2002), possibilitando a maxima exploracéao do
potencial terapéutico dessas moléculas.

Devido aos impressionantes avancos cientificos e tecnolégicos da biologia
estrutural e da quimica computacional, é possivel o planejamento de novos farmacos a
partir do entendimento da relacéo entre a estrutura quimica e a atividade biologica da
molécula de interesse (Olmez & Akbulut, 2012). A correta eleicdo do alvo-terapéutico
mais adequado, bem como o desenho estrutural de um novo protétipo dependem do
conhecimento prévio da estrutura conformacional, bem como o entendimento de sua
interacdo com o alvo. Desta forma, 0 novo composto pode ter sua eficacia otimizada
através de modificagdes planejadas, preservando ou aumentando suas propriedades
farmacoldgicas (Vlieghe et al., 2010).

Portanto, os dados obtidos através da espectroscopia de RMN fornecem
informacdes que podem ser relevantes a potencialidade e a seletividade de peptideos
e proteinas. Tais informacfes mostram as interacdes moleculares importantes na
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interacdo com o alvo biologico, destacando a contribuicdo e a importancia de cada
aminoacido, bem como a distribuicdo das cargas e o efeito da anfipaticidade ao longo
da estrutura (Veglia & Ramamoorthy, 2010).

1.9 Validagao das estruturas

No processo de determinacdo da estrutura tridimensional de peptideos, as
informagdes fornecidas pelos experimentos de RMN bidimensionais, tais como TOCSY
(Espectroscopia de Correlagado Total), NOESY (Efeito Nuclear Overhauser), HSQC
(Espectroscopia heteronuclear de Simples Quantum) e HMQC (Espectroscopia
Heteronuclear de Mdltiplo Quantum), sdo empregadas na atribuicdo dos sinais de cada
ndcleo, bem como no fornecimento de restricdes de angulos diedro e distancias inter
atbmicas. Esses dados sao utilizados na modelagem molecular, fornecendo estruturas,
sendo as de menor energia selecionadas. Posteriormente, a validacdo dessas
estruturas propostas € um passo muito importante, pois fornece uma indicacdo da
confiabilidade do modelo (Nabuurs, Spronk, Vriend, & Vuister, 2004).

A incerteza nas coordenadas moleculares pode ser descrita usando o desvio das
coordenadas RMSD (Desvio padrdo quadratico meédio). Tal parametro pode ser
utilizado como uma medida da qualidade na determinacdo da estrutura. Presume-se
que os valores mais baixos de RMSD indicam resultados mais precisos e melhores.
Porém, a variacao nas coordenadas refletem a dindmica interna da molécula. Portanto,
para se obterem estatisticas adequadas a precisdo, os modelos devem refletir as
incertezas nas distancias dos dados experimentais, na conversdo de dados e dos
processos computacionais (Nabuurs et al., 2004).

Para as estruturas de RMN determinadas em solucdo, € de se esperar que,
devido a dinamica interna, as estruturas sempre exibirdo uma variagdo em torno de
uma conformacdo média. Esta conformacdo média pode ser determinada como a
propagacao verdadeira nas coordenadas x, y de um &tomo.

Um bom modelo deve se aproximar de uma boa precisao e exatidao. Precisdo é
a medida da reprodutibilidade de repetir medidas, e pode ser expressa como variancia
do valor medido (x) em torno de um valor médio. Exatidao, por outro lado, € a medida
da proximidade da medicado para o valor verdadeiro. A Figura 1.6 apresenta uma

llustracéo da relacdo entre exatidao e precisao para um conjunto de modelos.
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Figura 1.6 Relagao entre precisao e exatiddo em um conjunto de modelos. Modificado
de Vranken (Vranken, 2014)

Para uma medida exata, com os valores obtidos espalhados em torno da média
verdadeira das coodenadas x ey, trés situagdes podem ser encontradas (Chris A.E.M.
Spronk et al., 2004):

a. a variacao nas coordenadas ser menor do que a variacao fisica. Neste caso,
os valores obtidos sdo muito precisos e a precisao subestima a variacao fisica (Chris
A.E.M. Spronk et al., 2004);

b. a variacdo nas coordenadas ser maior do que a variagao fisica, ou seja, 0s
valores que sdo obtidos ndo séo suficientemente precisos e a precisao superestima a
variacao fisica (Chris A.E.M. Spronk et al., 2004);

c. avariacdo nas coordenadas ser igual a variancia fisica. Neste caso, a precisao
€ igual a variancia fisica e essa seria a situagéo ideal (Chris A.E.M. Spronk et al., 2004).

Todas as etapas, na determinacdo estrutural por RMN, envolvem erros
experimentais, suposicdes e simplificacdes, portanto a situacao ideal nunca pode ser
alcancada na pratica. O efeito cumulativo de erros nos diferentes passos devera
resultar na situacdo em que a precisdo superestima a verdadeira variancia (Chris
A.E.M. Spronk et al., 2004).
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A Minimizacdo do valor de RMSD leva a conjuntos precisos de estruturas,
resultando na situacao indesejavel, onde a precisédo subestima a exatiddo e o conjunto,
neste caso o modelo nao contém qualquer informacdo sobre algumas das
conformacdes verdadeiramente acessiveis (Chris A.E.M. Spronk et al., 2004). Por isso,
o entendimento destas relagcbes € extremamente relevante na interpretacdo dos
resultados obtidos.

O programa WHAT IF geralmente é utilizado para auxiliar na avaliagdo da
qualidade do modelo obtido. Ele fornece um ambiente inteligente e flexivel para a
exibicdo, manipulacéo, e analise de moléculas pequenas, proteinas e acidos nucléicos.
Vérias propriedades geométricas, que sdo usadas para validar modelos de estrutura,
sdo avaliadas por esse software de validacao (Vriend, 1990). WHAT IF analisa
indicadores de qualidade de geometrias locais, tal como previsto pelas rotinas de
verificacdo do programa e compara um numero de parametros a partir da estrutura
analisada com aqueles presentes no banco de dados a partir de estruturas de raios-X

(Christian A E M Spronk, Linge, Hilbers, & Vuister, 2002).
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2.1 Objetivos gerais
Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo realizar estudos

estruturais de PAMs potenciais para a geracao de farmacos, explorados pelo projeto
“Rede Pro Centro-Oeste de Bioprospeccédo e Caracterizacdo Farmacoestrutural de
Antimicrobianos”, com o intuito de se estimular o desenvolvimento farmoquimico da

regiao, que se destaca por possuir grandes pélos farmacéuticos.

2.1 Objetivos especificos

» Utilizando-se a espectroscopia de dicroismo circular, determinar as estruturas
secundérias, avaliar a estabilidade dos peptideos em diferentes condi¢ées de pH
e temperatura, observando a influéncia destes na estrutura e consequentemente,
na estabilidade, dos peptideos em estudo.

» Determinar a estrutura conformacional dos peptideos na presenca de micelas
gue mimetizem a membrana bacteriana, por meio da espectroscopia de RMN,
utilizando, para isso, restricdes de distancia inter atbmicas e de angulos diedros,
obtidas a partir dos experimentos.

* Auvaliar as propriedades dinamicas dos peptideos em estudo.

* Realizar estudos de difusdao do peptideo, utilizando espectroscopia por difusdo
ordenada RMN-DOSY, para investigar as intera¢gfes e afinidade dos peptideos
antimicrobianos em diferentes meios.

» Estudar a orientacdo da interacdo dos peptideos com a micela, bem como seu
modo de interacao.

» Entender o mecanismo de agdo dos peptideos, dirigindo ao desenho de um novo
peptideo, com o intuito de otimizar as suas atividades biolégicas.

» Sintetizar um novo peptideo a partir da modificagdo na estrutura primaria do
peptideo nativo Cm-pl e avaliar a influéncia de tal modificagédo tanto na estrutura
quanto na atividade biolégica do novo protétipo.

» Avaliar as propriedades geométricas utilizadas para validar modelos estruturais,
junto com os procedimentos e medidas de qualidade implementadas nas andlises
de validacdo WHAT IF, Ramachandran e RMSD.
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3. Metodologia

Os peptideos clavanina A e Cm-pl fazem parte dos peptideos de estudo da

Rede Pro Centro-Oeste de Bioprospeccdo e Caracterizacdo Farmacoestrutural de

Antimicrobianos. Estes peptideos sintéticos, no entanto de ocorréncia natural, foram

gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Octavio Luiz Franco. Ja o peptideo [Phe3]Cm-p1 foi

sintetizado no Laboratério de Sintese e Estruturas de Biomoléculas (LASEB), da

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM). Abaixo séo

apresentadas suas sequéncias primarias e suas propriedades fisico-quimicas.

Peptideo clavanina A

Caddigo de letras simples

Caddigo de letras triplo

VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF-NH:
Val-Phe-GIn-Phe-Leu-Gly-Lys-lle-lle-His-His-Val-
Gly-Asn-Phe-Val-His-Gly-Phe-Ser-His-Val-Phe-NH:

Propriedades fisico-quimicas

Numero de residuos
Massa molecular
Ponto isoelétrico
Carga liquida a pH 7
Solubilidade

23

2666,13 g/mol
pH 10.04

2,4

Baixa solubilidade em agua

Peptideo Cm-pl

Cddigo de letras simples

Caddigo de letras triplo

SRSELIVHQR-NH;
Ser-Arg-Ser-Glu-Leu-lle-Val-His-GIn-Arg-NH2

Propriedades fisico-quimicas

Numero de residuos
Massa molecular
Ponto isoelétrico
Carga liquida a pH 7
Solubilidade

10

1223,4 g/mol
pH 10.87

2,1

Boa solubilidade em agua

28



Peptideo [Phe3] Cm-pl

Cddigo de letras simples SRFELIVHQR-NH:

Caddigo de letras triplo Ser-Arg-Phe-Glu-Leu-lle-Val-His-GIn-Arg-NH:
Propriedades fisico-quimicas

Numero de residuos 10

Massa molecular 1283.48 g/mol

Ponto isoelétrico pH 10.87

Carga liquida a pH 7 2,1

Solubilidade Boa solubilidade em agua

3.1. Dicroismo Circular (DC)

Os experimentos de DC foram realizados, a fim de se determinarem as
condi¢Oes ideais para a realizagcédo dos experimentos de RMN (Sreerama, Venyaminov,
& Woody, 2001). Por espectroscopia de DC foram avaliados parametros tais como
preferéncias conformacionais e a relacdo de estabilidade em diferentes pH,
temperaturas e concentracdes dos meios como: SDS (dodecil sulfato de so6dio)
(Aniansson, Wall, Almgren, Hoffmann, & Ulbricht, 1976) , DPC (Lauterwein, Bosch,
Brown, & Waiithrich, 1979) e TFE (2,2,2,trifluoroetanol) (Clore, Martin, & Gronenborn,
1986). O primeiro meio (SDS) mimetiza 0 ambiente das membranas bacterianas, o
segundo meio (DPC) é geralmente utilizado como modelo de membrana nos estudos
de interacdo peptideo-lipideo, o terceiro meio (TFE) é chamado de co-solvente é
responsavel por promover a formacdo de ligacbes de hidrogénio em regides do
peptideo onde ha tendéncia de estruturacao a-helicoidal.

Os experimentos de DC, gravados na regidao do ultravioleta distante, foram
realizados no Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de Brasilia (UnB), em
um espectropolarimetro Jasco J-815, utilizando celas de 1,00 mm. 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, resolucdo de 0,05 nm e
acumulacao de 4 varreduras, a 25 C. A avaliacdo da estabilidade térmica, do peptideo
em SDS, foi realizada pela variacdo da temperatura de 25 C a 95 C, com incrementos

de 10 <, seguida pelo seu retorno de temperatura.
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As analises conformacionais de DC foram realizadas a partir da solugcéo estoque
do peptideo clavanina A e Cm-pl. Estas solu¢cbes foram diluidas em agua deionizada.
Tais concentracdes foram determinadas através do experimento de espectroscopia UV-
VIS, utilizando as relagcdes de Murphy e Kies para peptideos, que ndo possuem
triptofano em suas sequéncias (Murphy & Kies, 1960). Foram medidas as absorbancias
em comprimentos de onda (A) de 205, 215 e 225 nm e calculadas as concentra¢des de

cada peptideo segundo as equagdes 3.1, 3.2 e 3.3.

K = (A215-A225).144 Equacgéo 3.1
T = (A205).31 Equacéao 3. 2
C = (K+T)/2 Equacéo 3. 3

Onde A é a absorbancia da solucdo da amostra em 205, 215 e 225 nme C a
concentracdo da amostra (mg.L™?)
Os peptideos foram analisados na presenca de SDS (Tabela 3.1) e TFE (Tabela

3.2) em diferentes concentracdes e em diferentes pH.

Tabela 3.1 Peptideos Clavanina A (pH 5) e Cm-p1 (pH 4) em diferentes concentragfes

de micelas de SDS, com suas respectivas diluicbes nas amostras.

Clavanina A Cm-pl
[SDS] (mM) [Peptideo] (uM) [SDS] (mM) [Peptideo] (uM)

0 41,00 0,00 51,72
0,10 40,97 0,09 51,67
0,20 40,93 0,19 51,62
0,30 40,89 0,28 51,57
0,40 40,85 0,37 51,52
0,50 40,80 0,47 51,48
0,60 40,76 0,56 51,43
0,70 40,72 0,65 51,38
0,79 40,68 0,74 51,33
0,89 40,64 0,84 51,28
0,99 40,60 0,93 51,24
1,96 40,20 1,84 50,76
3,85 39,43 3,61 49,85
7,41 37,97 6,98 48,11
13,04 44,97

20,00 41,37

30



Os tampdes utilizados foram: acetato de sodio em pH 3, 4 e 5 e tampao tris HCI
em pH 7 e 9, a concentragdo de 5 mM. As dilui¢cdes, variando a concentracdo do meio
mimético SDS e TFE, estdo apresentadas na Tabela 3.1 e 3.2, respectivamente.
Essas tabelas consideram as diluicbes causadas pela adicdo do peptideo, nos

experimentos de DC

Tabela 3.2 Peptideos Clavanina A e Cm-pl em diferentes concentracdes de TFE,
com suas respectivas diluicdes.

Clavanina A Cm-pl
TFE % [Peptideo] (uM) TFE % [Peptideo] (uM)
0 37,97 0 0,00
4,4 36,27 4,4 49,67
5 36,06 5 51,72
10 34,14 10 49,08
15 32,22 15 48,76
20 30,30 20 48,36
25 28,39 25 47,91
30 26,47 30 47,36
35 24,55 35 46,70
40 22,63 40 45,92
45 20,71 45 44,92
50 18,79 50 43,71
Com o auxilio das Equacédo 3.4 e Equacédo 3.5 (S M

Kelly & Price, 2000), os resultados obtidos foram tratados, a fim de se converter a
elipticidade observada em elipticidade molar média [0] (graus cm?/mol), pela seguinte

relacao abaixo:

MMR = M—Ni Equacéo 3.4

n—

MMR.«x
10.1.c

[6]lmolar = Equacao 3.5

Onde MM é a massa molar do peptideo, n é o numero de residuos, a é a
elipticidade observada, | € o caminho 6ptico em centimetros e ¢ € a concentracao do

peptideo em mol/L (Sharon M Kelly, Jess, & Price, 2005).

31



A estimativa da porcentagem de a-hélice (f,) maxima tedrica dos peptideos

foram encontradas através da  Equacéo 3.6.

[9]2222 (fH —ik/ n).[ﬁ]oo Equacéo 3.6

Onde [B]222 é a elipticidade molar observada, correspondente ao ponto de
inflexdo na curva, 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) para estruturas helicoidais, n numero total de residuos e

[9]., elipticidade residual méaxima para uma hélice de tamanho infinito (-39500

deg.cm?.dmol?) (Chen, Yang, & Chau, 1974).
3.2 Aquisicéo dos experimentos de RMN

Os experimentos de RMN foram obtidos nas instalacbes do Laboratério de
Ressonancia Nuclear Magnética do Instituto de Quimica da Universidade Federal de
Goias (IQ/UFG), em um espectrometro BRUKER AVANCE Il 500 (11,75 T), na
frequéncia de 500,13 MHz, para o nlcleo de hidrogénio H, 125,76 MHz para 13C e
50,68 MHz para '°N, utilizando-se uma sonda de 5mm de tripla ressonancia (TBI).

A solucéo para analise do peptideo clavanina A foi preparada, solubilizando-se
2 mM do peptideo em um volume final de 500uL, sendo 35% TFE-d2s, 55% de H20 e
10% D20, pH 4,3 e 25 C.

A amostra do peptideo Cm-pl foi preparada, solubilizando-o em 500 pL de
solucédo contendo 90% de H20 e 10% D20 e SDS a 100 mM (pH 4,3 e 25 C). Em todas
as analises foram utilizados como o padréo de referéncia interna o composto TMSP-da
(trimetilsilil-2,2,3,3-d4 propionato de sodio).

Foram adquiridos experimentos de RMN bidimensionais de *H homonucleares :
TOCSY !H-'H (total correlation spectroscopy) usando a sequéncia dipsi2esgpph e
NOESY H-'H (nuclear Overhauser effect spectroscopy) com sequéncia de pulsos
noesygpphw5 (Liu et al., 1998), além de experimentos Heteronucleares: sf-sf-HMQC
1H-15N (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) com sequéncia de pulsos
sfhmqcf3gpph (Schanda & Brutscher, 2005) e HSQC H-3C (Heteronuclear Single
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Quantum Coherence) com sequéncia de pulsos hsqgcetgp. Todos experimentos de RMN

foram realizados a 25 C, exceto os experimentos de variacao de temperatura.

A Tabela 3.3 apresenta os parametros utilizados nos experimentos de TOCSY e

NOESY: frequéncia de transmissao (O1); pulso de radiofrequéncia de 90° (p1); janela

espectral (SW); numero de transientes acumulados (NS); o nimero de pontos no

dominio do tempo (TD) e poténcia de pré-saturacao (PIWoy).

Tabela 3.3 Parametros utilizados nos experimentos de TOSCY, NOESY, COSY, HSQC
e sf-HMQC. Clavanina A em TFE-d3z e Cm-pl em SDS-dzs.

Parametros TOSCY NOESY COoSsy HSQC 3C  sf-HMQC °N
Clavanina A
SW (Hz) 6009,615 6009,615 6009,615 F,=6009,62 F,=11029,41
F1=11319,05 F;=2000,00
NS 176 64 164 168 8000
O1(Hz) 2776,52 2760,41 2750,98 F»=2786,97 F»=2770,91
F1=4401,52 F1=5979,97
p1 (usec) 10,43 10,31 10,23 8,44 10,51
TD F2> =4096 F> =4096 F> =4096; F2> =1024 F2 =1024;
F1 =256 F1 =512 F1 =256 F1 =256 F1 =104
PIWs (W) 1,06 105 1,105 1,62 104 4,34 105 4,34 105
Tempo de 80 250 - - -
mistura (ms)
Cm-pl
SW (Hz) 8012,82 6009,615 6009,615 F2=8012,820 F2=8802,817
F1=5030,936 F1=2000,00
NS 160 76 128 172 2556
01 (Hz) 2350,94 2350,94 2350,94 F2=2341,80 F2=2350,90
F1=15593,97 F1=5979,97
p1 (Usec) 11,14 11,14 11,14 11,00 11,50
TD Fo= F2 = 4096; Fo = F2 = 4096; F2 = 4096;
4096; F1=512 4096; F1 =256 F1 =256
F1 =256 F1 =256
PIWg (W) 1,06 10° 110° 1,62 10* 4,34 10° 4,34 10°
Tempo de 80 250 - - -

mistura (ms)

Foram realizados varios experimentos de NOESY com diferentes tempos de

misturas (60, 70, 80, 100, 200, 250 e 300 ms), com o intuito de se observar o tempo de

mistura ideal para a amostra. Nos experimentos bidimensionais TOSCY, NOESY e
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HMQC, utilizaram-se o modo de aquisi¢cdo States-TPPI (Marion, Ikura, Tschudin, & Bax,
1989) e nos experimentos HSQC utilizaram-se 0 modo de aquisicdo Echo-antiecho
(Davis, Keeler, Laue, & Moskau, 1992).

Os experimentos de DOSY para o peptideo clavanina A, na presenca de micelas
de SDS (100 mM), foram realizados para diferentes concentracdes de peptideo 0,05,
0,1, 0,2 0,4, 0,8 e 1 mM. Isto porque desejava-se saber se haviam apenas interagbes
peptideo-micela, ou se haviam interacbes peptideo-peptideo-micela. Neste
experimento foram utlizados 90% de H20 e 10% D20 e pH 4,3. Outros dois
experimentos de DOSY foram realizados, modificando-se o meio 2 mM do peptideo
clavanina A em solugéo de 90% de H20 e 10% D20, em pH 4,3 e 0 outro com 2 mM de
peptideo em 55% de H20, 10% D20 e 35% de TFE-ds, em pH 4,3. Esses experimentos
foram realizados a 25 C.

Os experimentos de DOSY foram registrados, utilizando-se uma sonda de
deteccéo inversa (TBI) equipada com bobinas geradoras de gradientes de campo no
eixo z (campo maximo de 55,0 Gauss.mm). Empregou-se a sequéncia de pulsos
stebpgp, largura espectral em F2 de 6009,615 Hz, tempo de aquisi¢cdo de 0,68 s. Em
todos os experimentos de DOSY foram utilizados: numero de pontos no dominio do
tempo (TD) de 8192 em Fze 32 em F1; tamanho dos dados (SI) 8192 em F2e 64 em F1
e poténcia de pré-saturacdo de 9,91 10°W. Os valores da frequéncia de transmisséo
(O1); pulso de radiofrequéncia de 90° (P1); o numero de experimentos acumulados (NS);
para os experimentos em diferentes concentracdes estao apresentados na Tabela 3.4.

As concentragdes foram determinadas com base nas diluicées da solugéo estoque.

Tabela 3.4 Parametros utilizados nos experimentos de DOSY.

Parametros
0,05 mM do peptideo Clav A na presenca de 100 MM de  SDS-d2s
NS 2308
O1(Hz2) 2350,71
p1 (Usec) 12,54
0,1 mM do peptideo Clav A na presenca de 100 MM de  SDS-d2s
NS 824
01 (H2) 2350,21
p1 (Usec) 11,14
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Parametros
0,2 mM do peptideo Clav A na presenca de 100 MM de  SDS-d2s

NS 720

O1(Hz2) 2352,04

p1 (usec) 11,31

0,4 mM do peptideo Clav A em 100 mM de SDS-d 25
NS 656

01 (H2) 2353,32

p1 (Usec) 9,68

0,8 mM do peptideo Clav A na presenca de 100 MM de  SDS-d2s

NS 560

O1(Hz) 2351,21

p1 (Usec) 11,87

1,0 mM do peptideo Clav A na presenca de 100 mM de  SDS-d2s

NS 208

O1(Hz) 2349,75

p1 (Usec) 11,33

Parametros
2,0 mM do peptideo Clav A em agua

NS 512

O1(Hz) 2349,47

p1 (Usec) 10,59

2,0 mM do peptideo Clav A na presenca de 35% de TFE -ds

NS 512

O1(Hz2) 2348,61

p1 (Usec) 7,54

A rampa de gradiente foi ajustada entre 2 (1,07 G.mm-1) a 95 % (50,8 G.mm-1)
da poténcia total do amplificador do gradiente. Também foram ajustados o tempo de
difusdo A, que corresponde ao intervalo entre a aplicagdo dos pulsos de perda e
recuperacdo da coeréncia, o tempo de aplicacdo do gradiente de campo & e a
percentagem da forca do gradiente de campo g.

Com relacédo a forca do gradiente, o mesmo foi calibrado, utilizando-se a agua,
um composto com coeficiente de difusdo conhecido. Com a sequéncia de pulsos
stebpgp1s, realizou-se um experimento de difusdo somente da agua para se determinar
o valor de gama (Hz/G), utilizando-se como referéncia o valor da difusdo padrédo da
agua de 2,3 10° m?/s, a temperatura de 25 T (Mills, 1973). Assim o e ixo do coeficiente

de difusdo das amostras contendo peptideo péde ser calibrado com o valor de gama
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encontrado. No calculo de volta da for¢ca de gradiente, sem manipulacdo da funcéo de
janela, as areas foram ajustadas a um Unico decaimento exponencial.

Os mapas de contornos de DOSY foram trabalhados utilizando o
processamento analyse, software TopSpin 3.1 (Bruker), modo de analise T1/T2> com a
finalidade de facilitar a interpretacéo e a visualizacdo das informacdes (Zick, 2009).
Foram integrados trés sinais na regiao de metila entre 0,7 e 1,3 para o peptideo clavanin
ppm e 0,5 e 1 para o peptideo Cm-pl. Calculou-se o valor do coeficiente difusdo medio

desses sinais, para cada experimento.

3.3. Processamento dos dados

Os mapas de contornos foram processados, utilizando-se o programa nmrPIPE
(Delaglio et al., 1995). Foram ajustadas a fase e a linha de base e as funcdes
matematicas de apodizacdo LB (line-broadening) e GB (Lorentz-Gauss) foram
aplicadas para ganho de sensibilidade e resolucédo, respectivamente. Os mapas de
contornos foram visualizados e interpretados com o auxilio do programa NMRView (B.
A. Johnson & Blevins, 1994).

Todos os programas utilizados nos calculos estruturais foram executados em

plataforma Linux na distribuicdo Ubuntu, verséo 13.03.

3.4. Determinacgédo estrutural dos peptideos.

Os procedimentos para a determinacéo de estruturas dos peptideos, utilizando
a espectroscopia de RMN, foram baseados no método descrito por Wthrich et al,1986.
Os sistemas de spins foram identificados individualmente através dos
acoplamentos escalares, utilizando-se os experimentos bidimensionais (2D), TOCSY
de 'H-'H. Os experimentos de NOESY 'H-'H foram utilizados para observar os

acoplamentos dipolares entre os spins através do espaco.

3.4.1. Assinalamento dos sinais de NOE
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Foram observados os acoplamentos espaciais, através dos experimentos de
NOESY. Esse experimento foi utilizado para identificar a conectividade dos residuos de
aminoacidos em relacdo a sua estrutura primaria, secundaria e terciaria.

Os limites de distancias utilizados no programa NMRView para a obtencéo dos
volumes dos sinais de NOE foram obtidos diretamente por meio dos sinais de NOE. As
medidas de NOE foram utilizadas no calculo das distancias, através do programa
NMRView. As intensidades dos sinais foram convertidas em valores de distancia por
uma metodologia de calibracdo de restricdes definidas como fortes, medias e fracas
para as distancias de 2,8, 3,5 e 5,0 A, respectivamente (Clore, Nilges, et al., 1986).
Foram assinaladas praticamente todas as correlacdes do espectro de NOESY, com o
auxilio do assinalamento sequencial das ressonancias dos hidrogénios do peptideo.

Os valores de deslocamentos quimicos, obtidos através dos experimentos
homonucleares e heteronucleares, foram convertidos em uma tabela de restricbes de
angulo diedro através do programa Talos+ (Delaglio et al., 1995). Esse programa utiliza
um banco de dados de proteinas com estruturas cristalinas conhecidas. A partir dos
deslocamentos quimicos dos atomos da cadeia principal, 0 programa procura
similaridades de deslocamentos quimicos e sequéncia primaria para cada trés
aminoacidos. Assim sendo, os valores dos angulos diedros preditos foram inseridos em
uma lista de restricdes para o célculo da estrutura dos peptideos.

As restricbes geométricas citadas acima foram utilizadas em algoritmos
computacionais de modelagem molecular, para se calcular a estrutura tridimensional

dos peptideos.

3.4.2 Calculos de modelagem

Nos célculos estruturais foram utilizadas fontes de restricbes de distancias intra

e inter residuais e de angulos de tor¢cdo. Os calculos de modelagem foram realizados
com o programa XPLOR-NIH (C. D. Schwieters, Kuszewski, Tjandra, & Marius Clore,
2003; C. Schwieters, Kuszewski, & Mariusclore, 2006). O algoritmo base desta
aplicacédo é o método de minimizacao de arrefecimento simulado (simulated annealing
(S.A))) (Schwieterset al., 2003), um importante método de refinamento de dados de
RMN utilizado na determinacédo de estruturas tridimensionais de macromoléculas. Ele
parte de uma estrutura gerada randomicamente e amidada na porcao C-terminal dos
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peptideos, explorando o espaco conformacional de forma eficaz com base nos dados
experimentais inseridos.

O S.A. promove de minimizagdo de energia por dindmica molecular (Bringer,
Krukowski, & Erickson, 1990), baseado-se num aquecimento rapido do sistema, o qual
€ capaz de ocupar as regides de alta energia do espaco conformacional, garantindo
gue os atomos superem locais de energia e, posteriormente, resfriamento lento e
controlado, gerando estados de energia com valores menores (Brunger et al., 1990). A
estrutura de partida, modelo estendido, foi submetida a dinamica molecular com
temperatura inicial de 1000 K, 14.000 etapas em altas temperaturas e 6.000 etapas
durante o resfriamento. Todo o célculo foi realizado considerando o sistema no vacuo.

Ha de se considerar que foram realizadas diversas etapas de refinamento. Na
etapa inicial, vinte estruturas foram geradas e analisadas. A etapa de assinalamento e
analise dos erros foi realizada de forma interativa. Quando verificadas violacfes nas
restricbes de distancias, essas eram reinterpretadas a partir dos dados experimentais
e corrigidas quando necessarias, conduzindo a um modelo convergente e isento de
violacdo. Para uma maior precisdo das estruturas, foram obtidas o maior nimero
possivel de restricbes. A cada etapa, adicionaram-se aproximadamente dez restri¢coes.
Ao final, um conjunto de dados otimizados foi obtido e os erros no processo de
atribuicdo foram removidos.

Inicialmente, os calculos das estruturas, foram realizados com o limite de
violacdo de NOE de 0,5 A, sendo gue no final dos céalculos esse valor foi diminuido para
0,3A. Nas etapas finais do calculo estrutural, um total de 200 estruturas foram geradas
e os vinte conférmeros de menor energia, sem violagéo nos limites estipulados, foram
analisados e visualizadas por meio do programa PyMOL (DelLano, 2002).

Como no calculo usando arrefecimento simulado o sistema é considerado no
vacuo, ou seja, sem influéncia do solvente, as estruturas resultantes geralmente nao
condizem com um sistema real, fazendo-se necessario 0 uso de refinamentos que
consideram a presenca de moléculas de solvente. Posto que as vinte estruturas obtidas
foram submetidas aos processos de refinamento em agua, as dez estruturas de menor
energia foram consideradas como a familia de estruturas representativa do conjunto
das dez estruturas finais de menor energia foram depositadas no site PDB,
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do, para cada peptideo.
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O programa QUEEN (Nabuurs et al., 2003) foi utilizado para verificar
inconsisténcias no conjunto de restricdes coletadas. As restricbes que apresentaram
valores elevados de Iluni (unicidade de informagé&o, pouco suportada pelo conjunto de
restricdes) e Imed (informagéo media, alto impacto estrutural) foram verificadas quanto a
suas consisténcias e retiradas quando incorriam em informacé&o Unica de alto impacto
estrutural.

Para tanto o diagrama de Ramachandran foi utilizado durante os calculos para
monitorar 0 progresso do refinamento na construcdo do modelo. No processo de
refinamento, o grafico de Ramachandran, um método simples e sensivel (Kleywegt &
Jones, 1996), foi util no monitoramento de possiveis erros e indicagdo da qualidade dos
modelos. Avaliou-se a geometria do conjunto de estruturas obtidas, fazendo uma
analise detalhada das violacdes pela analise do grafico de Ramachandran, verificando
a existéncia de erros, quanto aos angulos ¢ e y, cometidos durante o refinamento.

A incerteza nas coordenadas moleculares foi descrita usando o desvio
quadratico das coordenadas RMSD (Root of Mean Square Deviations), como parte da
validacdo das estruturas. Ele corresponde a medida de quanto cada atomo de uma
determinada estrutura varia da estrutura de menor energia. O RMSD corresponde a
raiz quadrada da soma do quadrado das distancias entre os atomos das estruturas de
menor energia em relacdo aos atomos de uma dada estrutura. Por meio do programa
MOLMOL, as dez estruturas de menor energia foram sobrepostas para se determinar
a geometria das estruturas pelos desvios médios quadrados. Foram gerados nove
valores de RMSD (Koradi, Billeter, & Waithrich, 1996), a média destes valores

correspondeu ao valor de RMSD para o modelo.

3.5 Localizag&o do peptideo Cm-pl na micela, troca H/D.

O experimento de troca de hidrogénio por deutério (troca H/D), foi empregado
para se observar a orientacdo do peptideo Cm-pl na superficie da micela de SDS-d2s.
Para tanto, a solucdo de 1 mM do peptideo na presenca de 100 mM de micelas de
SDS-d2s foi liofilizada e diluida em H20/D20 (1:9, v/v) para um volume final de 500uL.
Utilizou-se TMSP-d4 como padréo de referéncia.

Entre o preparo da amostra e o inicio da coleta dos dados, demorou-se cerca de

10 minutos. Adquiriram-se experimentos de TOCSY a cada 50 minutos, na temperatura
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de 25 T, até que todos os atomos de ?H se trocassem por atomos de 'H. Os
parametros utilizados foram: frequéncia de transmissédo (O1) de 2351,12; pulso de
radiofrequéncia de 90° (P1) de 8,13; janela espectral (SW) de 12,0161, niamero de
experimentos acumulados (NS) de 40, o niumero de pontos no dominio do tempo (TD)

1024 em F2 e 64 em F1, para cada um dos experimentos de TOCSY.

3.6 Sintese do peptideo Cm-p1 modificado ([Phe °]Cm-p1l).

A sintese do peptideo analogo ao peptideo Cm-pl foi realizada modificando o
residuo de aminoéacido Ser-3 por Phe-3, conforme a metodologia de sintese em fase
sélida Fmoc (Chan e White, 2000). Esses experimentos foram realizados noLaboratério
de Sintese e Estruturas de Biomoléculas (LASEB), da Universidade Federal dos Vales
do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM). A sintese foi realizada usando uma resina Rink
amida (suporte sdlido de polimeros formado por pequenos graos porosos e insolaveis)
com grau de substituicdo 0,79 mmol/g e derivados de Fmoc-aminoacidos, a saber:
Fmoc-Arg(pbf)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Glu(Ot-Bu)-OH, Fmoc-GIn(trt)-OH, Fmoc-
His(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Ser(t-Bu)-OH e Fmoc-Val-OH.

Foram pesadas quantidades suficientes para a obtencéo de 100 mg do peptideo.
Para tanto, pesou-se 98 mg de resina. Essa foi adicionada em uma seringa de sintese
de peptideo, tendo sido a resina exposta, trés vezes a 2mL de DCM (diclorometano),
por aproximadamente 15 minutos sob agitacdo, tendo-se removido o solvente por
filtrac&o.

A resina foi desprotegida pela remocao do grupo Fmoc através do tratamento
trés vezes com 2,5 mL de PIPE (4-metil-piperidina) 20%(v/v) em DMF (N,N-
dimetilformamida) e agitacdo por 15 minutos, tendo sido a solucdo removida por
filtracdo. A resina foi lavada trés vezes alternando-se DMF (N,N-dimetilformamida) e
IPA (&lcool isopropilico), respectivamente e por fim promove-se uma ultima lavagem
com DCM (diclorometano). Ao final, verificou-se a desprotecdo com o teste Kaiser o
qual emprega solucdes de piridina a 2 % (v/v) em solucédo aquosa de KCN a 1 mmol L
1, fenol a 80 % (m/v) em etanol e ninidrina a 5 % (m/v) em piridina, nas proporcdes 1:2:1
(v:vv), respectivamente (Troll & Cannan, 1953). A coloracdo dos granulos (escuro)

indicam resultados positivos, ou seja, 0 sucesso da etapa de desprotecao.
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Desta forma, as etapas de acoplamentos foram realizadas, adicionando as
quantidades de aminoacidos, HOBT (1-hidroxibenzotriazol) e DIC (N,N’-
diisopropilcarbodiimida) equivalentes a 0,078 mmol multiplicado por um excesso de 4
vezes, sendo esses reagentes ativadores do grupo carbonila. Adicionaram-se também
2 mL dos solventes DMF e DCM e o frasco de reacao foi agitado por 90 minutos. O
sistema foi lavado em trés vezes pela alternancia de DMF (N,N-dimetilformamida) e
IPA, respectivamente e por ultimo DCM. Ao final, no teste Kaiser, verificou-se 0 sucesso
da etapa de acoplamento, pela completa descoloracdo dos granulos (transparente).

Apos a adicao do primeiro residuo de aminoéacido a resina, o sistema encontrou-
se novamente protegido no grupamento N-terminal. Iniciou-se o acoplamento seguinte
pela etapa de remoc¢ao do grupo Fmoc conforme descrito acima, seguindo-se a reagéo
de acoplamento. O processo € repetido até que a sequéncia peptidica de interesse seja
obtida.

Apbs o fim da sintese do peptideo realizou-se a reacao de clivagem do mesmo
da resina, bem como se promoveu a remoc¢ao de forma simultanea de todos os grupos
protetores das cadeias laterais pela adicdo de 2 mL do acido trifluoroacético (TFA) e
agitacao por 90 minutos. O peptideo em solucao foi separado da resina por filtracédo e
o TFA removido do filtrado pela aplicac@o de nitrogénio gasoso. O peptideo sintetizado
foi precipitado pela adicdo de 5 mL de éter diisopropilico gelado (previamente resfriado
em nitrogénio liquido) e removido por centrifugacéo. Esse processo de remocéo do TFA
foi repetido por quatro vezes. Finalmente liofilizou-se o peptideo sintetizado.

A purificacdo do peptideo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
em fase reversa (CLAE), em um cromatégrafo Varian Pro Star, detector UV modelo
335. Empregou-se gradientes de dois eluentes como fase movel agua deionizada
(solvente A) contendo TFA grau cromatografico a 0,1% (v:v) e acetonitrila grau
cromatografico (solvente B), contendo também TFA grau cromatografico a 0,08%(v:v).
A purificacdo foi realizada em escala semi-preparativa a temperatura ambiente.
Finalmente a fracdo purificada do peptideo foi liofiizada e analisada em um
espectrometro de massas MALDI-ToF/ToF-MS, a fim de se confirmar a sequéncia

sintetizada.

3.7 Ensaios bioldgicos
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Os ensaios biologicos, referentes a atividade antifngica, para o peptideo
[Phe3]Cm-pl foram realizados no Centro de Analises Protebmicas e Bioquimicas da
Universidade Catodlica de Brasilia. Para isso, utilizou-se um protocolo de bioensaio para
C. albicans e Cryptococcus neoformans.

O meio sélido (Sabouraud) foi preparado e incubado com 0s microrganismos a
30 T por 48 horas. Uma col6nia foi isolada e homog eneizada em 5 mL de meio RPMI-
1645, a 200 rpm, por 12 horas. Apds observar que a absorbancia (OD) estava na faixa
entre 0,160 e 0,260, a cultura foi centrifugada em fracdes de 4 mL cada a 13.000 rpm,
para sedimentar as células. As mesmas foram lavadas, varias vezes, com 1 mL de
solucéo salina 0,09 %. Finalmente a colonia foi concentrada para um unico eppendorf.
Foram diluidos 100 pL da suspensdo de células em 900 pL de solucdo salina,
juntamente com surfactante (Tween®) 20 a 2% (V/V).

Os microrganismos foram contados em Camara de Neubauer para se determinar
o volume necessario para um inoculo de 8,75 102 UFC (unidade formadora de coldnias).
Foram adicionados aos eppendorfs 250 pL de peptideo e meio e 100 pL de células com
densidade de 8,75 103 UFC, sendo, ao final, 350 pL com 2,5 10° UFC (exceto para o
controle positivo que continha apenas meio). Os ensaios foram realizados em triplicatas
técnica e de preparo.

As placas Eliza foram analisadas no leitor EON a 30 C, sob leve agitacdo com
leitura, em A = 595 nm, a cada 1 hora, por 48 horas. As leituras de absorbancia

armazenadas pelo computador foram coletadas e plotadas.
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4 Resultados e discussdes

4.1 Peptideo clavanina A

Os padrbes de estrutura secundaria de peptideos e proteinas podem ser
determinados por espectroscopia de DC na regido espectral entre 190 e 260 nm.
Nesses comprimentos de onda, o cromoforo é a ligacdo peptidica, que da origem a
sinais caracteristicos quando localizado num ambiente regular. Estruturas como a-
hélice, conformacao B e aleatdrias dao origem a perfis caracteristicos de amplitude e
de espectros de DC.

O peptideo clavanina A apresentou-se na forma randémica quando na presenca
de apenas agua (Figura 4.1), como indicado pela elipticidade positiva referente a
transicao eletrbnica n — 1*, em comprimento de onda proximo de 219 nm e elipticidade
negativa para a transicdo m — 1* proximo de 200 nm (S M Kelly & Price, 2000). Em pH
5,0 as histidinas, lisinas e por¢cao N-terminal estdo protonadas, podendo as forcas de
repulsdo serem responsaveis por evitar uma estrutura secundaria bem definida em

solucédo aquosa, ou nao haver estabilidade suficiente para uma eventual estruturacao.

[6] x10° (deg cm® dmol ™)
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Figura 4.1. Espectro de DC, [6]molar (deg cm? dmol?) em funcéo de A (nm). Peptideo
clavanina A (41uM), sem meio mimético a pH 5 e 25 °C.
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Na Figura 4.2 esta apresentada a sobreposicdo dos espectros de DC do
peptideo frente a diferentes concentragdes de micelas de SDS. O peptideo se estrutura
em a-hélice, como indicado pela presenca de uma regido positiva proxima a 193 nm,
correspondente a transicao T—1r*, seguida dos minimos com valores negativos em 209
nm e em 222 nm, correspondentes as transicdes T—1* e n—T*, respectivamente. O
peptideo inicia sua estruturacdo em hélice a partir de 0,8 mM de micelas de SDS,
passando de uma estrutura randémica para uma estrutura em hélice. Os minimos, na
regido negativa de elipticidade, bem definidos a partir de 1 mM, sugerem uma estrutura

em a-hélice bem definida.

[6] x10° (deg cm’ dmol ™)

— 7771
190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)

Figura 4.2. Espectros de DC, [0]molar (deg cm? dmolt) em fungdo de A (nm). Peptideo
clavanina A (=41uM) a diferentes concentracdes de SDS (em mM), pH 5, 25 TC.

Ao analisar a Tabela 4.1, percebe-se a variagdo da propor¢ao de estruturacao
em diferentes concentragdes de SDS. O aumento da concentragéo de SDS favorece a
estruturacdo em a-hélice, por possibilitar interacdes hidrofébicas e catibnicas peptideo-
micela. A maxima estruturacdo, equivalente a 55,7 %, ocorre quando utilizada uma
concentracdo de 2 mM de micelas de SDS, enquanto que na concentracdo micelar
critica (CMC) de SDS (8 mM) a estruturacao foi de 51,0%. A menor estruturacdo na

CMC de micelas de SDS pode ser explicada devido a variacao de surfactante no meio
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poder assumir diferentes conformacdes micelares e, consequentemente, interagir de

diferentes formas com o peptideo (Chan et al. 2006)

Tabela 4.1. Grau de estruturacdo em hélice, para o peptideo clavanina A (41uM), em
diferentes concentracdes de SDS.
[SDS] MM % hélice  [SDS] mM % hélice

0,1 26,9 0,8 49,7
0,2 22,8 0,9 49,1
0,3 19,2 1 52,6
0,4 21,2 2 55,7
0,5 21,8 4 54,5
0,6 247 8 51,0
0,7 30,9 - -

Em outro experimento, mantendo-se a concentracdo de SDS em 2 mM (Figura
4.3), abaixo da concentracdo micelar critica (CMC), e aumentando a concentracéo do
peptideo, ocorreu uma diminuigdo na estruturagcéo da hélice de 41% (41 puM) para 26%
(82 pM), como observado pelos minimos pouco definidos para a solucdo de
concentracéo de 82 uM de peptideo. Talvez a 2 mM ja houvesse existéncia de micelas
no meio, por isso tal estruturacdo, porém quando aumentou-se a concentracdo do
peptideo, essas ndo foram suficientes para que ocorressem interacbes peptideo-
micelas, diminuindo a estruturacdo observada.

Também foi realizado outro experimento de DC acima da CMC (32 mM de
micelas de SDS) e pH 4,3, sem a presenca de tampdo, em duas diferentes
concentragdes de peptideo (Figura 4.4). Nesse experimento observou-se uma pequena
variacdo de [B]222, ao se dobrar a concentragdo do peptideo. Isso demonstra que nao
ocorrem interacdes intermoleculares que favorecem uma maior estruturacao (F. Li et
al., 2005).
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Figura 4.3. Espectros de DC, sendo [6]molar (deg cm? dmol?) em fungdo de A (nm).
Peptideo clavanina A a duas diferentes concentracoes, 41 uM (em preto) e 82 uM (em
vermelho), em 2 mM de micelas de SDS, pH5 e 25 TC.
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Figura 4.4. Espectros de DC, sendo [6]molar (deg cm? dmolt) em funcédo de A (nm).
Peptideo clavanina A a duas diferentes concentragfes, 23 UM em preto e 50 uM em
vermelho, em 32 mM de micelas de SDS, pH 4,3 e 25 °C.
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Também foram realizados experimentos de DC para verificar a influéncia do pH
na estrutura do peptideos clavanina A. (Figura 4.6). Os resultados mostraram que néo
h& uma mudanca de conformacéo significativa induzida pelo pH, como pode ser
observado pela Figura 4.5. As conformacdes observadas variando-se o pH nao
mostraram um equilibrio entre dois estados, bem como nenhum ponto isodicroico foi
observado. Conforme os céalculos de estruturacdo, o peptideo apresentou 0 maximo de
conformacao entre os valores de pH 5 e 7 de 52% e 53%, respectivamente.

—— pH3
—— pH4
—— pH5
40 —— pH7

1 —— pH9

50

30 1

20

10

[6] x10° (deg cm” dmol™)

190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)

Figura 4.5. Espectros de DC, [0]molar (deg cm? dmolt) em funcdo de A (nm). Peptideo
clavanina A 41 pM em 8 mM de micelasde SDSepH 3,4,5,7¢e9,a 25 TC.

Os resultados de In Hee Lee et al. mostraram que, em meio acido, clavanina A
€ um melhor agente antimicrobiano do que em meio neutro. As atividades da clavanina
A contra E. coli, L. monocytogenes e C. albicans foram substancialmente maiores a pH
5,5 do que em meio neutro (In Hee Lee et al., 1997).

De acordo com o EMBL Gateway to Isoelectric Service Point
(http://isoelectric.ovh.org/calculate.php), o ponto isoelétrico estimado do peptideo
clavanina A foi de 10.04. Em pH 7 a carga estimada foi equivalente a 1,9, jaAapH 4,5 a
carga estimada foi 5. A maior atividade do peptideo clavanina A para alguns organismos
em meio acido, sugere a importante contribuicdo eletrostatica. O peptideo apresentou

uma diferenca desprezivel de estruturacdo, em pH 7 igual a 53,1% e pH 5 52,4%. Como
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para o primeiro pH o peptideo ndo apresentava maior atividade, foi escolhido um pH de
4,3 para as analises de RMN, com o intuito de garantir a maior carga estimada.

Atividades antibacterianas e antifingicas maiores para clavanina A em
condicbes ligeiramente acidas foram descritas por Lee e colaboradores (1997). O
aumento de atividade foi sugerido como resultado de um aumento da afinidade do
peptideo com a membrana bacteriana anidnica apés a protonagdo dos seus residuos
de histidina que possuem um pKa ~ 6. Porém, tanto em meio acido quanto neutro, o
peptideo interage com a membrana, conduzido principalmente por for¢as hidrofébicas
(In Hee Lee et al., 1997).

Ao se avaliar a estabilidade térmica do peptideo através curva de desnaturagéo
térmica (Figura 4.7), foi observado o decréscimo da banda negativa de DC a 222 nm,
em funcéo da temperatura, que variou de 25 a 95 °C. Na figura 4.6 pode se observar

que o sinal comeca a diminuir acima de 85 °C, indicando que o peptideo se desenovela.

] ——25-95°0

-8 ——95-25°Q
-9
S -104
e ]
L 114
E J
© 12

(@]
GJ -
T 134
"b ]
< 144
o 154
_16 -
2174
I T I T I T I T I T I T I
30 40 50 60 70 80 90

temperatura ( °C)

Figura 4.6 Espectros de DC, [B]molar em 222 nm em funcdo da temperatura. Peptideo
clavanina A (41 pM) em 8 mM de micelas de SDS e pH 5. Curva de desnaturacdo do
peptideo clavanina A em uma rampa de temperatura de 25 °C a 95 °C.

Foi observado também que a solucdo tornou-se turva apos a analise, indicativo
de sua desnaturacdo. Isso pode ter ocorrido devido ao peptideo agregar-se apés a
desnaturacao térmica, dando origem a uma elipticidade observada mais negativa,
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devido a presenca de um menor numero de moléculas enoveladas no meio.
Geralmente, a desnaturacéo a elevadas temperaturas conduz a processos irreversiveis
(Ahern & Klibanov, 1988). Sua estrutura primaria € mantida, porém ocorre 0
desdobramento do peptideo, como neste caso.

Assim como na presenca de micelas de SDS (Figura 4.2), em solucédo de
TFE:H20 (Figura 4.7) também se observou a predominancia da estrutura do peptideo
em a-hélice, evidenciada pelo espectro com maximo bem definido em 193 nm,
correspondente a transi¢cao T—1T*, seguida dos minimos com valores negativos em 208
nm e em 222 nm, correspondentes as transicdes T—1* e n—T1T*, respectivamente (S M
Kelly & Price, 2000), neste intervalo de comprimento de onda, o cromoéforo em
investigacdo € o dipolo elétrico associado a ligacdo peptidica.

Foi observado o aumento da estruturacdo do peptideo com o aumento da
concentracdo de TFE em solucdo acida. O peptideo apresentou estruturacdo em a-
hélice em solugédo a partir de 20 % de TFE, ocorrendo a maxima estruturacdo em 40%
de TFE, como mostra a Figura 4.7. A Tabela 4.2 detalha a variacdo de estruturacao do

peptideo com o aumento da concentracao de TFE de 0 a 50% em tampéao pH 5.
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Figura 4.7. Espectros de DC, [0]molar (deg cm? dmolt) em fungdo de A (nm). Peptideo
clavanina A (=38uM) a diferentes concentracdes de TFE (%) em H20, pH 5 e 25 <C.
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Tabela 4.2 Grau de estruturacao do peptideo em hélice em diferentes solucdes de
TFE: H20.

[TFE] % % hélice [TFE] % % hélice

0 10,7 25 55,3
4,4 11,4 30 59,0
5 12,8 35 63,0
10 15,3 40 64,7
15 21,2 45 64,5
20 42,2 50 64,5

Assim, a concentracao utilizada no preparo das solu¢des para analises de RMN
foi de 35% de TFE, ja que nessa concentracdo o peptideo apresentou uma boa
estruturagéo, 63,0%.

Existem registros na literatura de que o 2,2,2-trifluoroetanol é um solvente que
promove a formacéo de ligacdes de hidrogénio em regibes do peptideo, onde ha
tendéncia a-helicoidal, induzindo estrutura apenas onde ja existe a tendéncia de
formagéo da mesma (Bach et al., 1987; Clore, Martin, et al., 1986). Portanto, devido a
pouca resolucao obtida nos experimentos de RMN com o uso de SDS-d2s, como meio
mimético, foi utilizado TFE-ds como co-solvente.

O procedimento de assinalamento das ressonancias dos hidrogénios foi iniciado
utilizando o espectro de TOCSY do peptideo a 2 mM em 35% de TFE-ds, pH 4,3, 25
. Os sistemas de spins dos residuos de amino&cido s bem como suas conectividades
inter residuais, foram determinados através da analise simultinea dos mapas de
contorno de TOCSY e NOESY, segundo a metodologia desenvolvida por Wiuthrich
(Wiithrich, 1986). Uma tabela contendo os deslocamentos quimicos atribuidos de *H,
13C e 15N para o peptideo pode ser observada no Anexo 1. A Figura 4.8 apresenta o
mapa de contornos de TOCSY da regido de impressao digital do peptideo clavanina A.
O sinal Hn-Ha para o residuo Phe-2 somente p6de ser confirmado pelo experimento de
NOESY, pois o0 mesmo estava na mesma posicdo da linha de ressonancia do

hidrogénio da agua, que foi suprimida durante o experimento.
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Figura 4.8 Expansao do mapa de contornos TOCSY, regido de impressao digital, de
solucdo 2 mM do peptideo clavanina A em TFE-ds:H20 35:65 (v/v), 10% D20, pH 4,3 a
25 C.

O experimento homonuclear NOESY forneceu informacdes de acoplamento
dipolar entre hidrogénios proximos espacialmente. Para a determinacédo da estrutura
da clavanina A em solucéo de 35% de TFE-ds foi utilizado no experimento de NOESY
um tempo de mistura de 250 ms. Esse foi 0 melhor tempo de mistura encontrado entre
0S experimentos realizados com a variagdo deste parametro. Os sinais devidos ao
efeito nuclear Overhauser (NOE), obtidos pelo experimento de NOESY, indicam
restricbes conformacionais entre os residuos de aminoacidos presentes na sequéncia
priméria do peptideo.

O contetudo das informagbes dos experimentos de NOESY é dado pelas
frequéncias dos picos. A atribuicdo dos picos de NOE com os pares correspondentes
de atomos fornecem as intensidades dos picos, obtidos por integracao sobre a area do
sinal e convertidos em restricbes de distancia, utilizando o programa NMRView. Esses
sinais sdo aproximadamente proporcionais ao inverso da sexta poténcia da distancia
entre os atomos espacialmente préximos no espaco (<6 A). Desta forma, os volumes
dos picos sdo convertidas em um conjunto de limites inferior e superior para as
distancias entre os pares de atomos, chamadas de restricdes de distancias. As Figuras

4.9 e 4.10 correspondem as expansdes dos mapas de contornos NOESY. A primeira
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apresenta as correlagdes Hn-Ha entre os residuos de aminoéacidos (pelas conexdes dan)

e a segunda mostra as conectividades Hn-Hn entre os residuos de aminoacidos (pelas

conexdes dnn).
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Figura 4.9 Expansdo do mapa de contornos NOESY, regido de interacdo Hn e Hq, de
solucdo 2 mM do peptideo clavanina A em TFE-ds:H20 35:65 (v/v), 10% D20 e pH 4,3.
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Figura 4.10 Expanséao do mapa de contornos NOESY, regido de interacdo Hn-Hn, de
solucdo 2 mM do peptideo clavanina A em TFE-ds3:H20 35:65 (v/v), 10% D20 e pH 4,3.
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de cor

A Figura 4.11 apresenta o mapa de contornos 'H-3C HSQC, referente a regiéo
relacdes Ca € Ha € a Figura 4.12 apresenta o mapa de contornos *H-1>N HMQC,

referente a regido de Hne N.
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Figura 4.11 Expansdo do mapa de contornos HSQC 'H-'3C de solucdo 2 mM do

ideo clavanina A em TFE-ds3:H20 35:65 (v/v), 10% D20, pH 4,3 e 25 C.
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Figura 4.12 Mapa de contornos sf-HMQCH-1°N, solu¢do de 2 mM do peptideo
clavanina A em TFE-d3:H20 35:65 (v/v), 10% D20 e pH 4,3.
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Tais experimentos auxiliaram nos calculos estruturais pelo fornecimento das
restricbes de angulos diedros, que foram obtidas a partir dos valores de
deslocamentos quimicos.

ApOs o assinalamento sequencial de todos os residuos de aminoacidos do
peptideo, foram extraidas informacdes estruturais através da predicdo da estrutura
secundéria do peptideo. Um método de predicdo de estrutura secundéria bastante
utilizado € proposto por Wishart (D. S. Wishart, Sykes, & Richards, 1992). Por esse
meétodo é possivel ter acesso imediato a informacéo estrutural do peptideo, apenas com
0 assinalamento da cadeia principal dos aminoacidos. Estruturas secundarias regulares
tais como a-hélices e fitas-f apresentam valores de deslocamentos quimicos
caracteristicos, quando comparados com os valores de deslocamentos quimicos de
estruturas randémicas. Sendo assim, os valores dos deslocamentos quimicos dos
nucleos de Ha € Ca podem ser utilizados como um indicativo de segmentos de estrutura
secundaria. Esse método consiste em calcular a diferenca entre os deslocamentos
guimicos da amostra, obtidos experimentalmente, e o valor de deslocamento quimico
meédio para cada aminoacido em conformacdo randdémica, presentes na literatura
(David S. Wishart & Nip, 1998; David S. Wishart & Sykes, 1994).

Na metodologia proposta por Wishart, em estruturas helicoidais, os nucleos Ha
apresentam deslocamentos quimicos menores do que os valores esperados para um
determinado aminoacido em conformacao randémica. Ja os nucleos Ca apresentam
valores maiores. Em segmentos de conformacdes 3, 0 oposto € observado. A variacao
dos deslocamentos quimicos (Ad) dos residuos de aminoacidos é chamada de indice
de Deslocamento Quimico (Chemical Shift Index, CSI).

Os CSI para 'H e 3C do peptideo clavanina A foram calculados e estdo
apresentados na Figura 4.13. Pode-se observar em rosa o CSI referente aos
deslocamentos quimicos dos Ha € em lilas referente aos Ca. A presencga de no minimo
quatro indices negativos consecutivos, sem interrup¢cdo de um indice positivo de Ad
para Haq, indicaram a presenca de um segmento com estrutura secundaria em a-hélice
entre os residuos GIn-3 a Phe-23. Usando essa metodologia de CSI para Cq,
identificou-se um segmento com estrutura secundaria em hélice do residuo Val-1 ao
Phe-23, pelo agrupamento "denso" de quatro ou mais indices positivos nao
interrompida por indices negativos. Regides com padrbes diferentes desses
apresentados, seriam designadas como randémicas. Sendo assim, os padrbes de CSI,
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tanto para Ha quanto para Ca do peptideo clavanina A, indicaram estruturagéo em hélice
em toda a extenséo do peptideo.

B Ad Ha
B A5 Ca

Ad

VFOQOFLGKI IHHVGNFVHGFSHVF
residuo

Figura 4.13 indice de deslocamento quimico (CSI). As barras em rosa sio referentes
aos CSI dos hidrogénios alfa (Ha) € em azul ao CSI dos carbonos alfa (Cq).

O CSiI calculado pelo programa NMRView (B. A. Johnson & Blevins, 1994), que
considera o co-solvente, pH e temperatura, foi determinado para o peptideo clavanina
A utilizando os deslocamentos quimicos de Hq, Hn, Co, Cg € N. O resultado esta
apresentado na Figura 4.14. As barras e caixas vermelhas indicam uma provavel
estruturacdo em a-hélice, as azuis em conformacado [, ja as cinzas indicam valor
inexistente ou igual a zero. Sendo assim, as barras e caixas vermelhas para essas
predi¢cdes indicaram uma provavel estruturacdo do peptideo clavanina A em a-hélice
de 73,9 % do residuo Leu-5 ao His-11 e Gly-13 ao Phe-23.

A analise estatistica das restricdes utilizadas nos calculos estruturais esta
descrita na Tabela 4.3. As 42 restricdes angulares foram obtidas a partir dos dados de
deslocamentos quimicos de *H 13C e °N, utilizando-se o programa TALOS+. O conjunto
de restrigdes utilizadas nos célculos resultou em uma média de 12,3 restricdes para
cada residuo de aminoacido. A média de restricbes por residuos de aminoacidos
representa um dos mais simples indicadores da qualidade de um conjunto de restricées

experimentais. Esse indicador pode ser tendencioso, se ndo obtido com cuidado.
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Alguns residuos podem apresentar quantidades de restricbes muito menores do que a
média. Isto é tipicamente observado para as regides da molécula com desordem
conformacional, por exemplo, regides flexiveis, regibes com grandes loops e também

para residuos com cadeia lateral curta (Nabuurs et al., 2004).
5 10 15 20
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Figura 4.14 Grafico de CSI obtido pelo programa NMRView. As barras em azul indicam
estruturacdo em conformacéo B e as barras em vermelho em a-hélice, as caixas
alaranjadas mostram as estimativas de estruturagcdo randémica e em cinza valores nao
informados ou igual a zero.

No caso do peptideo clavanina A, foram observadas, para os residuos terminais,
poucas restricdes quando comparados ao conjunto de residuos, principalmente para a

regido C-terminal. Isso indica que a média obtida para os residuos esta tendenciosa,
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possivelmente devido a maior flexibilidade estrutural a partir do residuo Gly-18 ao Phe-
23, como apontado pelo baixo numero de correlagcdes observadas para os residuos
proximos a Gly-13, mostrado no painel de NOE (Figura 4.15).

Tabela 4.3. Analise estatistica das restricdes utilizadas no célculo estrutural para o
peptideo clavanina A.
Restri¢cdes utilizadas

Total de restricbes de distancia 283
Intra residuais 138
Sequencial 81
Média distancia (1<]i-j|<5) 22
Restricdes de angulos diedros 42

8 9 10 11 12 13 14 15 16 171819 20 21 22 23
I

IHHVGN FVHGFS HV F

dyy e oz ___—_ _
daN . .. ... ...
dBN T — el e———T —
d,g (i, i+3) —

doy (i) i+3) —_—

dyy (i, i+2) _ _

d,y (i, i+4)

Figura 4.15 Diagrama de conectividade de NOEs, caracteristicos de estrutura
secundaria, para o peptideo clavanina A em TFE-ds:H20 35:65 (v/v). As intensidades
das interagOes dnn, dan € dpn estéo representadas no diagrama. As espessuras das
linhas variam de acordo com as intensidades dos sinais: fraca, media e forte.

O painel de NOE é importante para descrever os padrbes de estrutura

secundéria. Ele compbe algumas importantes restricdes utilizadas nos calculos,
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apresentando-se como um diagrama de conectividades. Durante as analises nédo foram
observadas correlagdes envolvendo o sinal Hn do residuo Val-1, provavelmente devido
a troca rapida deste com o hidrogénio das hidroxilas dos solventes. O grande nimero
de restricbes de curta e média distancia representou um indicador de que o peptideo
estaria estruturado em a-hélice, como observado pelas ocorréncias predominantes de
correlagdes dan (i+3), don (i+1), dnn (i+1), principalmente na regido N-terminal. As
correlagcdes observadas entre os hidrogénios alfa e amidicos (i+3) demonstram uma
estabilizacao estrutural do peptideo em hélice entre os residuos Phe-2 a His-11 e Val-
16 a His-21.

Existe apenas uma restricao (i+4) correspondente a correlacdo entre Gly-13 e
His-17, que também indica uma estruturacdo helicoidal nesta regido. Nao foi observado
restricbes de média distancia i+3 entre os residuos His-11 a Val-16 e His-21 a Phe-23.
Tal fato sugere que a estrutura secundaria, neste intervalo, ndo seja tao rigida. Nessa
regidao localizam-se residuos responsaveis por desestabilizarem estruturas helicoidais
(NELSON, David L.; COX, 2011), como por exemplo o residuo de glicina (Gly-13), que
confere flexibilidade conformacional a estrutura pela auséncia de cadeia lateral, além
da repulséo eletrostéatica entre os residuos sucessivos de histidina (His-10 e His-11),
com a cadeia lateral carregada.

As restri¢cdes utilizadas nos calculos estruturais foram analisadas pelo programa
QUEEN (Quantitative Evaluation of Experimental NMR Restraints). Esse programa faz
uma avaliacdo quantitativa das restricbes dos dados experimentais de RMN. O método
calcula uma medida para a informagé&o contida numa Unica restricdo de distancia, dado
todos os outros sistemas de restricdes, fornecendo entdo uma maneira de quantificar a
contribuicdo de cada restricdo em relacdo ao conjunto total de dados (Nabuurs et al.,
2003).

Desta forma, o programa QUEEN permitiu verificar e corrigir possiveis erros de
atribuicdes pelas analises das restricdes que apresentavam em alta unicidade. A Figura
4.16 mostra que as restricdes utilizadas para o calculo final das estruturas apresentam
baixa unicidade (luni), confirmando a confiabilidade das restricdes utilizadas. Uma
medida qualitativa do contetdo da informacao em relacéo as restricdes de distancia foi
realizada, quanto a sua classificacdo no conjunto de restricdes de médio alcance (MR),
sequenciais (SR) e intra residuais (IR).
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Figura 4.16 Analise das restricbes de distancias. Grafico de informacgao unica (luni)
pelo indice de restricdo, para a clavanina A em solucao de TFE-ds3:H20 35:65 (v/v), pH
4,3. A classificacdo no grafico indica restricoes de médio alcance (MR), sequenciais
(SR) e intra residuais (IR).

Também foram identificadas as restricdes de distancia mais importantes para a
estrutura (Imed), OU Seja, 0s sistemas de restricdes que contém a maior parte da
informacéo relativa a estrutura molecular (Figura 4.17). As interacdes de média
distancia possuem grande impacto sobre a estrutura e, portanto, pode-se considerar
que elas possuem maiores informacdes estruturais. A informagdo média (Imed) revelou
que as restricbes de média distancia fornecem grande informacgéo estrutural para o
peptideo clavanina A. S&o elas: Ha-Hn (i+3) segundo a seguinte ordem de peso: 17Hn-
13Hq, 11HN-8Hq, 8HN-5Hq, 19HN-16Hq, 6HN-3Hq, 10HN-7Hq, 21HN-18Hq, 10Hg-7Ha, OHN-
6Ha. A presenca da interacdo Hn-Hn (i+2) entre o residuo Gly-13 e Phe-15, indica uma

torcéo nesta regiao da cadeia principal do peptideo.
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Figura 4.17 Analise das restricbes de distancias. Grafico de informacdo média (Imed)
versus informacé&o Unica (luni) para a clavanina A em solucéo de TFE-ds:H20 35:65 (v/v),
pH 4,3.

Esses dados confirmam que as restricbes intra residuais, como esperado,
contenham apenas poucas informacdes estruturais, embora componham uma parte
importante do conjunto de dados, pois interacdes de curto alcance sdo bastante Uteis
para confirmar as atribui¢cdes e indicar a integralidade dos conjuntos de dados, porém
nao como uma fonte importante de informacao estrutural.

Durante os calculos estruturais, realizados com apenas restrices de distancia,
observaram-se que as estruturas obtidas de menor energia apresentavam uma quebra
da hélice na posi¢do 13 do residuo de glicina (Gly-13), como mostra a Figura 4.18.
Inicialmente considerou-se que seriam referentes a erros de atribuicdo, porém, apés

todas atribuicbes serem reavaliadas, ndo foi constatado nenhum erro.
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Figura 4.18 Estrutura de menor energia para o peptideo clavanina A em solucdo de
TFE-d3:H20 35:65 (v/v), pH 4,3 e 25 . Célculos estruturais realizados sem restricdes
de angulos diedros.

Em vista disso, procurou-se obter estruturas melhores resolvidas. Para isso,
foram realizados experimentos de HSQC de 13C e HMQC de °N, através dos quais foi
possivel realizar a determinacao dos angulos de tor¢cédo ¢ e w da cadeia principal.

E conhecido que os deslocamentos quimicos dos atomos da cadeia principal sdo
muito sensiveis a conformacéo local do segmento peptidico. A partir desse conceito, 0
programa TALOS+ estabelece uma relagdo empirica entre os deslocamentos quimicos
dos atomos da cadeia principal e os angulos de tor¢do PHI e PSI (¢ e ). Sendo assim,
0 processo de determinacdo do angulo de tor¢do utilizando o programa TALOS+ foi
baseado na comparacgdo dos deslocamentos quimicos e sequéncia de amino&cidos do
peptideo com um banco de dados de polipeptideos homdlogos, que possui angulos de
torcdo e deslocamentos quimicos conhecidos (Shen, Delaglio, Cornilescu, & Bax,
2009). A Figura 4.19 apresenta a interface gréfica do programa TALOS+, mostrando a
exatiddo da predicdo em verde, o indice de desvio do parametro de ordem RCI-S? em
funcdo do numero de residuo e a previsdo da estrutura secundaria.

Uma tabela com a predicdo dos angulos diedros gerados pelo programa
TALOS+ para o peptideo clavanina A é apresentada no Anexo 2. As predi¢cdes dos
angulos ¢ e y para todos os residuos indicaram uma estruturacdo em a-hélice, em toda

a extensédo do peptideo.
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Figura 4.19 Interface grafica do programa TALOS+. A) Sequéncia do peptideo
clavanina A com a estimativa da exatidado da predicao, em cinza residuos nao preditos,
em verde previsbes consistentes b) indice de desvio do parametro de ordem RCI-S?2
em funcdo do numero de residuo c) Previsdo da estrutura secundaria.

O programa TALOS+ (Shen et al., 2009) previu a estrutura secundaria, para a
cadeia principal do peptideo com boa exatiddo, o que é indicado pela cor verde. A
Figura 4.19.a mostra que as previsfes dos angulos foram todas consistentes, ja que
nao foram observadas predicdes em amarelo e azul, que corresponderiam a previsdes
ambiguas e residuos dinamicos, respectivamente.

O método RCI representa uma maneira simples e eficaz de quantificar a
flexibilidade do peptideo. Ele € capaz de estimar quantitativamente a meédia da
flutuacéo quadratica dos parametros de ordem da cadeia principal (RMSFs), usando
para isto apenas os valores de deslocamentos quimicos. O método RCI é
extremamente robusto, oferecendo uma excelente alternativa aos métodos tradicionais
de medicgéo de flexibilidade de proteinas (Berjanskii & Wishart, 2007).

Na Figura 4.19.b, pode-se observar que os valores de indice de desvio do
parametro de ordem RCI-S? sdo maiores que 0,5 e indicaram a auséncia residuos
dindmicos, concordando com a auséncia de predicbes em azul na Figura 4.19.a. Por

fim, as barras em vermelho na Figura 4.19.c refletiram a probabilidade atribuida pela
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previsdo de uma estruturacdo em hélice, entre os residuos phe-2 e val-22, apontando
uma estruturacdo provavel, além de uma estimativa confiavel da probabilidade de
ocorréncia dos valores apropriados. Tais resultados de predicdo de estrutura
concordam com mesmos elementos de estrutura secundaria, previstos pelo método
Csl.

Para cada angulo diedro predito, foi gerado pelo programa TALOS+ um
diagrama de Ramachandran (Anexo 3), com as dispersfes dos angulos ¢ e w dos 10
resultados mais proximos. Todas as predi¢cdes se localizaram na regido de a-hélice do
grafico de Ramachandran.

As restricbes de angulos diedros foram inseridas nos calculos estruturais.
Calculou-se um total de 200 estruturas, sendo as vinte estruturas de menor energia
selecionadas para um novo calculo, agora utilizando um protocolo de refinamento em
agua. O protocolo water refinement (Michael Nilges, Jens Linge 26.8.98) utiliza um
algoritmo de analise em ambiente aquoso, ao contrario do refinamento simulated
annealing (sa_new.inp), onde o calculo estrutural é realizado considerando o sistema
no vacuo (Linge & Nilges, 1999). O protocolo de refinamento em agua inclui alternativas
interacOes ndo ligantes, eletrostaticas e interacdes de Van der Waal mais realisticas
(C. Schwieters et al., 2006). As dez estruturas de menor energia foram selecionadas
para representar a familia de estruturas Figura 4.20.

Figura 4.20 Estruturas de menor energia para o peptideo clavanina A em TFE-ds3:H20
35:65 (v/v), pH 4,3 a 25 T A) Sobreposicao das dez estruturas de menor energia B)
Sobreposicdo apenas dos atomos da cadeia principal (coédigo pdb: 2MVE
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

O peptideo clavanina A, na presenca de solugdo TFE-ds:H20 35:65 (v/v),
estruturou-se em a-hélice, abrangendo a regido entre os residuos de Phe-2 e Val-22.
O esqueleto peptidico esta enrolado ao longo do eixo da molécula, com o sentido para
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a direita. Grande parte das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos esta projetada
para fora do esqueleto helicoidal, sendo cada passo da hélice constituida por cerca de
3,6 residuos de aminoacidos.

A Figura 4.18 (pag. 61) mostra claramente uma quebra na estrutura do peptideo
centrada no residuo de Gly-13. Tal estrutura, apos a adicdo das restricbes de angulos
diedros, apresentou-se torcida, com tal curvatura centrada no mesmo residuo. Também
a Magainina2, um peptideo antibiético de 23 residuos de aminoacidos, cuja estrutura
secundaria mostrou-se em a-hélice em todos o0s sistemas de solventes
(dodecilphosphocholina (DPC), micelas de dodecilsulfato de sddio (SDS) e em solucéo
de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE)), apresentou estruturas curvadas, com curvatura centrada
nos residuos Phe-12 e Gly-13 (Gesell, Zasloff, & Opella, 1997).

Os residuos de glicina podem atuar como dobradicas entre os varios segmentos
do peptideo, permitindo uma 6tima interacdo com a membrana alvo. A flexibilidade
conformacional e carga sdo essenciais na inser¢cdo dos peptideos nas monocamadas
de fosfolipidios. Estudos realizados por Van Kan et al. (Ellen J. M. van Kan et al., 2002)
mostraram que os residuos de glicina e histidina presentes no peptideo clavanina A
desempenham um papel importante em sua atividade. Para os derivados da clavanina
A, os residuos de glicina foram substituidos por residuos de alanina, tendo-se
observado diferencas na interacdo peptideo-membrana e na atividade biologica (Ellen
J. M. van Kan, van der Bent, Demel, & de Kruijff, 2001).

Um estudo realizado por Bowie e colaboradores mostra a importancia da
flexibilidade estrutural do peptideo em sua atividade. O peptideo Caerin 1.1
(GLLGVLVSIAKHVLPHVVPVIAEHL-NH:) é um peptideo de largo espectro
antibacteriano, isolado a partir de ras australianas do género Litoria. Nos meios
mimeéticos do tipo membranar, esse peptideo possui dois segmentos em a-hélices,
separadas por uma regiao flexivel articulada, delimitadas pelos residuos de Pro-15 e
Pro-19. A importancia dos dois residuos de prolina foi avaliada pela substituicdo desses
por alanina ou glicina. As estruturas resultantes indicam que o angulo central de dobra
e a atividade biolégica diminuiram significativamente apos a substituicdo dos residuos
de Pro por Gly e ainda mais quando substituidos por residuos de alanina, assim sendo,
os resultados evidenciaram a necessidade da curvatura estrutural. Tal estudo permitiu
mostrar a relagdo entre a flexibilidade conformacional e atividade, sugerindo uma
relacdo direta entre esses dois fatores (Pukala, Brinkworth, Carver, & Bowie, 2004).
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Além disso, a importancia da carga positiva Lys-11, que também pode estar envolvida
na interagdo com fosfolipidios aniébnicos na membrana, onde a substituicdo deste por
glicina diminuiu bastante sua atividade (Apponyi et al., 2004). Tais relagdes indicam que
a dobradica flexivel em torno do residuo de Pro-15 deve permitir uma orientacdo otima
em toda regido N- e C-terminal do peptideo, quando interage com as membranas das
células bacterianas (Boland & Separovic, 2006; Haney, Hunter, Matsuzaki, & Vogel,
2009).

Os residuos de glicina da sequéncia da clavanina A mostraram ser essenciais
para 0 mecanismo de permeabilizacdo da membrana. Em meio neutro o peptideo atua
através de um mecanismo de permeabilizacdo da membrana nao-especifico, para
induzir a morte das células (Ellen J. M. van Kan et al., 2002). Van Kan et al. propuseram
o modelo carpet (Ellen J. M. van Kan et al., 2002), onde os peptideos se inserem na
membrana ancorando seus residuos hidrofilicos na regido de interface da membrana,
conduzido pela interagdo eletrostatica entre o peptideo carregado positivamente e 0s
fosfolipidios da membrana alvo carregados negativamente. Os peptideos anfipaticos
saturam a superficie da membrana como um tapete, de modo que as cargas positivas
dos residuos basicos interajam com as cabecas dos grupos fosfolipidicos carregados
negativamente ou moléculas de agua. A rotacdo da molécula conduz a reorientagédo
dos residuos hidrofébicos para o interior da membrana, o que desintegra a membrana
pela perturbacédo da bicamada causada pela curvatura (Oren & Shai, 1998).

Para bactérias gram-negativa, o0 diferente mecanismo sugerido de
permeabilizacdo da membrana diferenciado em meio &cido, sugerido por Ellen et al,
seria um mecanismo via fluxo de prétons, onde os peptideos matam as bactérias de
forma eficiente pela permeabilizacdo da membrana. Provavelmente através da
interacdo com proteinas envolvidas na translocacao de prétons, como resultado de uma
alteracdo especifica na permeabilidade da membrana para os céations pequenos (Ellen
J. M. van Kan et al., 2002). Estudos realizados por Barker et. al. mostraram que as
propriedades de formacéo do canal pelo peptideo magainina em bicamadas lipidicas
sao dependentes da composicao lipidica da bicamada e da presenca de um gradiente
elétrico ou iénico (Barker, 1991). E proposto por esse modelo, que a membrana alvo
apenas € permeada apos um limiar de concentracao, isso pode explicar o fato de que
metade do MIC do peptideo clavanina A ndo causa nenhum dano a membrana ou
parede celular para as células S. aureus e E.coli (Silva et al., 2016).
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Conforme resultados de simulacdo de dinamica molecular obtidos por Silva et al.
(2016), a regido da clavanina A que possui alta similaridade com magainina 1
apresentava uma maior contribuicdo na interacdo com lipideos (DOPC e DPPC). Em
simulacdes, observou-se que os residuos Gly-3, Asn-14, His-17 Gly-18 e Phe-19
apresentavam contato com lipidios com elevada similaridade a magainina 1. Esses
dados esclarecem os resultados obtidos por van Kan et al. (Ellen J. M. van Kan et al.,
2001), onde, em experiéncias, fizeram modificacdes no peptideo, substituindo residuos
de glicina por residuos alanina. Eles observaram que substituicdes na posicao Gly-6
Gly-13 e Gly-18, em meio acido, levava a diminuicdo da atividade do peptideo contra
L. sake (bactéria Gram positiva). Substituindo-se apenas o residuo de Gly-13,
obtiveram-se peptideos ligeiramente menos potentes, enquanto substituicbes da Gly-6
dobram a MIC (Ellen J. M. van Kan et al., 2002). A glicina na posi¢cdo 6 mostrou-se
importante para a flexibilidade peptideo, o residuo de Gly-18 importante na interacéo
com lipideos e Gly-13 para ambos (Silva et al., 2016). Essa articulacao flexivel pode
estar atuando de modo a facilitar extremidade N-terminal do peptideo a se inserir
profundamente na bicamada da membrana (Ellen J. M. van Kan et al., 2002).

Constata-se, com base no exposto acima, que o peptideo clavanina A apresenta
uma atividade diretamente relacionada com sua flexibilidade conformacional, assim
como Caerin 1.1 e magainina. Essa flexibilidade favorece uma orientacdo O6tima,
quando o peptideo interage com as membranas das células bacterianas.

O meio em que o peptideo se encontra, influéncia bastante em sua estruturacao.
Constata-se que a agua desempenha um papel importante para macromoléculas
biolégicas em sua estrutura, estabilidade e funcdo (Nicholls, 2000). No entanto, o papel
da agua as vezes € ignorado em calculos estruturais por RMN. Embora as restricoes
sdo derivadas a partir de dados experimentais, coletados a partir de amostras em
solucéo, o refinamento das estruturas em solugéo através de dindmica molecular e
analise simulada (simulated annealing) geralmente é realizada em vacuo com carga
molecular reduzida, sem considerar o efeito do solvente sobre a estrutura.

O modelo de solvente implicito ou modelo de solvatacdo continuo trata o
solvente, usualmente agua, como um meio dielétrico continuo em torno do soluto, perto
da superficie de van der Waals, interagindo com as cargas sobre a molécula de soluto
(Xia, Tsui, Case, Dyson, & Wright, 2002). A estrutura de menor energia refinada em
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agua para o peptideo clavanina A esta apresentada na Figura 4.21, com os residuos

de aminoacidos catidnicos destacados em rosa.

Figura 4.21 Estrutura de menor energia para 6 peptideo clavanina A em solucao de
TFE-d3:H20 35:65 (v/v), pH 4,3. A). Estrutura de menor energia com o0s residuos
cationicos estacados em rosa B) Visualizacdo em superficies.

A curvatura observada na estrutura do peptideo é coerente com a auséncia de
alguns NOEs (Figura 4.15, pag. 57) de média distancia (i+3) na regido entre os residuos
His-11 a Val-16, no entanto, a estrutura de menor energia mostra uma estruturacdo em
toda regido compreendida entre os residuos de Phe-2 e Val-22. Esse fato realca a
observacéo feita por Spronk et al. com base no modelo da estrutura estatica de que
certos NOEs podem ser esperados, mas ndo detectados devido a presenca de
dindmica interna na molécula (Chris A.E.M. Spronk et al., 2004).

A precisao das estruturas resolvidas por RMN foram expressas em funcéo do
desvio quadratico médio. Verificou-se a qualidade geométrica dos modelos obtidos,
pois esse € um aspecto importante na validacdo das estruturas obtidas. As
coordenadas moleculares foram descritas, usando-se o desvio de coordenadas RMSD
(Root of Mean Square Deviations). Esse parametro foi utilizado como uma medida da
qualidade na determinagéo da estrutura. Presume-se que valores mais baixos indicam
resultados mais precisos e melhores, porém a exatiddo também é muito relevante na
determinacdo de um conjunto de estruturas verdadeiro, pois um valor de RMSD baixo
pode ser preciso mas ndo exato (Chris A.E.M. Spronk et al., 2004).

Através do programa MOLMOL (Koradi et al., 1996), as dez estruturas de menor
energia foram sobrepostas (Figura 4.20) e foram obtidos os valores de RMSD (Tabela
4.4), pelo alinhamento dos atomos entre os conformeros. O valor de RMSD equivalente
a 1,05 A evidenciou que as estruturas exibem uma boa geometria, indicando uma boa

flexibilidade conformacional. Tal valor reflete a dindmica interna da molécula e as
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incertezas que derivam da conversdo experimental dos dados e processos
computacionais. Sponk ressalta que, para estruturas determinadas por RMN em
solucao, € de se esperar que, devido a dindmica interna, as estruturas sempre exibam
uma variacdo conformacional em torno de uma conformacdo meédia (Chris A.E.M.
Spronk et al., 2004). A existéncia de conformacdes convergentes mostra a consisténcia

e a compatibilidade das restri¢cdes utilizadas nos calculos estruturais.

Tabela 4.4 Estatistica das dez estruturas de menor energia, quanto a geometria das
estruturas obtidas.

RMSD — Todos os residuos? A
Cadeia principal 1,05 +0,34
Cadeia principal e atomos pesados 1,99+0,41
RMSD - Segmento helicoidal?
Cadeia principal 0,92 £0,32
Cadeia principal e atomos pesados 1,83+0,40

a-Dados obtidos pelo programa MOLMOL

A Figura 4.22 mostra a estrutura do peptideo representada por projecdes
bidimensionais em forma helicoidal, inicialmente proposto por Schiffer & Edmundson,
1967. A projecdo em hélice predita para o peptideo clavanina A
(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi), destaca uma grande quantidade de
residuos verdes, indicando a alta hidrofobicidade, principalmente pela presenca dos 5
residuos de fenilalanina. A maior intensidade da cor verde indica maior hidrofobicidade.
Os residuos mais hidrofilicos sem carga estdo destacados em vermelho. Desta forma,
a disposicao dos residuos mostra a tendéncia do peptideo em formar uma a-hélice

anfipatica.
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Figura 4.22 Projecao helicoidal para o peptideo clavanina A. Estdo apresentados os
residuos catidnicos como pentagonos. A hidrofobicidade é codificada por cores, assim
os residuos mais hidrofobicos apresentam-se em verde, com hidrofobicidade zero em
amarelo, e aqueles mais hidrofilicos em vermelho.

A presenca de aminoacidos polares em intervalos relativamente regulares na
cadeia principal sugere que o peptideo € formado por uma hélice anfipatica, sendo 52%
dos residuos hidrofobicos
(http://aps.unmc.edu/AP/database/query_output.php?ID=00276, acessado
12/02/2014). Lehrer e colaboradores também observaram, pela projecédo helicoidal
juntamente com os dados de dicroismo circular, essa tendéncia anfipatica (I.Hee Lee
et al., 1997). As vistas frontais do peptideo, deixam clara a natureza anfipatica do
peptideo clavanina A (Figura 4.23.a), estando os residuos hidrofébicos (Val-1, Phe-2,
Phe-4, Leu-5, lle-8, lle-9, Val-12, Phe-15, Val-16, Phe-19, Val-22 e Phe-23) destacados
em azul, como ja esperado pela projecdo em hélice (Figura 4.22) que mostra a

tendéncia do peptideo em formar uma a-hélice anfipatica.
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vista frontal
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Figura 4.23 Conjunto das dez estruturas de menor energia do peptideo clavanina A em
TFE-d3:H20 35:65 (v/v), pH 4,3, a 25 C. A) Vista frontal N-terminal e C-terminal, em
azul residuos hidrofébicos e em rosa residuos hidrofilicos b) Sobreposicdo das dez
estruturas de menor energia, em rosa residuos polares e azul apolares C) Vista em
Superficies com residuos catidnicos destacados em verde, codigo pdb: 2MVE.

70



Um estudo realizado por Van Kan et al. (2003) explorou a importancia dos
residuos de fenilalanina no modo de acdo do peptideo clavanina A. Substituiram os
residuos de fenilalanina pelos residuos hidrofébicos de leucina e isoleucina e
aromaticos por triptofano e tirosina. Observaram que as fenilalaninas poderiam ser
substituidas por esses residuos, sem perda significativa de sua atividade, sugerindo
gue o papel das fenilalaninas na sequéncia do peptideo nativo seria para proporcionar
hidrofobicidade e, com isso, afinidade pelas membranas (Ellen J M Van Kan, Demel,
Bent, & Kruijff, 2003) Esses residuos, como pode ser observado na Figura 4.23, se
localizam na face hidrofébica do peptideo (representada em azul).

Héa de se considerar que a estrutura helicoidal deste peptideo, em meio acido,
inclui cinco residuos de aminoacidos carregados positivamente (Lys-7, His-10, His-11,
His-17, His-21), localizados em uma mesma face, e nenhum residuo de aminoacido
com carga negativa. Os residuos de histidina tém um pKa do nitrogénio protonado da
cadeia lateral geralmente de 6,0 (NELSON, David L.; COX, 2011). Consequentemente,
0s peptideos ricos em histidina, como clavanina A, tém cargas positivas liquidas
elevadas em meio 4cido.

A presenca de quatro residuos de histidina na sequéncia peptidica indica que a
carga liquida do peptideo esta na faixa fisiologica, dependente do pH. Com base nisto
Van Kan et al. verificaram que o peptideo apresentava atividade antimicrobiana mais
elevada a pH 5,5 (meio acido) do que em meio neutro. Além disso, a Clavanina A
permeabiliza a membrana alvo através de dois mecanismos completamente distintos,
gue dependem do pH (Ellen J. M. van Kan et al., 2002). O aumento de atividade foi
sugerida resultar da maior afinidade da clavanina A com a membrana bacteriana
anibnica, porém a insercao seria essencialmente independente do pH, sendo essas
interacOes conduzidas principalmente por forcas hidrofobicas (Ellen J. M. van Kan et
al., 2001). Para melhor ilustracdo das informacgdes discutidas, sédo destacados na
estrutura de menor energia, Figura 4.24, os residuos de aminoacidos conforme suas

caracteristicas hidrofébicas e catidnicas.
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Figura 4.24 Estrutura de menor energia do peptideo clavanina A em TFE-d3:H20 35:65
(v/v), pH 4,3, a 25 T. Os residuos hidrofébicos estdo destacados em azul, os
hidrofilicos em rosa e catiénicos em verde.

Destaca-se que as estruturas apresentadas acima também foram avaliadas
guanto a sua qualidade estereoquimica atravées do programa PROCHECK (Laskowski,
MacArthur, Moss, & Thornton, 1993). A combinacéo dos angulos diedros ¢ e y foram
um importante indicador de qualidade estrutural para o peptideo, pois baseando-se em
consideracdes estéricas por Ramachandran et al. (Ramachandran, Ramakrishnan, &
Sasisekharan, 1963), mostraram que a combina¢ao dos angulos ¢ e y dos residuos de
aminoacidos em uma cadeia polipeptidica esté restrita a certos intervalos, podendo ser
visualizados no chamado gréafico de Ramachandran. O angulo de tor¢cao ¢ corresponde
a regidao Ci-1-Ni-Cai-Ci, e 0 angulo g pela torcdo Ni-Cai-Ci-Ni+1 (Ramakrishnan e
Ramachandran, 1965).

O grafico possui a combinacdo de quatro regides: favorecidas, permitidas,
menos permitidas e proibidas. O grafico de Ramachandran, para as dez estruturas
obtidas (Figura 4.25), mostrou que a familia das estruturas calculadas apresenta boa
gualidade, pois 100% dos angulos ¢ e w se localizaram em regides favorecidas,
caracteristicas de a-hélice de sentido horario, ou seja, apresentam conformacdes sem
impedimento estérico. O peptideo assume conformacgdes energeticamente favoraveis,
ou seja, 0 modelo ndo possui ligagdes peptidicas com angulos de tor¢cao incompativeis

com a estrutura.
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Figura 4.25 Diagrama de Ramachandran para as dez estruturas mais estaveis. As
areas em azul escuro indicam conformacfes sem impedimento estérico e sao
chamadas de regifes favorecidas; as areas em azul claro, conformacdes menos
estaveis, com aproximacado de atomos; e as areas em branco correspondem a regiées
proibidas com ocorréncia de impedimentos estereoquimicos. Dados obtidos com o uso
do Ramachandran Plot (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

A qualidade da geometria das estruturas calculadas foi inferida pelo programa
WHAT IF (Vriend, 1990), utilizado como método de validacdo, diretamente relacionado
as propriedades geométricas. O programa utiliza de parametros estatisticos o0s
chamados Z-scores e RMS Z-scores como indicadores de aceitabilidade das

propriedades calculadas (http://www.cmbi. ru.nl/whatif/checkhelp). Os valores de Z-
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scores ( Equacao 3. 7) mostram varios indicadores de qualidade, que
independem das restricbes. E um parametro de distribuicdo Gaussiana normalizada
derivada de um banco de dados de estruturas definidas por raios-X. Ja os valores de
RMS Z-scores ( Equacdo 3. 8) mostram o qudo bem o modelo esta em

conformidade com valores de restricdes e refinamento.

z = 2 Ua) Equacéo 3. 7

o(xdp)

n 2

_ (= <
RMSZ = ~ Equacao 3. 8

Os desvios padrao de distancia da média sdo chamados de "Z". Ele corresponde
ao valor medido menos a média do banco de dados, dividido pelo desvio padrdo da
populacdo, onde (xab) corresponde a média do banco de dados e ¢ ao desvio padréo
(variacdo em relacdo aos modelos no conjunto).

Assim Z sera negativo, se x for menor do que a média, e positivo se o valor for
maior do que a média. Os valores de Z-scores negativos na tabela refletem uma menor
qualidade das estruturas refinadas em comparacao as estruturas definidas por raios-X
do banco de dados. Z-scores inferiores a -2,0 indicam problemas no modelo, e Z-scores
inferior a -4,0 indicam erros graves, todos os valores de Z <-4 ou Z> 4, sao "Outliers".

Observa-se na Tabela 4.5 que os valores de Z-scores estao dentro do esperado,
com excecgao dos chi-1/chi-2 rotametros de normalidade. Esse dado possui valores
isolados, podendo ser outliers, improvaveis de ocorrer, isto indica que existem cadeias
laterais com preferéncias conformacionais eclipsadas, de alta energia. Provavelmente
devido, nos célculos estruturais, o termo de campo de for¢a para os angulos diedros
ser muitas vezes desligado, resultando em rotametros bastante pobres com elevado
namero de estados eclipsados. Apesar do observado é descartada a possibilidade da

ocorréncia de verdadeiros desvios conformacionais preferenciais.
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Tabela 4.5 Indicadores de qualidade estrutural para o peptideo clavanina A.
Z-scores

1°geracao qualidade de empacotamento 1,694 +/- 1,487
2°geracgao qualidade de empacotamento -0,371 +/- 0,783
Aspecto do grafico de Ramachandran -0,017 +/- 0,498
Chi-1/chi-2 rotametros de normalidade -7,513 +/- 0,663
Conformacéo da cadeia principal 2,497 +/- 0,489
RMS Z-scores

Comprimentos de ligacéo 1,085 +/- 0,004
Angulo de ligacéo 0,707 +/- 0,019
Restricdo de angulo Omega 0,156 +/- 0,028
Planaridade da cadeia lateral 0,157 +/- 0,049
Inadequada distribuicéo diedral 0,825 +/- 0,026
Distribuicdo de residuos internos/externos 1,386 +/- 0,094

O Z-score do aspecto do diagrama de Ramachandran mostra o quao bem as
conformacdes da cadeia principal, de todos os residuos, correspondem as areas
permitidas conhecidas no grafico Ramachandran. O valor estd dentro dos limites
esperados para estruturas bem refinadas, sendo assim a elevada porcentagem de
residuos nas regides mais favorecidas (100%) implicaram efetivamente em um bom Z-
scores.

O outro parametro da tabela, o RMS Z-score, faz uma analise da qualidade dos
dados do Z-score. Ele verifica se a distribuicdo dos valores tem mais (ou menos) valores
atipicos do que o esperado, a partir da distribuicdo de referéncia (Equacgéo 3. 9), onde
Z;j corresponde ao Z-escore definido para a observacdo j e N o numero total de
observacoes.

No caso em que a distribuicdo de um dado parametro tem uma média e desvio
padrdo idéntico a distribuicdo de referéncia, o RMS Z-score é geralmente proximo de
1. Para distribuicdes mais estreitas, 0 RMS Z-scores sera <1 e, para distribuicbes mais
largas, >1. Deve-se ressaltar aqui que, a fim de calcular um significativo RMS Z-score,
as médias de distribuicdo de referéncia e a distribuicdo do modelo tém que ser iguais.
Como sera mostrado abaixo, o parametro geomeétrico RMS Z-scores € um indicador

muito sensivel para problemas relacionados a geometria local.
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No que se refere aos indicadores de conformidade com valores de restricao de
refinamento, Tabela 4.5, observa-se que o modelo apresenta boa qualidade, apesar de
gue existam alguns problemas como baixo RMS Z-score de angulo dmega e
planaridade das cadeias laterais. Isto porque as estruturas estdo fortemente
restringidas e devido a falta de restricbes geométricas, respectivamente. No entanto,
Srponk e colaboradores destacam que tais efeitos de restricdo apertada ndo é grave
sobre a qualidade da estrutura (Christian A E M Spronk et al., 2002).

As distancias e angulos das ligacdes entre os residuos encontram-se préximos
de 1. Eles possuem variacao dentro do esperado para a média de tamanhos de ligacdes
padrées para um peptideo normalmente restrito, indicando que nao foram utilizadas
restricbes muito fortes ou errébneas no refinamento.

A distribuicao de residuos internos/externos deve ser muito proxima de 1,0 para
proteinas globulares, e deve estar proxima de 1,2 ou maiores valores para proteinas
transmembranares  (http://swift.cmbi.ru.nl/gv/pdbreport/checkhelp/explain.html). O
peptideo clavanina A apresenta o valor de 1,386 +/- 0,094, que concorda com a
caracteristica anfipatica do peptideo como observado na Figura 4.23 (pagina 70).

Desta forma, os resultados positivos do modelo superam os problemas
observados, por apresentar um 6timo ambiente de empacotamento, comprimento e
angulo de ligagcédo e cadeia principal estavel, mostrando claramente que a modelagem
apresenta resultados satisfatorios.

As interacdes e afinidade do peptideo clavanina A foram investigadas em
diferentes meios, utilizando o experimento de DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy),
uma técnica analitica ndo invasiva, desenvolvida em 1992 por Morris e Johnson (Morris
& Charles S. Johnson, 1992), capaz de identificar os componentes moleculares de
misturas e, simultaneamente, caracterizar os tamanhos de agregados e outras
estruturas presentes.

O experimento de DOSY é um método de analise alternativo, um experimento
de RMN pseudo-bidimensional, que, usando a transformada inversa de Laplace (TIL),
apresenta os deslocamentos quimicos (RMN 1D) na dimenséao direta, dispersos ao
longo da segunda dimensédo em relacéo ao coeficiente de difusdo (D) ou tamanhos de
particulas no outro. Assim, o coeficiente de difusdo de cada substancia é obtido pela

correlagcdo com seus respectivos sinais de hidrogénio.
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Vale ressaltar que esse método € eficaz na deteccéo de impurezas e agregados
em amostras, além disso é relativamente facil de ser implementado em sistemas
modernos de espectrometros de RMN (Morris & Charles S. Johnson, 1992). Ele é
baseado em uma sequéncia de pulsos com ecos de spin com gradientes de campo
magneético pulsados.

Destaca-se que os experimentos de DOSY podem ser utilizados para avaliar a
afinidade da ligagdo de peptideos a micelas. A ligagdo de um peptideo a uma micela
altera efetivamente o volume molecular do peptideo. Desta forma, as interacdes
moleculares podem ser monitoradas através da observacdo de alteragcdes do
coeficiente de difusdo do peptideo. No entanto, deve-se considerar que a ligagdo de
um peptideo na superficie de uma micela € um processo de equilibrio entre a ligacédo
micela-peptideo e as espécies monomeéricas em solucdo. Assim, o coeficiente de
difusdo observado é a média do peso das duas espécies (Clark, Bartolotti, & Hicks,
2013).

A técnica de DOSY foi aplicada neste trabalho com o intuito de estudar o
comportamento da interacdo do peptideo em funcdo da concentracdo do mesmo e do
meio. Esse método é capaz de proporcionar uma visao global da dinamica translacional
dos constituintes de uma solucédo, sejam eles moléculas pequenas, macromoléculas,
complexos ou agregados moleculares.

A taxa de difusdo relativa é inversamente proporcional a alteracdo da
viscosidade da solucdo. No entanto, a equacdo de Stokes-Einstein fornece a
dependéncia do coeficiente de difusdo de uma particula esférica em solu¢cdo em uma
diluicdo infinita, sendo r o seu raio hidrodindmico, n viscosidade do solvente, T
temperatura e k € a constante de Boltzmann (Souza & Laverde Jr., 2002). Os
coeficientes de difuséo e raios hidrodindmicos podem ser correlacionados na relacao

tedrica de Stokes-Einstein, Equacéo 3. 10 (Courtenay Lewis, 1973).
D = (kT)/(6mnr) Equacéo 3. 10
Sabe-se que o coeficiente de difusdo é inversamente proporcional ao raio
hidrodindmico da molécula, assim quanto menor o coeficiente de difusdo maior o raio

hidrodindmico da molécula (Clark et al., 2013).
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A Figura 4.26 apresenta o mapa de contornos de DOSY do peptideo a 2 mM em
agua e TMSP-d,. No mapa de contornos de DOSY, os deslocamentos quimicos em
ppm estéo apresentados em uma dimenséo e os coeficientes de difusdo molecular em
outra. O coeficiente de difusdo em 67,0 10 m?/s corresponde a difusdo do TMSP-d4
e o sinal em 3,81 ppm é referente a uma contaminacéo. O peptideo em agua apresenta
um coeficiente de difusdo de 13,3 101! +/-4,71 10°** m?/s, com sinal de difusédo bem
definido, indicando que o peptideo clavanina A encontra-se em solucdo na forma de

mondmeros.
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Figura 4.26 Mapa de contornos de DOSY 'H, do peptideo clavanina A a 2 mM em
solucéo aquosa, pH 4,3 e 25 C.

Experimentos de RMN de medidas de difusédo utilizando DOSY 2D auxiliam na
exploracdo das interacdes intermoleculares (Gayen, Goswami, & Mukhopadhyay,
2011). O conhecimento das interagbes proteina-ligante é essencial, porque muitos
processos, biologicamente importantes, sdo mediados pela ligacdo de uma pequena
molécula a uma enzima ou receptor da superficie celular. Medidas de coeficiente de

difusdo permitem a analise quantitativa da ligacdo ao longo de uma ampla gama de
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constantes de dissociacao e proporcdes de concentracdo de proteina-ligante (Lucas &
Larive, 2004).

Germann e colaboradores, em varios experimentos, variaram 0S meios e
solventes e observaram a associacdo de L45, S6c¢ e 1-butanol com micelas. Em seus
resultados, observaram que dois peptideos podem coexistir em uma mesma micela,
pois 0 aumento da concentracdo do peptideo levava a um menor coeficiente de difusédo
(Zhang, Qu, Covarrubias, & Germann, 2013). Moureau et al. (2004) também abordaram
o0 comportamento de oligomerizacéo da proteina O2bZIP, realizando experimentos de
diluicdo da proteina. Os resultados de difusdo ordenada por RMN e CD mostraram-se
Uteis, para determinar o tamanho das particulas e os estados de auto associa¢édo da
proteina. O aumento do coeficiente de difusdo em fungcdo da diminuicdo da
concentracéo de proteina sugeriu que a perda da estrutura secundaria de O2bZIP foi
devido a dissociacdo das subunidades da proteina (Moreau et al., 2004).

O coeficiente de difusdo do peptideo, a concentragdo de 2 mM, diminuiu para
12,2 10 +/-2,06 10*? m?/s em solucgédo de 35% de TFE-ds, indicando a ocorréncia de
interacao entre o peptideo e as moléculas de TFE-ds. Quando preparado uma solugéo
de 100 mM de meio mimético (SDS-dzs) e 1 mM do peptideo, o coeficiente de difusao
diminuiu para 5,9 10! +/-1,2 10"*> m?/s, devido ao aumento do raio hidrodinamico do
complexo peptideo-micela, demonstrando que o peptideo interage com as micelas de
SDS-dzs.

O aumento da concentracao do peptideo ndo levou a um menor valor de difuséo,
dentro do erro. Isto indica que ndo ocorre associacao peptideo-peptideo-micela, o que
descarta a possibilidade de formacdo de agregados em uma mesma micela (Figura
4.27). O coeficiente de difusdo é relativamente mais baixo quando a concentracéo do
peptideo diminui para 0,05 mM, porém o erro da medida foi maior. Estudos de interacéo
entre um meio mimético e uma droga chamada losartan mostraram que uma
concentragdo maior de losartan levava a dois valores menores de coeficiente difuséo,
indicando que havia a ocorréncia da formacdo de agregados em uma mesma micela
(Zervou et al., 2014). Contudo isto nédo foi observado neste trabalho, para o peptideo

clavanin A em micelas de SDS.
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Figura 4.27 Gréafico com valores de coeficiente de difusdo ordenada para o peptideo
clavanina A em diferentes meios e concentra¢des, em vermelho peptideo em agua, em
preto peptideo em solugdo 100 mM de SDS-dzs e em verde peptideo em solu¢do TFE-
ds a 35%, pH 4,3 e 25 C. As barras na figura corresp ondem ao erro da medida.
Estudos de associacéo de dois tripeptideos a micelas de SDS foram realizados
por Orfi et al. Nos experimentos de RMN de *H e de andlise de coeficiente de difuséo,
utilizaram-se amostras peptidicas em meio acidos, para que ambos peptideos
apresentassem carga. Observaram que o peptideo Gly-His-Gly, de baixa
hidrofobicidade, apresentou um maior valor de coeficiente de difusdo comparado ao
peptideo Phe-His-Phe. O primeiro deveria interagir com as micelas principalmente por
forcas eletrostaticas, ja o segundo por fortes interagdes hidrofobicas além de interagbes
eletrostaticas, por isso 0 maior valor de difusdo foi observado para o peptideo GHG.
Observou-se que, na concentracdo micelar critica (CMC) de SDS,1 o peptideo FHF
apresentava uma fracao livre insignificante, sendo o coeficiente de difusdo observado,
correspondente praticamente ao peptideo ligado a micela (Orfi, Lin, & Larive, 1998).
Assim concluiram que a hidrofobicidade de um peptideo desempenha um papel crucial
no governo de sua interagcdo com micelas de SDS (Deaton, Feyen, Nkulabi, & Morris,

2001).
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O peptideo clavanina A contém cinco residuos de Phe com um total de 25
hidrogénios arométicos. Em solucéo estes hidrogénios ressonam na regido entre 7,44-
7,10 ppm. As maiores alteragdes nos deslocamentos quimicos na presenca de micelas
de SDS séao observadas na regido aromatica do espectro, tal como apresentado na
Figura 4.28 Observa-se a atenuacdo dos sinais dos He e H® das cadeias laterais das
fenilalaninas (Phe-2 em 7,39 e 7,30, Phe-4 em 7,33 e 7,24, Phe-15 em 7,34 e 7,22,
Phe-19 em 7,21 e7,15 e Phe-23 em 7,25 e 7,17) quando na presenca de solucéo de
TFE-ds3, comparados as respectivas ressonancias do peptideo na presenca de micelas
de SDS-dzs, além do alargamento dos sinais hidrogénio na regido dos amidicos
indicando o aumento no tempo de correlacao rotacional e portanto que o peptideo esta

associado a micelas.

a)

b)

ST T C ‘ T T T T T
740 735 730 7.25 7.20 ppm

Figura 4.28 Espectro de 'H para o peptideo clavanina A a) 1 mM do peptideo em
solucdo de 35% de TFE-ds b) 1 mM do peptideo na presenca de 100 mM de SDS-dzs
H20/D20 9:1 (v/v), pH 4,3, a 25 C.
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Tomados em conjunto, 0 comportamento dos deslocamentos quimicos os dados
de difuséo, sugerem que o0s anéis aromaticos dos residuos de fenilalanina penetram o
interior da micela e as cadeias laterais das histidina localizam-se no exterior da micela.
Observa-se a atenuacao dos sinais das cadeias laterais da fenilalanina quando na
presenca de micelas de SDS-d2s, comparados aos em solugao de TFE-ds, indicando a
inser¢éo dos anéis no interior das micelas ou em sua direcdo, como mostra a Figura
4.28.

Os resultados obtidos através dos experimentos de DC e de DOSY mostraram-
se em concordancia. Nos experimentos de DC, o0 aumento da concentracao do peptideo
ndo conduziu a diminuicdo da estruturagdo do mesmo (Figura 4.3, pag. 46), bem como
nos experimentos de DOSY, permanecendo quase que inalterado o coeficiente de
difusdo. A estruturacéo do peptideo ndo esta ligada a interacdo do peptideo-peptideo,
mas apenas peptideo-micela. Ou seja, ndo ocorre o favorecimento de estruturacéo pela
existéncia de interacdo entre os monémeros ou a formacao de agregados nas micelas.

Com os dados apresentados para o peptideo clavanina A, pode-se destacar que
os conférmeros do peptideo apresentaram segmentos helicoidais bem definidos,
exceto entre os residuos Gly-13 e His-17. Neste intervalo, observou-se a existéncia de
residuos de aminoacidos responsaveis por desestabilizarem estruturas helicoidais, tal
como residuos de glicina, além de possiveis repulsdes eletrostaticas entre os residuos
de histidina proximos espacialmente. Segundo Seo et al., em uma revisao, os PAMs
ricos em aminoacidos especificos, tais como prolina, triptofano, arginina e histidina,
geralmente ndo possuem elementos de estrutura secundaria regulares (Seo et al.,
2012). Porém, apesar da flexibilidade conformacional fornecida pelos trés residuos de
glicina presentes na estrutura, esses nado desfavorecem sua forma helicoidal o
suficiente para promover uma quebra estrutural.

O painel de NOE ja indicava esta regido com uma regido de estrutura secundaria
pouco definida pela auséncia de correlagbes de média distancia, isso também explica
a leve curvatura na regido central das estruturas obtidas. Observou-se também que o
peptideo estruturado em a-hélice mostrou uma anfipaticidade segregada, que pode

permitir que ele interaja melhor com a membrana bacteriana.
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A auséncia de violacbes nos célculos confirma que foram satisfeitas as
condi¢bes conformacionais impostas pelas restricbes, sendo que a qualidade dos

resultados mostrou-se em concordancia com os dados experimentais e 0 modelo.
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4.2 Peptideo Cm-pl

A espectroscopia de dicroismo circular, muito utilizada para o estudo de
estruturas secundarias de proteinas e peptideos, permitiu avaliar a dependéncia da
estrutura do peptideo Cm-pl com a variacdo do pH, bem como em diferentes meios
miméticos. Em solucéo aquosa (Figura 4.29), em solucéo de TFE:H20 (Figura 4.30) e
na presenca de micelas de DPC (Figura 4.31) os espectros mostraram que o peptideo
nao se orienta em uma estrutura secundaria regular. O peptideo apresenta-se na forma
randémica, como evidenciado pela presenca da transicdo 1 — 1T* proximo de 198 nm

negativos e n — 1* em comprimento de onda de 212 nm.
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Figura 4.29 Espectro de DC, sendo [B]molar (deg cm? dmol?) em fungéo de A (nm).
Peptideo Cm-p1l, a concentragcédo de 51 uM, em agua, pH 4 (tampao tris HCI) e 25 C.
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Figura 4.30 Espectros de DC, sendo [B]moar (deg cm? dmolt) em funcdo de A (nm).
Peptideo Cm-pl, a concentracdo de 51 uM, solucdes de TFE:H20 em diferentes

proporc¢des, pH 4 (tampéo tris HCI) e 25 <C.
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Figura 4.31 Espectros de DC, sendo [B]molar (deg cm? dmol?) em fungéo de A (nm).
Peptideo Cm-p1, a concentracdo de 30 uM, na presenca de micelas de DPC (100 mM),

diferentes pH (tampéo 4, 7 e 10) e 25 TC.
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A Figura 4.32 indica que o peptideo Cm-pl, na presenca de micelas de SDS e
tampao tris HCI (pH 4), apresenta uma estrutura em conformacao 3 pela transicéo m —
™ em 196 nm positivos e n — 1 em 218 nm negativos. O espectro também mostra
que a estruturacdo se iniciou a partir de 0,2 mM de SDS. Quando o peptideo estava na
presenca de 8 mM de SDS, a mudanca conformacional da estrutura foi maxima. A
Figura 4.32 mostra que a interacdo do peptideo € governada pela interagcdo com as

micelas e que essas favorecem sua estruturagao.
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Figura 4.32 Espectros de DC, sendo [B]molar (deg cm? dmol?) em fungéo de A (nm).
Peptideo Cm-pl a 51 uM em diferentes concentracdes de SDS (mM), pH 4 e 25 C.

Os resultados de DC mostram que o peptideo apresenta uma preferéncia
conformacional na presenca de micelas de SDS, ao contrario de agua, mistura de
TFE:H20 e na presenca de micelas de DPC. Essa preferéncia pode ser explicada,
devido ao peptideo conter 3 residuos de aminoacidos carregados positivamente,
favorecendo uma melhor interagdo com as micelas de SDS carregadas negativamente,
pela presenca dos grupos sulfonato (Oremusova e Lengyel 2007). Ja as micelas de
DPC (dodecilfosfocolina), por serem compostos por um surfactante zwiteridnico, ndo

favorecem uma maior estabilidade estrutural.
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A variacdo de pH para o meio contendo as micelas de SDS (Figura 4.33)
demonstra uma maior estruturagéo entre os pH 4 e 5 (tampé&o tris HCI). Sendo que o
peptideo ndo apresenta conformacgdo preferencial em pH 7. Isto mostra que a
estruturacdo do peptideo € estabilizada em micelas principalmente por forcas
eletrostaticas. Durante o experimento de variacao de pH, foi observado que o peptideo
precipitou-se a pH 3, contudo n&o houve modificagdo no aspecto do espectro de DC,
indicando que o perfil caracteristico de conformacéo 3 era devido as interacdes entre
as proprias moléculas. E possivel identificar a presenca de um ponto isodicréico, ao
redor de 212 nm, caracterizando a presenca de apenas dois tipos de estruturas:

conformacéao 3 e randémica.
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Figura 4.33 Espectros de DC, sendo [B]molar (deg cm? dmol?) em fungéo de A (nm).
Peptideo Cm-pl a 51 uM em 8 mM de micelas de SDS e tampdes pH 3,4,5e 7 e 25
.

Como o tampao pode influenciar na estruturacdo do peptideo, foram realizados
experimentos de dicroismo circular com o peptideo Cm-p1 em pH 4,3, na auséncia de
tampao.

O espectro de DC (Figura 4.34) do peptideo em na presenca de 16 mM de
micelas de SDS (acima da concentragcdo micelar critica) mostra que o peptideo se
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estrutura em hélice como indicado pela presenca de uma regido positiva em 190 nm,
correspondente a transi¢do m—1*, seguida dos minimos com valores negativos em 203
nm e em 217 nm, correspondentes as transicbes TT—T1* e n—Tr*, respectivamente.
Observou-se uma estruturacdo maxima equivalente a 41,31 %.

Os resultados de DC mostraram que o peptideo Cm-p1l se estrutura em um meio
muito especifico, apenas em SDS, entre 0s 4 meios testados, justificando a sua
atividade, muito especifica, apenas antifingica.
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Figura 4.34 Espectros de DC, sendo [B]molar (deg cm? dmol?) em fungéo de A (nm).
Peptideo Cm-pl a 121 uM em 4, 8 e 16 mM de micelas de SDS, sem tampéo, pH 4,3
e 25 C.

Diante das observacdes dos resultados de DC, para o peptideo Cm-pl, as
amostras para os experimentos realizados no RMN, para a determinacao estrutural,
foram preparadas sem o uso de tampé&o na presenca de 100 mM de micelas de SDS.

Vale salientar que, para a determinacéo estrutural por espectroscopia de RMN,
€ necessaria a solubilizacao eficiente da amostra. A baixa solubilidade, oligomerizacéo,
agregacao, isbmeros conformacionais e impurezas da amostra podem acarretar em
problemas que manifestam-se tipicamente por uma relagéo sinal/ruido baixa, rapida

relaxacao transversal e linhas largas ou multiplos sinais. A boa solubilidade da amostra
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necessaria para estudos de RMN ndo € garantia de bons resultados, pois as
caracteristicas espectrais podem ser comprometidas, mesmo sem uma agregacao
aparente, aparecendo como sinais fracos ou linhas alargadas. Algumas condi¢des
podem ser variadas, para evitar o aumento no tempo de correlagdo rotacional, por
exemplo: temperatura, pH e forca i6nica (Gauglitz & Vo-Dinh, 2003; Kup&e & Freeman,
2013).

Por isso, o peptideo Cm-p1 foi analisado em solucédo na presenca de micelas de
SDS-d2s em diferentes temperaturas. Foram realizados experimentos de hidrogénio
com variacfes de temperatura de 5 T a 35 C. A Fig ura 4.35 apresenta a regiao de

deslocamento quimico de hidrogénio de grupos amidicos e aromaticos.
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Figura 4.35 Espectros unidimensionais de *H. Ampliacdo da regido de 'H amidicos e
hidrogénios aromaticos a diferentes temperaturas, para 1 mM do peptideo Cm-pl1 na
presenca de 100 mM de micelas de SDS-d2s a) 5 T b) 10 T c) 15 T d) 20 Te) 25
Tf)30CTg)35<CT.

Os sinais de ressonancia do peptideo na presenca micelas apresentaram-se
bastante alargados a 5 . Isto se deve ao fato de ter ocorrido a diminuicdo da
solubilidade do peptideo e do SDS, e consequente, agregacdo destes a baixa

temperatura.
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Uma melhor resolucéo dos sinais foi observada a partir de 15 C, porém, a 30 T
e 35 C, verificaram-se sinais alargados, que revel am um comportamento dinamico,
com equilibrio entre outros conférmeros em solucdo. Isto porque em solucdo as
moléculas podem adotar uma série de conformacgdes. Como as moléculas estdo muitas
vezes em troca rapida entre as conformacdes disponiveis, o deslocamento quimico
observado corresponde ao desvio da média ponderada de todas as conformacdes
presentes. Esta Inter conversao torna-se mais lenta a temperaturas menores e 0s sinais
dos prétons ficam melhor resolvidos. Desta forma, para se evita em possiveis
problemas de agregacdo a baixas temperaturas e a dindmica da molécula a altas
temperaturas, optou-se por realizar a determinacao estrutural por RMN a temperatura
de 25 TC.

A dispersédo dos sinais observado nos experimentos de hidrogénio 1D para
macromoléculas é um atributo importante das caracteristicas estruturais de peptideos
e proteinas bem estruturadas. Neste caso sdo observados sinais mais dispersos (Yao,
Dyson, & Wright, 1997). A dispersao de sinais na regido de deslocamento quimico de
hidrogénios amidicos, alfa e metila € um bom indicativo de estruturacéao (Gauglitz & Vo-
Dinh, 2003). Para macromoléculas ndo estruturadas ou desdobradas os sinais de
ressonancia agrupam-se, possuindo valores semelhantes aos encontrados para
estruturas randomicas.

A Figura 4.36 mostra os espectros de hidrogénio para o peptideo Cm-pl em
diferentes meios, a saber na presenca de SDS-dzs, TFE-d3:H20 e em &gua,
respectivamente. Na presenca de SDS-d2s os sinais de hidrogénios amidicos estéo
dispersos na faixa de 7,68 e 8,67 ppm. Em TFE-d3:H20 estes sinais estdo localizados
na faixa de 7,79 e 8,87 ppm, muitos deles concentrados em torno de 8,3 ppm e em
solucéo localizados na faixa de 8,16 e 8,78 ppm. O maior alargamento e disperséao dos
sinais de ressonancia do peptideo em SDS (Figura 4.36.a) € um indicativo claro de
estruturacdo neste meio, o que néo ocorre em TFE (Figura 4.36.b) e em agua (Figura
4.36.c). Estes dados corroboram com os dados de DC onde observou-se estruturacao

do peptideo em SDS-d2s e randémico em TFE-ds:H20 e em agua.
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Figura 4.36 Espectros unidimensionais de 'H. Ampliacdo da regido de hidrogénios

amidicos. 1 mM do peptideo Cm-p1 em diferentes meios a) na presenca de SDS-dzs b)
TFE-d3:H20 c) agua.

Como os dados de CD e RMN de 'H mostraram que o peptideo Cm-pl néo
apresentava estrutura em agua, DPC e TFE, a determinacdo estrutural por RMN foi
realizada com a utilizagdo de micelas de SDS-d2s, como meio mimético, ja que micelas
de detergentes séo utilizadas em investigacdes espectroscopicas como um modelo de
membrana mimética experimental.

Os estudos da estrutura do peptideo por RMN foram realizados com a
concentracdo da amostra de 1 mM na presenca de 100 mM de micelas de SDS. A
escolha desta concentracédo € critica para os experimentos de RMN. Para que ocorra a
formacdo de 1 micela, sdo necessarias em torno de 60 moléculas de SDS (Jarvet,
Zdunek, Damberg, & Graslund, 1997). Para uma concentracédo de 100 mM de micelas
de SDS a concentragcdo da micela é acima de 1,6 mM. Para uma solu¢cdo com
concentracdo de peptideo menor que 1,6 mM, provavelmente ndo sera encontrado
mais que 1 peptideo para cada micela de SDS.

As atribuicbes sequenciais foram obtidas com o auxilio dos experimentos de
TOCSY e NOESY (Wadthrich, 1986). O mapa de contornos de TOCSY (Figura 4.37);

mostra a atribuicdo da regido de impresséao digital Hn-Ha € cadeias laterais.
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Figura 4.37. Expansdo do mapa de contornos TOCSY, regido de impressao digital e
cadeias laterais, 1 mM do peptideo Cm-pl em solucdo micelar de 100 mM de micelas
de SDS-d2s, pH 4,3 e 25 C.

Para a determinacdo da estrutura do peptideo Cm-pl em solucdo micelar foi
utilizado no experimento de NOESY um tempo de mistura de 250 ms, melhor tempo de
mistura encontrado pela variagdo desse parametro. As restricbes conformacionais,
entre os residuos de aminoacidos do peptideo Cm-pl, foram observadas no
experimento de NOESY. Os volumes dos picos foram integrados sobre a area do sinal
e convertidos em restricdes distancia utilizando o programa NMRView.

NOESY !H-'H forneceu

acoplamento dipolar de hidrogénios proximos espacialmente. A Figura 4.38 apresenta

O experimento homonuclear informacgdes de

as correlagcdes Hn-Ha entre os residuos de aminoacidos, sendo observadas apenas

correlagdes entre residuos préximos na cadeia linear.
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Figura 4.38 Expansédo do mapa de contornos parcial NOESY, regido de interacédo Hn e

Ha, 1 mM do peptideo Cm-pl em solug¢édo de 100 mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 €
25 C.

A Figura 4.39 apresenta 0 mapa de contornos parcial para o experimento de
NOESY, apenas para a regido Hn-Hn. Foram observadas correlagbes do tipo dnn (i,
i+1), com excecdo para aqueles residuos que apresentaram deslocamentos quimicos
de hidrogénios amidicos muito proximos. Essa regido foi muito Gtil na confirmacao das
conectividades entre os residuos de aminoécidos.

93




7,50 | SRSELIVHQR-NH:

8,00

'H (ppm)

oo
L
o

9,00

8,60 8,40 8,20 'H(ppm) 8,00 7,80 7,60

Figura 4.39. Expansdo do mapa de contornos NOESY, regido de interagdo Hn-Hn, 1
mM do peptideo Cm-p1l em solugédo micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3
e 25 C.

O mapa de contornos 'H-13C HSQC editado (Figura 4.40) mostra a regido de
correlacdes Ho-Ca para todos os residuos de aminoacidos, exceto para o residuo His-
8, que nao foi observado, uma vez que esta sobreposto ao sinal de ressonancia da
agua. Os sinais correspondentes as correlacdes referentes aos acoplamentos CH e
CHs (fase positiva) estdo em preto e CH2 em vermelho (fase negativa). Também se
determinam os deslocamentos quimicos dos nucleos de nitrogénio (*°N), pela atribuicédo
do mapa de contornos *H-1°N sofast-HMQC (Figura 4.41).
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Figura 4.40. Expansdo do mapa de contornos HSQC !H-3C do peptideo Cm-pl a 1
mM em solug&o micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25 C.
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Figura 4.41. Expansdo do mapa de contornos HMQC!H-*N do peptideo Cm-pl1 a 1
mM em solug&o micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25 TC.

O método de predicao da estrutura secundaria proposto por Wishart et al. (D. S.
Wishart et al., 1992) foi empregado, para se ter acesso a informacao estrutural do

peptideo Cm-pl. A diferenca de valores de deslocamentos quimicos para as
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ressonancias dos hidrogénios Ha experimentais menos os Ha tedricos de uma estrutura
randémica forneceram informacdes a respeito da estrutura secundaria para o peptideo,
uma vez que esses sdo influenciados pela geometria local da molécula.

A Figura 4.42 mostra o grafico de CSI para o peptideo Cm-pl. O CSI referente
aos deslocamentos quimicos de Ha (rosa) e Ca (azul). A presenga de no minimo quatro
indices negativos consecutivos, sem interrup¢ao de um indice positivo ou de dois 0 para
os valores de Ad do Ha indicaram a presenca de uma estrutura secundaria em a-hélice
entre os residuos Ser-3 a Arg-10 (David S. Wishart & Nip, 1998).

[ Ha

AS(Ho)

Residuos

Figura 4.42. Gréfico de CSI: diferenca entre os deslocamentos quimicos dos Ha
observados e os valores padrdes ndo estruturados obtidos da literatura.

O CSI calculado pelo programa NMRView (Figura 4.43) pela metodologia de
Wishart para peptideos considerou o pH e a temperatura em que 0s experimentos
foram realizados. Esse método indicou uma estruturacéao provavel de 50% dos residuos
em hélice. Nessa estimativa foram utilizados os deslocamentos quimicos de Hn, Cp e
N. Os agrupamento denso de quatro ou mais barras vermelhas é caracteristico de
hélice. Dessa forma os CSI dos deslocamentos quimicos indicaram estruturagdo em
hélice do residuo Ser-3 ao de Val-7 (David S. Wishart & Nip, 1998).
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Figura 4.43 Gréfico de CSI, diferenca entre os deslocamentos quimicos experimentais
e 0s valores padrdes nao estruturados pelo programa NMRView. As barras em azul
indicam estruturagdo em conformagdo B e as barras em vermelho em a-hélice. As
caixas alaranjadas mostram as estimativas de estruturacdo randémica e em cinza
valores ndo informados ou iguais a zero

Um conjunto de 167 restricdes de distancia foi utilizado nos calculos estruturais
do peptideo Cm-pl (Tabela 4.6), resultando em uma média final de 16,7 restricdes por
residuo. Essa medida € um indicador da qualidade do conjunto de restricdes
experimentais. Foram observadas poucas restricdes apenas para o primeiro residuo,
provavelmente porque seu hidrogénio amidico é mais labil, por estar na extremidade
da cadeia peptidica, e seu contato com o solvente € maior, sendo rapidamente trocado
com o hidrogénio do solvente.

Na lista de restricbes utilizadas no calculo estrutural ndo consta nenhuma
restricdo de media a de longa distancia. Porém, foram observadas restricbes Unicas,

referentes a atribuicbes apenas de um lado da diagonal, para as correlacdes 5Hp-2Haq,
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6Hp-3Ha, 6HN-3Ha e 7Hn-4Ha. Essas restricbes foram removidas dos calculos

estruturais por apresentarem alta unicidade e forte impacto sobre a estrutura.

Tabela 4.6 Andlise estatistica das restricdes utilizadas no célculo estrutural para o
peptideo Cm-p1.
Restricdes utilizadas

Total de restricbes de distancia 167
Intra residuais 117
Sequenciais 34
Média distancia (1<|i-j|<5) 0

Restricbes de angulos diedros 16

Algumas restri¢cdes utilizadas podem ser visualizadas no painel de NOE (Figura
4.44). As atribuicdes inter residuais do tipo dan(i,i+3) e dag(i,i+3), observadas apenas de
um lado da diagonal, estdo destacadas em cinza e néo foram utilizadas nos céalculos
estruturais. O aspecto do painel de NOEs, os dados de CSI e informagdo média indicam

pequena estruturacdo do peptideo na presenca de micelas.

1 234 56 7 8 9 10
SRSE LI VHAQR
dyy T —
d,n I
dgn — e — —
d g (i, i+3)
d, (i, i+3)

Figura 4.44. Diagrama de conectividade de NOEs para o peptideo Cm-pl a 1 mM em
solucdo micelar de micelas de SDS-dzs. As intensidades das interagdes dnn, dan € dpn
estédo representadas no diagrama As espessuras das linhas variam de acordo com as
intensidades dos sinais: fraca, media e forte.
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As restricdes utilizadas nos céalculos estruturais foram analisadas pelo programa
QUEEN (Nabuurs et al., 2003), a fim de se determinar o conteudo das informacdes
referentes as restricdes utilizadas. Através dele foi possivel calcular uma medida para
a informacéo contida numa Unica restricdo de distancia, dado todos os outros sistemas
de restricdo. Através dele foi possivel obter dados sobre a contribuicdo de cada
restricdo em relagéo ao conjunto de dados total (Nabuurs et al., 2003).

As atribuicdes que apresentavam alta unicidade e alta informacdo média foram
removidas dos calculos estruturais, a fim de eliminar possiveis erros de atribuicdo. A
Figura 4.45 mostra o grafico de informacé&o unica (luni) pelo indice de restricao para o
peptideo Cm-pl. As restricbes utilizadas para o calculo final das estruturas
apresentaram baixa unicidade (luni). Esse dado confirma a confiabilidade das restricoes

utilizadas.

0,7 1
] A
0,6

0,5 -

0,4 -

0,3 1

0,2 -

0,1-

0.0 — T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
indice de Restricdo

luni'total(%)

SR

|
[ |

| |
120 140

Figura 4.45. Analise das restricdes de distancias. Grafico de informacao unica (luni)
pelo indice de restricdo para o peptideo Cm-pl a 1 mM, em solucdo micelar de 100
mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25 C. A classificacdo no gréfico indicam
restricbes de médio alcance (MR), sequenciais (SR) e intra residuais (IR).
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O grafico (Figura 4.46) de luni versus Imed Mmostra que as restricdes apresentam
baixos valores de unicidade (luni< 1) e informacdo média (Imed<2). O primeiro devido as
restricbes serem atribuidas dos dois lados da diagonal, indicando a alta confiabilidade
das restricdes utilizadas e o0 segundo devido as restricdes utilizadas ndo apresentarem
forte impacto sobre a estrutura, principalmente pelo fato das restricdbes serem
compostas apenas por restricoes intra residuais (IR) e sequenciais (SR), que contém
poucas informagdes estruturais, indicando a pouca estruturacdo do peptideo.

|
01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
(%)

Iuni“total

Figura 4.46. Andlise das restricbes de distancias. Grafico de informacédo média (Imed)
versus informacgédo unica (luni) para o peptideo Cm-pl a 1 mM, em solugdo micelar de
100 mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25 C.

As informacgdes de deslocamentos quimicos foram inseridas em uma tabela
(Anexo 5) e, a partir delas, foram preditos os angulos diedros, gerados pelo programa

TALOS+. As predicdes de angulos ¢ e y para todos os residuos foram classificadas
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como boas e indicaram uma estruturagdo em a-hélice proximo ao N-terminal e
conformacao B préximo ao C-terminal.

Para cada residuo de aminoacido foi gerado um diagrama de Ramachandran
(Anexo 6), com as dispersdes dos angulos ¢ e w dos dez resultados mais préximos. As
predicdes se localizaram na regido de a-hélice do diagrama de Ramachandran para os
residuos: Arg-2, Ser-3, Glu-4, Leu-5 lle-6 e na regidao de conformacdo B para os
residuos Val-7 His-8 GIn-9.

Constata-se, pela Figura 4.47.a, que o programa TALOS+ previu a estrutura
secundaria do peptideo com boa exatiddo, consistente com o banco de dados de
polipeptideos homdlogos, que possuem angulos de tor¢cao e deslocamentos quimicos
conhecidos (Shen et al., 2009), como indicado pela cor verde para todos os residuos
de aminoacidos. Nao foram observados residuos dinamicos (cor azul) e ambiguos (cor
amarela). Também nao houve residuos inconsistentes, como observado pela auséncia

da cor vermelha.

a) [si (e
b)

Predicted RCI 52 value [2 R: 0.70] [3 S: 0.79]

2.5 ' 5 ' 7.5 ' 10
Predicied Secondary Structure [2 R: 0.36]0.01|0.63] [3 S: 0.91]0.00(0.09]

2.5 3 f.35 10

Figura 4.47 Interface grafica do programa TALOS+. A) Sequéncia do peptideo Cm-p1
com predicdo da exatiddo, em cinza residuos ndo preditos, em verde previsdes
consistentes e em amarelo previsdo ambigua b) indice de desvio do parametro de
ordem RCI-S? em funcéo da posicdo dos residuos na sequéncia primaria c) Previsédo
da estrutura secundaria.
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O diagrama de Ramachandran para as predigbes ¢ e y para cada residuo de
aminoacido (Anexo 6) concordou com estrutura secundaria predita no programa
TALOS+, apontando uma estruturacdo provavel e uma estimativa confiavel da
probabilidade de ocorréncia dos valores apropriados, confirmando os resultados
esperados pelas predi¢cdes do CSI.

Os valores do indice de desvio do parametro de ordem (Figura 4.47.b) RCI-S? >
0,5, conforme classificado por Shen e colaboradores (Shen et al., 2009), indicam a
auséncia de residuos dinamicos, concordando com a auséncia de predicdes em azul
na Figura 4.47.a. Por fim as barras na Figura 4.47.c refletem a probabilidade atribuida
pela previsdo de uma estruturacdo em a-hélice do residuo Ser-3 ao de Leu-5, como
indicado pelas barras vermelhas em -1, e conformacédo 3 do Val-7 ao His-8, como
indicado pelas barras azuis em +1.

As vinte estruturas de menor energia (de um total de 200 estruturas calculadas)
foram refinadas em agua e as dez estruturas de menor energia foram escolhidas para
representarem a familia de estruturas do peptideo Cm-pl. A Figura 4.48 apresenta a
estrutura de menor energia sem refinamento (esquerda) e com refinamento em agua
(direita).

A estrutura de menor energia do peptideo sem refinar em agua e refinado em
agua, apresentam-se estruturados do residuo Arg-2 ao lle-6. Comparando as duas
estruturas (Figura 4.48 a e b) ndo é possivel observar nenhuma variacao significativa

entre elas.

a)

Figura 4.48 Estrutura de menor energia para o peptideo Cm-pl a) sem refinamento em
agua b) com refinamento em agua.
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O padrao dos CSI ja estimava que a regido C-terminal apresentava uma regiao
randOémica, isso provavelmente devido a polaridade dessa regido, que desfavorece sua
interagdo com a micela proporcionando uma regido randomica. Observa-se que o
esqueleto peptidico estad enrolado com o sentido para a direita com suas cadeias
laterais projetadas para fora da regiao helicoidal, sendo o passo da hélice constituido
por cerca de 3,6 residuos de aminoécidos.

Destaca-se que, na presenca de micelas de SDS-dzs, 0 peptideo Cm-pl
apresentou-se estruturado em hélice, abrangendo a regido entre os residuos de Arg-2
a llle-6. Observando a estruturacédo do peptideo Cm-p1, na Figura 4.49, verifica-se que
as restricées: 5Hp-2Hq, 6Hp-3Hq, 6HN-3Ha € 7HN-4Hq, removidas dos célculos, devido a
alta unicidade e informag&o média, realmente correspondiam a sinais, pois é observado

uma estruturacdo em a-hélice nesta regiéo.

Figura 4.49. Estrutura de menor energia para o peptideo Cm-p1 em solucdo micelar de
100 mM de micelas de SDS-d2s e pH 4,3. A) Estrutura de menor energia com 0s
residuos catibnicos estacados em rosa e anibnico em amarelo B) Visualizacdo em
superficies.

As coordenadas moleculares para o peptideo Cm-pl foram descritas usando o
desvio de coordenadas RMSD. Esse parametro foi utilizado como uma medida da
qualidade na determinacdo da estrutura. O RMSD foi calculado através do programa
MOLMOL (Koradi et al., 1996), tendo sido os dez conférmeros de menor energia foram
sobrepostos (Figura 4.50) e obtidos os valores de RMSD (desvio médio quadratico)
obtidos pelo alinhamento dos atomos da estrutura de menor energia e as demais

estruturas (Tabela 4.7).
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Figura 4.50. Conjunto das dez estruturas de menor energia do peptideo Cm-pl em
solugcdo micelar de SDS-d2s A) Sobreposigéo das estruturas mais estaveis B) Com a
cadeia principal em destaque.

O alinhamento apenas da regido estruturada em hélice apresentou um baixo
valor de RMSD (0,28 + 0,10 A), que é coerente com 0 pequeno segmento de
sobreposicdo selecionado. O valor de RMSD equivalente & 0,97 + 0,28 A, obtido pelo
alinhamento de todos os atomos, evidenciou que as estruturas exibem uma boa
geometria, indicando uma alta flexibilidade conformacional, principalmente devido a
regido C-terminal estar randémica. Tal valor reflete a dindmica interna da molécula e as
incertezas que derivam das conversdes experimentais dos dados e processos
computacionais. Desta forma, a existéncia de conformacdes convergentes mostrou a

consisténcia e compatibilidade das restricdes utilizadas no calculo estrutural.

Tabela 4.7. Estatistica das vinte estruturas de menor energia, quanto a geometria das
estruturas obtidas.

RMSD — Todos os residuos? A

Cadeia principal 0,97 £ 0,28
Cadeia principal e atomos pesados 2,47 £ 0,56
RMSD - Segmento helicoidal®

Cadeia principal 0,28 +0,10
Cadeia principal e atomos pesados 1,46 £0,38

a-Dados obtidos através do programa MOLMOL; b-Residuo 2 ao 6
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Peptideos catidnicos anfifilicos encontrados na natureza tém atividade de amplo
espectro contra varios microrganismos. Tais peptideos adotam uma estruturagédo
especifica, apds interagirem com membranas ou meios semelhantes (R. E. W. Hancock
& Rozek, 2002). Outra caracteristica comum dos PAMs, em meio mimético, € a
aglomeracao dos residuos hidrofébicos e catidbnicos em faces opostas da estrutura a-
hélice, caracterizando assim a molécula anfipatica. Essas caracteristicas estruturais
devem ser avaliadas, para que se tenha evidéncias a respeito da forma de interacao
peptideo-membrana.

Constata-se que a estrutura do peptideo Cm-pl é constituida por trés residuos
de aminoéacidos carregados positivamente (Arg-2, His-8 e Arg-10) e um residuo de
aminoacido com carga negativa Glu-4. A estrutura refinada em agua de menor energia
estd apresentada na Figura 4.49, com os residuos de aminoacidos catibnicos
destacados em rosa e anibnico em amarelo. As regides carregadas positivamente do
peptideo ligam-se normalmente aos grupos cabeca com carga negativa das
membranas bacterianas (VanCompernolle et al., 2005), ou meio mimético. No entanto,
o peptideo Cm-p1l (Figura 4.52.A) mostrou-se com baixo carater anfipatico. Os residuos
hidrofobicos, Leu-5, lle-6, Val-7, destacados em azul evidenciam a baixa anfipaticidade
do peptideo pelo fato deste ndo apresentar faces hidrofilicas e hidrofébicas bem
definidas, como j& esperado pela predi¢do da projecdo em hélice (Figura 4.51). Apenas
30% dos residuos de aminoacidos séo hidrofébicos
http://aps.unmc.edu/AP/database/query_output.php?ID=
02305 (acessado 12/02/2015).

A Figura 4.51 mostra a projecdo em hélice de Schiffer & Edmundson (Schiffer &
Edmundson, 1967), predita para o] peptideo Cm-pl
(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi), sendo a hidrofobicidade destacada por
cores. A pouca quantidade de residuos verdes indica a baixa hidrofobicidade deste
peptideo. Observa-se nesta projecéo, pela disposicdo dos residuos de aminoacidos,
que o peptideo ndo apresenta tendéncia em formar uma a-hélice anfipatica. Peptideos
com atividade antifungica tendem a ser relativamente ricos em residuos de aminoacidos
polares e neutros, o que sugere uma relacao Unica entre estrutura e atividade (Jenssen,
Hamill, & Hancock, 2006b). Observa-se a falta da tendéncia de anfipaticidade para o
peptideo Cm-pl, ndo € possivel a separacdo dos residuos em faces hidrofilicas e
hidrofobicas, como ilustra a figura abaixo.
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Figura 4.51 Projecdo helicoidal para o peptideo Cm-pl. Estdo apresentados os
residuos catibnicos como pentagonos. O Unico residuo anidnico esta em triangulo. A

7

Hidrofobicidade € codificada por cores, assim o0s residuos mais hidrofobicos
apresentam-se em verde, com hidrofobicidade zero em amarelo, e aqueles mais
hidrofilicos em vermelho

Os residuos catidnicos, juntamente com os residuos hidrofilicos, podem ser a
explicacdo para uma interacdo nao seletiva na membrana biologica, principalmente
devido a porcdo N-terminal e C-terminal serem constituidas por trés residuos
hidrofilicos cada, os quais ndo favorecem uma estrutura anfipatica. Esta caracteristica
pode explicar a sua baixa atividade hemolitica e também o fato deste peptideo sintético
apresentar um amplo espectro apenas antifiungico. Sendo sua atividade bem especifica
apenas contra fungos filamentosos e leveduras.

Vale ressaltar que a composicdo quimica da parede celular fangica é
bastante complexa, sendo constituida de um modo geral por polissacarideos, B
glucanas, quitina, e algumas proteinas (Debono & Gordee, 1994). Portanto, apesar do
estudo estrutural realizado por RMN néo ter sido realizado utilizando interacdes
miméticas a fungo, tal estudo foi realizado para um melhor entendimento da interacéo
do peptideo com outros meios.
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A)
vista frontal

N-terminal
B)

Figura 4.52. Conjunto das dez estruturas de menor energia para o peptideo Cm-pl em
solucdo micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs. A) Vista frontal N-terminal
(esquerda) e C-terminal (direita), em azul residuos hidrofébicos e polares em rosa B)
Sobreposicdo das dez estruturas mais estaveis, com residuos polares em rosa e
hidrofébicos em azul C) Estrutura de menor energia com vista em Superficies, sendo
os residuos catidnicos destacados em verde e anibnico em amarelo.
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Na Figura 4.53 € apresentada a estrutura de menor energia, estando os residuos
de aminoacidos destacados, conforme suas caracteristicas hidrofobicas, catidnicas e
anibnicas, bem como suas posi¢cdes na cadeia. Os estudos de dicroismo circular em
solucéo indicaram que o peptideo Cm-pl ndo possui conformacao preferencial em
solucdo aquosa, presenca de DPC e TFE:H20, mas adota conformacéo em a-hélice na
presenca de micelas de SDS, na auséncia de tampao. As estruturas obtidas por RMN

sao parcialmente estruturadas em a-hélice, como pode ser observado na figura abaixo.

|

>\\ /\T/J\ . 0
\ GW > /

Figura 4.53 Estrutura de menor energia do peptideo Cm-pl em SDS-d2s, pH 4,3, a 25
C. Os residuos hidrofobicos estdo destacados em azul, os hidrofilicos em rosa,
catibnicos em verde e anibnico em amarelo.

Analisando o diagrama de Ramachandram para as estruturas apresentadas,
confirma-se a boa qualidade das dez estruturas obtidas para o peptideo Cm-p1l. Nota-
se que 100% dos residuos de aminoacidos estdo localizados na regido de angulos
diedros ¢ e w mais favoraveis. Além disso, a boa qualidade dos modelos de RMN é
observada, devido todos os residuos de aminoacidos estarem na regiao negativa de ¢
e  caracteristica de a-hélice e na regido negativa de ¢ e positiva de w caracteristica

conformacao (3, mais favorecida como mostra a Figura 4.54.
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Figura 4.54. Diagrama de Ramachandran para as dez estruturas mais estaveis. As
areas em azul escuro indicam conformacfes sem impedimento estérico e s&o
chamadas de regides favorecidas; as areas em azul claro, conformacbes menos
estaveis, com aproximacdo de atomos; e as areas em branco correspondem a regides
proibidas com ocorréncia de impedimentos estereoquimicos. Dados obtidos com o uso
do Ramachandran Plot (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

Uma melhor avaliacdo dos modelos obtidos foi realizada utilizado o aplicativo
WHAT IF, com o qual foi possivel analisar os indicadores de qualidade de geometrias
locais das estruturas obtidas. Na Tabela 4.8, sdo apresentados valores de validacéao
utilizando o programa WHAT IF (Vriend, 1990). A tabela apresenta, na segunda coluna

indicadores para as estruturas nao refinadas em agua e, na terceira coluna, indicadores
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para as estruturas refinadas em agua. Os parametros estatisticos Z-scores e RMS Z-

scores foram indicadores de aceitabilidade das propriedades calculadas

(http://mwww.cmbi. ru.nl/whatif/checkhelp). A partir desses valores, foi possivel inferir

diretamente a respeito das propriedades geométricas do modelo obtido.

Tabela 4.8 Indicadores da qualidade estrutural para o peptideo Cm-p1.
Z-scores Sem refinamento Refinadas em agua

em agua
-0.978 +/- 2.815

1°geracédo qualidade de -2.266 +/- 1.951
empacotamento
2°geracao qualidade de -1.857 +/- 2.411 -2.768 +/- 1.249
empacotamento

-1.786 +/- 2.177

-3.092 +/- 1.518

-3.392 +/- 1.139
-6.643 +/- 1.424

Aspecto do grafico de Ramachandran
Chi-1/chi-2 rotametros de
normalidade

-0.574 +/- 3.310

Conformacéo da cadeia principal -1.990 +/- 1.860

RMS Z-scores

Comprimentos de ligacao
Angulo de ligacdo

Restricdo de angulo Omega
Planaridade da cadeia lateral
Distribuicdo impropria diedral

Distribuicdo de residuos

1.048 +/- 0.001
0.599 +/- 0.003
0.017 +/- 0.007
0.026 +/- 0.008
0.762 +/- 0.012
1.278 +/- 0.090

1.056 +/- 0.006
0.603 +/- 0.019
0.127 +/- 0.031
0.246 +/- 0.088
0.763 +/- 0.019
1.331 +/- 0.090

internos/externos

Para as estruturas sem e com refinamento em agua, os valores de Z-scores
foram negativos, devido ao valor medido ser menor do que a média das estruturas
definidas por raios-X do banco de dados. Os valores mais negativos para as estruturas
presentes na primeira parte da Tabela 4.8, mostram uma menor qualidade dessas em
comparacao com as estruturas definidas por raios-X do banco de dados.

Para as estruturas refinadas em agua os valores de Z-scores referentes a
qualidade de empacotamento da 1°geracédo e o aspecto do grafico de Ramachandran
foram classificados como pobres. Tais valores mostram, para esses parametros de
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gualidade, indicativos de erros graves para Z-scores inferiores a -2,0, e "Outliers para
valores inferiores a -4, respectivamente. Foram observados Z<-2 para 0s parametros
de qualidade de empacotamento de 1°e 2°geracao, p rovavelmente devido ao peptideo
apresentar-se pouco estruturado, como mostra Figura 4.48.a. No caso do chi-1/chi-2
rotdmetros de normalidade, Z-scores € inferior a -4,0 indicando erros graves, podendo
ser outliers, improvaveis de ocorrer. Isso indica a existéncia de cadeias laterais com
preferéncia conformacional eclipsada, de alta energia. Esses rotdmetros sao pobres,
com elevado numero de estados eclipsados, porém, segundo Spronk e colaboradores,
existe a possibilidade de ocorréncia de verdadeiros desvios conformacionais
preferenciais (Chris A.E.M. Spronk et al., 2004), tal que o aplicativo ndo acusou o valor
como Outliers e nem como erro grave.

O aspecto do grafico de Ramachandran (Z<-4) indica a alta ocorréncia de
residuos dispersos nas regides mais favorecidas de Ramachandran, no entanto,
observou-se que esse valor € melhor para a estrutura sem refinamento, devido a menor
dispersdo dos residuos nas regides mais favorecidas de Ramachandran (dados nao
mostrados), em comparacdo o diagrama de Ramachandran para as estruturas
refinadas. Spronk e colaboradores (2004) observaram que o fato de 100% dos residuos
estarem localizados nas regides mais favorecidas nao indica necessariamente uma
estrutura regular. Indicadores de qualidade como grafico de Ramachandran,
empacotamento e rotdmetros para estruturas de RMN sdo, geralmente,
significantemente piores do que as melhores estruturas de raio-X do banco de dados,
por ndo ser comum a inclusdo de potenciais eletrostaticos nos calculos das estruturas
(Christian A E M Spronk et al., 2002) devido ao protocolo e/ou software utilizado no
refinamento (Doreleijers, Rullmann, & Kaptein, 1998), resultando em uma ma
distribuicdo de cargas (Chris A.E.M. Spronk et al., 2004). A simplificacdo de contatos
ndo ligantes conduz a um tratamento nao realista das interagfes eletrostatica e forcas
de Van Waals, que afetam o empacotamento e a ligagéo de hidrogénio.

Na segunda parte da Tabela 4.8, para as estruturas sem refinamento em agua,
observa-se que o modelo possui baixo RMS Z-scores para o angulo émega,
planaridade das cadeias e angulo das ligacdes. O estreito valor para os angulos médios
de ligacbes e 6megas é devido as estruturas estarem fortemente restringidas,
resultando em estruturas com valor alvo adequado, mas com distribuicoes apertadas.
Esses parametros foram melhorados, quando as estruturas foram refinadas em agua.
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Sugere-se que o baixo valor para a planaridade das cadeias laterais seja devido ao
baixo numero de restricbes geométricas.

Na segunda parte da Tabela 4.8, observa-se que o modelo sem refinamento
possui um menor valor de RMS Z-score para o angulo de ligacdo, angulo 6mega e
planaridade das cadeias, comparados a estrutura refinada em agua. Isto mostra que,
com o refinamento em &gua, esses valores sdo menos restringidos, resultando em
estruturas com valor alvo mais adequado e com distribuicbes menos apertadas.

As distancias das ligacdes entre os residuos, para ambos modelos com
refinamento e sem refinamento em agua, encontram-se proximos de 1. Elas possuem
variacdes dentro do esperado para a média de tamanhos de ligagdes padrdes, para um
peptideo normalmente restrito, indicando que ndo foram utilizadas restricbes muito
fortes ou errbneas no refinamento.

Tais valores mostram que o0s protocolos de refinamentos influenciam
diretamente nas estruturas obtidas (Doreleijers et al., 1998). Sendo assim, as estruturas
definidas como modelo foram as refinadas em agua, devido a estas representarem uma
proximidade ao ambiente real, além de possuirem melhores parametros de qualidade
de RMS Z-scores.

A melhoria nos parametros para as estruturas refinadas em agua confirmam as
observacoes feitas por Doreleijers et al., de que o protocolo e/ou software utilizado no
refinamento podem interferir nos parametros de qualidade das estruturas (Doreleijers
et al., 1998), como observado para o parametro de RMS Z-scores.

Diante do exposto, observa-se que a modelagem apresenta resultados
satisfatorios. O modelo final (refinado) apresenta comprimentos de ligagdo, angulo de
ligacdo, planaridade da cadeia lateral, distribuicdo impropria diedral e distribuicdo de
residuos internos/externos adequados.

Vale ressaltar que a andlise dos indicadores de geometria local para a validagéo
dos modelos foi interessante, para comparar as estruturas de RMN com estruturas de
raios-X, a partir de uma perspectiva de validacdo estrutural, englobando uma viséo
geral dos aspectos importantes de validacdo. Essa avaliacéo foi de grande importancia
para aferir a confiabilidade dos modelos de estruturas, pois eles foram cuidadosamente
verificados e otimizados. Os problemas identificados permitem a reinterpretacéo e a
otimizacdo dos dados e das estruturas quando novos protocolos de refinamento e
meétodos de melhoramento de estruturas se tornarem disponiveis.
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Tendo-se constatado a boa qualidade dos dados obtidos, decidiu-se por realizar
estudos da cinética de troca, através da espectroscopia de RMN, que também é
utilizada no estudo da dindmica e estabilidade de peptideos. O estudo foi realizado pelo
monitoramento da troca dos hidrogénios amidicos da cadeia principal por deutério,
chamado troca H/D (Chi et al.,, 2002). Como essa troca € favorecida pela maior
acessibilidade do solvente a determinados residuos de aminoacidos, a cinética de troca
H/D é governada pela localidade dos residuos. Sendo assim, observou-se a atenuacao
dos sinais de alguns residuos de aminoacidos na regido Hn-Hq, essas atenuacdes
observadas indicam a troca de alguns hidrogénios do peptideo pelos deutérios do
solvente.

A Figura 4.55 mostra a cinética de atenuacéao dos sinais de correlacao Hn-Ha dos
mapas de contornos de TOCSY. Foram realizados experimento de troca H/D,
totalizando-se 4 horas de duracéo. A Figura 4.55.a mostra o mapa de contornos para o
peptideo realizado com 90% de H20 e 10% de D20, ja a Figura 4.55.b e ¢ mostram os
mapas de contornos para o peptideo realizado com 10% de H20 e 90% de D20 com 1
hora e 1:50 hora ap0s o preparo, respectivamente. No segundo mapa de contornos
(Figura 4.55.b) foi possivel observar a atenuacao dos residuos Ser-1, Arg-2, Ser-3, Glu-
4, Val-7, His-8, GIn-9 e Arg-10 (Figura 4.55.b). No terceiro mapa de contornos (Figura
4.55.c¢) todos os residuos ja haviam trocado (Figura 4.55.c).

7NH7HA

4,0 5 — 6.NH-6HA
5.NH-5HA
10.NH-1 BHA p/
= 4 2 H-5. HA
gh 3) NH 3, HA
o)
e
T 44 NH-4.HA
9. NH 9HA
46 8.NH-8.HA
8,5 8,0 75 8,5 8,0 7,5 85 80 75
"H (ppm)

Figura 4.55 Mapas de contornos de TOCSY !H da regiédo de impresséao digital (Hn-Ha)
peptideo Cm-pl em SDS-d2s, a 25 C. A) peptideo com 90% H 20 10% D20, B) peptideo
com 10% H20 90% D20, apos 1 hora de troca e C) ap6s 1 hora e 50 minutos de troca.
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A menor atenuacédo, apés 50 minutos, observada para os residuos hidrofilicos
Leu-5 e lle-6, pode ser explicada pelo fato desses residuos de aminoacidos se
encontrarem na face hidrofébica da micela.

Em ensaios semelhantes realizados para o peptideo anfipatico hilina al apés 4
horas de experimento ainda haviam sinais sem atenuacgéao total no mapa de contornos
(Alves et al.,, 2015). A rapida troca H/D para o peptideo Cm-pl mostra a alta
acessibilidade do solvente a esses residuos de aminoacidos, indicando que eles estéao
situados na fase aquosa.

Observando tal detalhe molecular de exposi¢cdo ao solvente, é possivel propor
um modelo de interacdo desse peptideo com as micelas de SDS-dzs, indicando a face
mais provavel de interacdo peptideo-micela com os residuos hidrofilicos Leu-5 e lle-6
em contato com a micela, ou formando ligacbes de hidrogénio um pouco mais

resistentes impedindo a troca completa nos 60 primeiros minutos.

4.3 Peptideo Cm-pl modificado ([Phe3] Cm-pl)

Tendo-se um melhor conhecimento dos detalhes moleculares do peptideo Cm-
pl, outro peptideo analogo foi sintetizado, com o intuito de observar a influéncia do
aumento da hidrofobicidade na atividade e estruturagcdo do mesmo. Desta forma,
durante a sintese o residuo de Ser-3 (polar) foi trocado pelo residuo de Phe-3 (apolar).
Esse novo peptideo foi chamado de [Phe3]Cm-pl. O residuo de fenilalanina-3 foi
estrategicamente posicionado na face de interagédo do peptideo, sendo que ele poderia
ancorar sua cadeia lateral no interior da micela e favorecer uma maior interagao.

Sabe-se que a maior habilidade de peptideos em se estruturarem numa
conformacao helicoidal, de natureza anfipatica, geralmente contribui para a maior
atividade dos mesmos. Giangaspero et al. associou 0 aumento da atividade com o
aumento da anfipaticidade. Segundo seus estudos, a cationicidade, associada a
estabilizacdo anfipatica, € requerida para uma maior atividade peptidica contra
bactérias gram-positivas e fungos (Giangaspero, Sandri, & Tossi, 2001).

Devido a pequena quantidade de amostra disponivel para realizacdo dos testes
de atividade, foram realizados testes apenas contra 0s microrganismos para 0s quais
0 peptideo Cm-pl apresentava atividade: Cryptococcus neoformans e Candida
albicans. Como mostra a Figura 4.56, a modificacédo realizada na sequéncia primaria
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nao levou presenca de atividade antifungica do peptideo modificado, sendo que na
méaxima concentracdo do peptideo utilizada nos testes, ndo foi encontrada a LDso.
Apesar dos dados ndo mostrarem um aumento de atividade promovido pela
modificacdo, sugere-se ainda outros testes de atividade antibacteriano, ja que a maior
anfipaticidade pode ser importante no mecanismo de interacdo de peptideos

antibacterianos.
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Figura 4.56 Avaliacdo da atividade antifingica do peptideo [Phe3]Cm-pl para a)
Cryptococcus neoformans e B) Candida Albicans.
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Apesar dos resultados de atividade ndo serem satisfatérios, os estudos
conformacionais se mostraram bastante interessantes, como mostram os dados de DC
(Figura 4.57). Na presenca de micelas de SDS-dzs, 0 peptideo se estrutura em a-hélice,
como indicado pela maximo na regido positiva proxima a 190 nm, correspondente a
transicdo TT—1T*, seguida dos minimos com valores negativos em 207 nm e em 225 nm,
correspondentes as transi¢cdes T—T1* e n—T1T*, respectivamente. Para o peptideo com
a modificacdo sequencial na posicao 3 é observado uma estruturacdo em a-hélice de
53,63%. Esse valor € maior do que o observado para o peptideo nativo. Sendo assim,
sugere-se que a adicdo de um residuo de amino acido hidrofobico provavelmente esta

favorecendo a interagdo peptideo-SDS, aumentando, por conseguinte, a estruturacao

do mesmao.
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Figura 4.57 Espectro de DC, sendo [B]molar (deg cm? dmol?) em funcdo de A (nm).
Solug¢do com 56,7 uM do peptideo [Phe3]Cm-pl, 32 mM de micelas de SDS, pH 4,3 e
25 C.

Os valores de deslocamentos quimicos de 'H, '3C e N, atribuidos para o
peptideo [Phe3]Cm-pl, estdo apresentados no Anexo 7.
A predicdo da estrutura secundaria, utilizando a metodologia de Wishart (CSI)

para peptideos, calculado pelo programa NMRView, foi realizado considerando o pH e
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temperatura da amostra. O conjunto de informac¢des de deslocamentos quimicos de Ha,
Hn, Ca € Cg indicaram uma estruturagdo provavel em hélice do residuo Arg-2 ao Glu-9,
como indicado pelas barras vermelhas na Figura 4.58 (David S. Wishart & Nip, 1998).

L.t SRFELIVHQR

L s |RECERERHONR
e s RIFIEBERH Y H Q R

Figura 4.58 Gréafico de CSI para o peptideo [Phe3]Cm-pl. Diferenca entre os
deslocamentos quimicos experimentais e os valores padrdes ndo estruturados pelo
programa NMRView. As barras em azul indicam estruturacdo em conformacéo 3 e as
barras em vermelho em a-hélice. As caixas alaranjadas mostram as estimativas de
estruturagéo randdémica e em cinza valores nao informados ou iguais a zero.

Os angulos diedros foram preditos a partir dos valores de deslocamentos
quimicos de Ha, Ca e Cg, utilizando o programa TALOS+. Todas as predi¢cdes de
angulos ¢ e w foram classificadas como boas e consistentes (como indicado pela cor
verde), elas indicaram uma estruturacado em a-hélice em toda extenséo do peptideo. O
Anexo 8 apresenta uma tabela com a predicdo dos angulos diedros gerados pelo
programa TALOS+ para o peptideo [Phe3]Cm-pl. As predi¢cbes dos angulos ¢ e y para

117



todos os residuos indicaram uma estruturacdo em a-hélice do residuo Arg-2 ao de His-
8.

O diagrama de Ramachandran gerado pelo o programa TALOS+, para esses
angulos preditos, mostrou uma estruturacdo em a-hélice nas regides mais favoraveis
(Anexo 9), indicando uma boa predicdo. O diagrama de Ramachandran para as
predicdes ¢ e w para cada residuo de aminoacido concordou com estrutura secundaria
predita pelo programa TALOS+, conforme os resultados também esperados pelas
predicdes do CSI.

Os valores do indice de desvio do parametro de ordem (Figura 4.59.b) RCI-S? >
0,5 (Shen et al., 2009) indicam a auséncia de residuos dinamicos, concordando com a
auséncia de predicbes em azul na Figura 4.59.a. Por fim, as barras na Figura 4.59.c
refletem a probabilidade atribuida pela previsdo de uma estruturacdo em a-hélice para

do residuo Arg-2 ao His-8, como indicado pelas barras vermelhas em -1.

Q) o | s e e e v e e - |

b) Predicted RCI 52 value [2 R: 0.79] [S L: 0.86]

2.2 2 P 10

Figura 4.59 Interface gréfica do programa TALOS+. A) Sequéncia do peptideo
[Phe3]Cm-pl com predicdo da exatiddo, em cinza residuos ndo preditos, em verde
previsdes consistentes e em amarelo previsido ambigua b) indice de desvio do
parametro de ordem RCI-S? em funcéo da posi¢éo dos residuos na sequéncia primaria
c) Previsdo da estrutura secundaria.
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As restricGes utilizadas nos célculos estruturais, para o peptideo [Phe®|Cm-p1,
foram analisadas pelo programa QUEEN (Nabuurs et al., 2003), através dos gréficos
de luni € Imed. AS atribuicGes que apresentavam concomitantemente alta unicidade e alta
informacdo média foram analisadas e removidas dos calculos estruturais, a fim de
remover possiveis erros de atribuicdo, de tal modo que as restricdes utilizadas no
calculo final das estruturas apresentassem baixa unicidade (lun)). A Figura 4.60 mostra
o grafico de informacédo Unica (luni) pelo indice de restricdo para o peptideo [Phe3]Cm-
pl. Os valores de luni <1 indicam que as restricbes utilizadas apresentam uma boa

confiabilidade.
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Figura 4.60. Andlise das restricbes de distancias. Grafico de informacéo Unica (luni)
pelo indice de restricdo para o peptideo [Phe3]Cm-pl a 1 mM, em solugcdo micelar de
100 mM de micelas de SDS-d2s, pH 4,3 e 25 C. A classificacdo no grafico indicam
restricdes de médio alcance (MR), sequenciais (SR) e intra residuais (IR).
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A Figura 4.61 de luni versus Imed mostra que as restricbes apresentam baixos
valores de unicidade (luni< 1) devido as restricdes serem atribuidas dos dois lados da
diagonal e altos valores de informagcdo média (Imed até proximo de 12), devido as
restricbes utilizadas apresentarem forte impacto sobre a estrutura. Em geral a maioria
das informacgdes observadas de Imed apresentavam baixa unicidade e as restrigcdes que
apresentavam maiores informacgdes Unicas continha baixa informacdo média. A Unica
restricdo com maior valor de luni € Imed fOi @ restricdo 8Hpg-5Hq, porém esta restricdo

estava dentro da faixa permitida de luni.
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Figura 4.61. Andlise das restricbes de distancias. Grafico de informacédo média (Imed)
versus informacgéo unica (luni) para o peptideo [Phe3]Cm-pl a 1 mM, em solucéo micelar
de 100 mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25 C.

Um conjunto de 222 restrigdes de distancia foi utilizado nos calculos estruturais
do peptideo [Phe3]Cm-pl (Tabela 4.9), resultando em uma média final de 22 restricdes
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por residuo. Essa média restricbes por residuo indica a alta qualidade do conjunto de
restricdes experimentais utilizadas.
Tabela 4.9 Analise estatistica das restricdes utilizadas no calculo estrutural para o

peptideo [Phe®]Cm-pl.
Restricdes utilizadas

Total de restricbes de distancia 222
Intra residuais 130
Sequenciais 61
Média distancia (1<|i-j|<5) 15
Restricbes de angulos diedros 16

Algumas das restrices utilizadas podem ser visualizadas no painel de NOE
(Figura 4.62). Ele mostra as atribuicdes com NOEs confirmados dos dois lados da
diagonal, inter residuais do tipo dan (i,i+3) e dog (i,i+3), além de restricdes dnn dan € dpn
sequenciais. Desta forma, o aspecto do painel de NOEs, os dados de CSI e a
informacdo média indicam boa estruturacdo do peptideo em a-hélice na presenca de

micelas de SDS-dzs.
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Figura 4.62. Diagrama de conectividade de NOEs para o peptideo [Phe3]Cm-pl a 1
mM em solucéo micelar de SDS-dzs. As intensidades das interagdes dnn, dan € dgn €Stéo
representadas no diagrama As espessuras das linhas variam de acordo com as
intensidades dos sinais: fraca, media e forte.
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As vinte estruturas de menor energia (de um total de 200 estruturas calculadas)
foram refinadas, dos quais as dez estruturas mais estaveis foram escolhidas para
representarem a familia de estruturas do peptideo [Phe3]|Cm-p1.

Os valores de RMSD, foram calculados através do programa MOLMOL (Koradi
et al., 1996), onde os dez conférmeros de menor energia foram sobrepostos (Figura
4.63) e obtidos os valores de RMSD (desvio médio quadratico) pelo alinhamento dos

atomos da estrutura de menor energia e das demais estruturas (Tabela 4.10).

Figura 4.63. Conjunto das dez estruturas de menor energia do peptideo [Phe3]Cm-pl
em solucao micelar de SDS-d2s A) Sobreposicdo das estruturas mais estaveis B) Com
a cadeia principal em destaque.

Tabela 4.10. Estatistica das vinte estruturas de menor energia para o peptideo
[Phe3]Cm-p1, quanto a geometria das estruturas obtidas.

RMSD — Todos os residuos? A

Cadeia principal 0,92 £0,36
Cadeia principal e atomos pesados 1,70 +0,53
RMSD — Segmento helicoidal?

Cadeia principal 0,54 + 0,26
Cadeia principal e atomos pesados 1,20+0,31

a-Dados obtidos através do programa MOLMOL; b-Residuo 2 ao 9

O valor de RMSD equivalente a 0,92 + 0,36 A, obtido pelo alinhamento de todos

0s atomos, evidenciou que as estruturas exibem uma boa geometria, indicando uma
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razoavel flexibilidade conformacional. Tal valor reflete a dinAmica interna da molécula
e as incertezas que derivam de conversao experimental dos dados e processos
computacionais. Assim, observaram-se uma consisténcia e compatibilidade das
restricbes utilizadas no calculo estrutural.

Na Figura 4.64.b, observa-se que o esqueleto peptidico esta enrolado com o
sentido para a direita, com suas cadeias laterais projetadas para fora do regido
helicoidal, sendo cada passo da hélice constituido por cerca de 3,6 residuos de
aminoacidos. O peptideo [Phe3]Cm-pl apresentou-se estruturado em hélice,
abrangendo a regido entre os residuos de Arg-2 a Glu-9.

O peptideo [Phe3]Cm-pl possui trés residuos de aminoacidos carregados
positivamente (Arg-2, His-8 e Arg-10) e um residuo de aminoacido com carga negativa
(Glu-4). A estrutura refinada em agua de menor energia esta apresentada na Figura
4.64, com os residuos de aminoacidos catidnicos destacados em rosa e aniénico em
amarelo. Propde-se que as regides carregadas positivamente do peptideo ligam-se aos
grupos cabeca com carga negativa das membranas bacterianas (VanCompernolle et
al., 2005), ou do meio mimético e que o residuo de Phe-3 insere-se no interior da micela,
favorecendo uma maior estabilidade estrutural, tal como evidenciado pela maior
estruturacdo do peptideo observada apos a insercdo de um residuo hidrofébico na
sequéncia, no lugar do residuo de Ser-3.

a)

Figura 4.64. Estrutura de menor energia para o peptideo [Phe3]Cm-pl em solucao
micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs e pH 4,3. A) Estrutura de menor energia
com os residuos catibnicos destacados em rosa e o anibnico em amarelo. B)
Visualizagdo em superficies.

123



Existe uma caracteristica comum a grande parte dos PAMs helicoidais, de se
estruturarem com faces hidrofébicas e hidrofilicas, caracterizando-se assim uma
molécula anfipatica. Observa-se que a modificacdo no peptideo Cm-p1 do residuo Ser-
3 por Phe-3 levou ao aumento da anfipaticidade da molécula, de tal forma que o residuo
de fenilalanina se posicionou na face hidrofébica do peptideo, face provavel de

interacdo peptideo-membrana (Figura 4.65.b), no caso em estudo.
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A)

vista frontal

Figura 4.65. Conjunto das dez estruturas de menor energia para o peptideo [Phe3]Cm-
pl em solucdo micelar de 100 mM de micelas de SDS-d2s. A) Vista frontal N-terminal
(esquerda) e C-terminal (direita), em azul residuos hidrofobicos e polares em rosa. B)
Sobreposicdo das dez estruturas mais estaveis, com residuos polares em rosa e
hidrofébicos em azul. C) Estrutura de menor energia com visualizacao em superficies,
sendo os residuos catibnicos destacados em verde e aniébnico em amarelo.
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S&o abaixo apresentados, a estrutura de menor energia, Figura 4.66, os residuos
de aminoacidos destacados conforme suas caracteristicas hidrofobicas, catiGnicas e
anibnica, bem como suas posi¢cbes na cadeia. Os estudos de dicroismo circular
indicaram que o peptideo [Phe3]Cm-pl possuia estrutura definida em a-hélice na
presenca de micelas de SDS. As estruturas obtidas por RMN confirmam essa
observacéo, além de mostrarem a posicéo de cada residuo de aminoacido na estrutura

terciaria.

Figura 4.66 Estrutura de menor energia do peptideo [Phe3]Cm-pl em SDS-dzs, pH 4,3,
a 25 T. Os residuos hidrofébicos estdo destacados em azul, os hidrofilicos em rosa,
catibnicos em verde e anibnico em amarelo.

O diagrama de Ramachandram para as estruturas apresentadas confirma a boa
qualidade das estruturas obtidas para o peptideo [Phe®]Cm-p1. Observa-se que 100%
dos residuos de aminoacidos estao localizados na regidao de angulos diedros ¢ e @ mais
favoraveis. Os residuos de aminoacidos estéo localizados na regido negativa de ¢ e y,

caracteristica de a-hélice, como mostra a Figura 4.67.
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Figura 4.67. Diagrama de Ramachandran para as dez estruturas mais estaveis para o
peptideo [Phe®]Cm-pl. As éareas em azul escuro indicam conformacGes sem
impedimento estérico e sdo chamadas de regides favorecidas; as areas em azul claro,
conformacfes menos estaveis, com aproximacdo de atomos; e as areas em branco
correspondem a regifes proibidas com ocorréncia de impedimentos estereoquimicos.
Dados obtidos com o] uso do Ramachandran Plot
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php).

Foram realizados experimento de DOSY, com o intuito de verificar a diferenca
de interagdo do peptideo Cm-pl e [Phe3]Cm-pl (Figura 4.68) com as micelas de
detergentes. Para tanto, os valores de coeficiente de difusédo foram obtidos da regido
de metila (0,5-1 ppm), para os trés sinais mais intensos e o desvio padrao foi calculado.

O aumento da anfipaticidade favoreceu uma maior estruturacdo ao peptideo

[Phe3]Cm-pl (Figura 4.66, pag. 126) comparado ao Cm-pl (Figura 4.53, pag. 108),
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bem como um menor coeficiente de difusdo para o peptideo [Phe3]Cm-pl. Tal fato
indica que a modificacdo do residuo Ser-3 por Phe-3 favoreceu uma maior interacédo
peptideo-micela, mostrando que a hidrofobicidade do peptideo desempenha um papel
crucial no governo de sua interacdo com as micelas de SDS-d2s, como observado
também por Deaton et al. (Deaton et al., 2001).

7,6 1

:

7,2 5

7,0 5

6,8 - -

6,6 -

6,4 -

6,2 -

D(10™ m’/s)

6,0 T T
[Phe3]Cm-p1 Cm-pl

Figura 4.68 Grafico com valores de coeficiente de difusdo ordenada para o peptideo
Cm-pl e [Phe3]Cm-pl em SDS-dzs, pH 4,3 e 25 C. As barras na figura correspondem
ao erro da medida.

7

O entendimento da estrutura terciaria de peptideos e proteinas é muito
importante, pois tal informacdo pode direcionar pesquisadores no desenho de novos
protétipos com sua eficacia otimizada, a partir de modificacdes planejadas, preservando
ou aumentando suas propriedades farmacoldgicas. Neste estudo, observou-se que tal
modificacao estrutural aumentou a estruturacdo do peptideo, porém ndo aumentou sua
atividade antifangica, indicando que sua fungéo biolégica ndo esta diretamente ligada
as caracteristicas anfipaticas da molécula, mas pode estar ligada as outras interacdes
como: conformacdao, carga, hidrofobicidade e angulo polar. Neste caso, sugere-se que

sejam realizados outros testes de atividades, com o intuito de verificar se a modificacao
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influenciou na atividade antibacteriana, ja que o peptideo Cm-p1 apresentava atividade

antifingica apenas.
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5. Conclusoes

Para o peptideo clavanina A, as andlises de DC mostraram que, em condi¢cdes
de pH entre 5 e 7, o peptideo apresenta-se com maior estruturacado em hélice e, quando
elevado a altas temperaturas, ele se desestruturou. Ja o peptideo Cm-pl mostrou-se
muito especifico, se estruturando apenas na presenca de micelas de SDS e em meio
acido.

Ressalta-se que a funcéo e propriedade estrutural dos peptideos mostraram-se
ser compostas por um conjunto de varias condicdes, incluindo solvente e 0 meio
mimético, pH e concentracdo. Os peptideos estudados adotaram estrutura secundaria
apenas apos a interacdo com um meio especifico favoravel, assim como os peptideos
lineares cecropina, isolada de mariposa (Sato & Feix, 2006) e o peptideo magainina,
isolado de anfibios (B Bechinger, Zasloff, & Opella, 1993; Gesell et al., 1997), que
adotam uma organizacgao de estrutura secundaria em a-hélice somente com a interagcéo
com um meio especifico.

Os estudos estruturais realizados através da espectroscopia de RMN
forneceram os detalhes moleculares da estrutura terciaria dos peptideos em estudo. O
peptideo clavanina A se estruturou em a-hélice pouco anfipatica entre os residuos Phe-
2 e Val-22, como esperado pelas predigcdes do CSI e TALOS+. Os resultados obtidos
para o peptideo clavanina A através dos experimentos de DOSY mostraram que a
estruturacdo do peptideo ndo esta ligada a interacédo peptideo-peptideo, mas apenas a
peptideo-micela.

O peptideo Cm-p1l se estruturou em a-hélice pouco anfipatica na presenca de
micelas de SDS-d2s entre os residuos Arg-2 e lle-6. A baixa hidrofobicidade
apresentada pelo peptideo Cm-pl provavelmente influencia diretamente em sua baixa
atividade hemolitica. J& o peptideo [Phe3]Cm-pl se estruturou em a-hélice pouco
anfipatica na presenca de micelas de SDS-d2s entre os residuos Arg-2 e GIn-9. O
residuo hidrofébico adicionado favoreceu uma maior interacdo peptideo-micela além
de aumentar o grau de estruturacdo. Os experimento de DOSY, realizado para o
peptideo Cm-pl e [Phe3]Cm-pl, mostraram que a substituicdo do residuo de Ser-3 por
Phe-3 favoreceu uma maior interacdo peptideo-micela, evidenciando que a
hidrofobicidade do peptideo desempenha um papel importante em sua interacao.
Contudo, essa maior interagdo do peptideo [Phe3]Cm-pl com a micela ndo conduziu a
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uma maior atividade antifungica, indicando que sua funcdo néo esta ligada ao maior
grau de estruturagéao.

A validag&o das estruturas forneceu uma indicag&o da confiabilidade do modelo.
Para ambos os peptideos, a familia de estruturas mais estaveis, refinadas em agua,
mostraram-se com boas geometria e qualidade conformacional. Essa avaliacdo se

mostrou de grande importancia para aferir a confiabilidade dos modelos obtidos.
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Anexos

Anexo 1. Tabela de deslocamentos quimicos (*H, 3C, **N) para o peptideo clavanina
A. Solucdo de 2 mM do peptideo em TFE-d3:H20 35:65 (v/v), 10% D20, pH4,3e 25T
A.

a.a HN Ha Hp1/Hp2 Hy Hs He Ca Cs N
1V 8,63 3,77 2,19 0,86 - - 74,84 - -
1,00
2 F 7,3 4,71 3,05 3,32 - 7,3 7,39 58,94 - 120,,27
30 8,74 4,17 197199 2,25 - 7,34 58,67 - 118,70
2,26 6,79
4 F 747 457 3,11 3,12 - 7,24 7,34 58,61 - 121,72
5L 755 4,12 164165 1,65 0,92 - 58,68 - 117,45
0,98
6G 8,08 3,78 - - - - 60,30 - 110,33
3,86
7K 7,74 420 197199 1,48 1,65 2,98 64,50 - 118,91
1,73 2,99
81 7,71 3,87 2,11 0,93 0,87 - 64,50 - 119,24
1,18
9 8,44 3,78 1,96 0,94 0,89 - 63,50 - 117,49
1,23
10H 8,15 4,42 3,323,31 - 7,29 8,53 59,64 29,32 119,25
11H 820 455 3,413,553 - 7,15 8,48 58,39 41,16 116,84
12v 8,65 3,83 2,21 0,99 - - 73,12 - 118,09
1,10
13G 8,61 3,80 - - - - 47,99 - 111,40
3,89
14N 8,00 457 2,772,811 - 6,73 - 56,46 39,563 118,80
7,45
15F 8,11 4,43 3,103,30 - 7,22 7,33 61,36 40,32 118,08
16v 850 3,73 2,12 0,92 - - 66,52 - 118,60
1,07
17H 8,28 454 3,313,32 - 7,32 - 58,52 29,33 117,82
18G 8,09 3,91 - - - - 47,10 - 112,45
19F 8,21 4,42 2,91 3,07 - 7,15 7,21 60,45 40,18 118,93
20S 8,12 4,26 3,91 - - - 60,80 67,08 115,74
21 H 8,07 467 3,153,11 - 7,22 8,52 57,40 29,51 119,17
8,53
22V 7,81 3,90 1,84 0,60 - - 66,91 - 118,89
23F 7,86 457 2,992,774 7,17 7,25 59,63 40,62 118,08
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Anexo 2. Tabela de predi¢cdo do angulo diedro gerado pelo programa TALOS+ para o
peptideo clavanina A. Solugédo de 2 mM do peptideo em TFE-d3:H20 35:65 (v/v), 10%
D20, pH 4,3 e 25 TA.

Residuo PHI PSI Predicéo Estrutura 2°
1V 9999,000 9999,000 Nenhuma
2F -64,054 -39,869 Boa a-hélice
3Q -64,525 -37,542 Boa a-hélice
4 F -64,856 -39,346 Boa a-hélice
5L -62,779 -39,971 Boa a-hélice
6 G -63,474 -38,775 Boa a-hélice
7K -61,872 -39,385 Boa a-hélice
81 -73,258 -41,419 Boa a-hélice
91 -66,065 -32,263 Boa a-hélice
10H -65,391 -43,301 Boa a-hélice
11 H -65,114 -45,068 Boa a-hélice
12V -59,644 -43,502 Boa a-hélice
13 G -66,907 -42,479 Boa a-hélice
14 N -65,335 -41,721 Boa a-hélice
15 F -64,293 -41,038 Boa a-hélice
16V -64,053 -42,472 Boa a-hélice
17H -64,723 -36,122 Boa a-hélice
18 G -64,791 -43,817 Boa a-hélice
19F -64,287 -40,485 Boa a-hélice
20S -64,933 -42,358 Boa a-hélice
21 H -63,5632 -42,402 Boa a-hélice
22V -64,079 -43,871 Boa a-hélice
23 F 9999,000 9999,000 Nenhuma
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Anexo 3. Interface grafica do programa TALOS+, diagrama de Ramachandran com
disperséo dos angulos ¢ e . Solugdo de 2 mM do peptideo em TFE-d3:H20 35:65
(v/v), 10% D20, pH 4,3 e 25 T A.
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Anexo 4. Tabela de deslocamentos quimicos (*H, '°C, '°N) para o peptideo Cm-p1.
Solucédo de 1 mM do peptideo em solugdo micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs,

pH 4,3 e 25 T.
a.a Hn
1S =
2R 8,67
3S 804
4E 8,04
5L 8,02
61 7,69
v 1,77
8H 8,04
9Q 819

10R 8,14

Ha
4,27
4,44
4,35
4,35
4,25

4,13
4,04
4,68
4,36
4,27

Hp1/Hp2
4,06
1,88 1,90
3,89
2,11 2,03
1,69

191
2,07
3,21
1,99
1,791,93

Hy

1,72
2,43
1,61

1,44 1,17
0,85
7,39

2,12 2,35

1,67 1,69

Hs

3,2

0,93
0,86
0,85

7,39

3,19

He

8,66
7,49 6,78
7,11

Ca
57,39
56,80
56.36
59,29
56,37

61,35
62,63

56,17
56,39

38,73
47,45
43,59
29,77
28,91

119,80
116,92
119,16
119,71

117,79
119,38
118,94
119,17
121,24
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Anexo 5. Tabela de predi¢cdo do angulo diedro gerado pelo programa TALOS+ para o
peptideo Cm-pl. Solucdo de 1 mM do peptideo em solugdo micelar de 100 mM de

micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25 C.

Residuo
1S
2R
3S
4 E
5L
61
7V
8H
9Q
10R

PHI
9999,000
-81,988
-63,232
-64,111
-63,839
-94,278
-117,203
-139,341
-90,989
9999,000

PSI

-13,232
-44,240
-45,018
-32,422
-11,625
154,025
152,770
137,069

9999,000

Predicéo
Nenhuma
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa
Boa

Nenhuma

Estrutura

a-hélice
a-hélice
a-hélice
a-hélice
B-folha
B-folha
B-folha
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Anexo 6. Interface grafica do programa TALOS+, diagrama de Ramachandran com
disperséo dos angulos ¢ e w. Solucdo de 1 mM do peptideo em solucao micelar de 100
mM de micelas de SDS-dzs, pH 4,3 e 25 C.
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Anexo 7. Tabela de deslocamentos quimicos (*H, 13C, 1°N) para o peptideo [Phe3]Cm-
pl. Solucédo de 1 mM do peptideo em solucdo micelar de 100 mM de micelas de SDS-
d2s, pH4,3e25 T

a.a Hn Ha Hpi/Hp2 Hy Hs He Ca Cs Cs Cy
1S 7,63 4,14 3,97 = = = 62,54 63,37 = =
2R 852 419 1,97 1,52 3,13 7,12 56,62 30,53 43,59
1,81 1,47
3P 7,92 434 3,09 = 7,32 7,69 59,96 39,13 = =
3,05
4E 8,04 3,78 2,07 2,48 — — 58,78 29.19 - 32,98
2,36
5L 7,69 4,11 181 = 0,86 = 57,91 41,86 2391 =
1,71 0,91 24,69
6l 755 3,83 1,93 1,64 0,87 — 64,34 38,15 - -
1,24
7V 7,75 395 1,90 0,89 = = 63,39 31,35 = 22,00
0,82 21,30
8H 799 453 3,30 — 7,35 8,63 57,26 28,33 — —
3,25
9Q 8,07 423 216 2,44 = = 57,30 28,41 = 33,21
2,07
10R 7,84 4,2 1,92 1,71 3,17 7,19 56,28 36,14 43,25 27,22
1,85
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Anexo 8. Tabela de predi¢cdo do angulo diedro gerado pelo programa TALOS+ para o
peptideo [Phe’]Cm-pl. Solucdo de 1 mM do peptideo em solucdo micelar de 100 mM
de micelas de SDS-dzs, pH 4,3e 25T

Residuo PHI PSI Predicao Estrutura
1S 9999,000 Nenhuma
2R -64.679 -35.051 Boa a-hélice
3S -64.391 -36.684 Boa a-hélice
4 E -65.776 -38.570 Boa a-hélice
5L -63.350 -40.353 Boa a-hélice
61 -73.099 -43.809 Boa a-hélice
7V -66.805 -34.178 Boa a-hélice
8H -65.173 -31.995 Boa a-hélice
90 -67.113 -31.797 Boa
10R 9999,000 9999,000 Nenhuma
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Anexo 9. Interface grafica do programa TALOS+, diagrama de Ramachandran com
dispersdo dos angulos ¢ e w para o peptideo [Phe’]Cm-pl. Solucdo de 1 mM do
peptideo em solucdo micelar de 100 mM de micelas de SDS-dzs, pH4,3e25<CT
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