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RESUMO

Peptideos intragénicos (IAPs) sdo formados por fragmentos de proteinas; muitos deles exibem
propriedades  anti-inflamatérias e antibidticas. Em  particular, o IAP Hs02
(KWAVRIIRKFIKGFIS-NH»), derivado do fragmento da proteina humana miosina 1h
(NP _001094891.3), demonstrou uma potente acdo antimicrobiana in vitro. O presente trabalho
investiga a interagdo entre o Hs02 e o DNA em nivel molecular, utilizando técnicas
experimentais como Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), Espectroscopia de
Fluorescéncia do Estado Estacionario (FE) e Fluorescéncia Resolvida no Tempo (FRT),

monitorando tanto o DNA quanto o peptideo.

Tragos de DSC mostram que a solugdo de DNA (250 pmol L") apresenta um pico calorimétrico
endotérmico ao redor de 80 °C, correspondendo a desnaturagdo do DNA. Concentragdes
crescentes de Hs02 deslocam paulatinamente o pico de transi¢do térmica para temperaturas
maiores, efeito possivelmente relacionado a blindagem das cargas negativas dos fosfatos do
esqueleto do DNA. Concentracdes de Hs02 acima de 20 umol L' reduzem a entalpia de

transi¢do de fase do DNA, e a 50 umol L' de Hs02, ndo se observa mais esse evento.

O residuo de triptofano na segunda posi¢do da cadeia peptidica foi utilizado como sonda
intrinseca de fluorescéncia e, na presenga de concentragdes saturantes de DNA, observa-se um
pequeno deslocamento relativo para o azul de 6 nm. Este resultado sugere que o residuo de
triptofano continua exposto as moléculas de solvente, possivelmente com a por¢ao N-terminal

associada aos grupamentos fosfatos do DNA.

Assim, a FE e o DSC sugerem uma forte interagdo entre os fosfatos do esqueleto do DNA e o
hexacationico peptideo Hs02. Outrossim, monitorar a fluorescéncia intrinseca do peptideo e o
seu decaimento de fluorescéncia na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes de DNA
possibilitou a determinacgdo de constantes de associagao para o sistema Hs02-DNA da ordem

de 10* L mol™.

Os resultados alcancados neste estudo podem oferecer contribui¢des significativas para o
entendimento do mecanismo de agdo do peptideo Hs02 em células, bem como para o
desenvolvimento de um possivel sistema de entrega de material genético destinado a terapia
génica.

Palavras-chave: Peptideo intragénico, DNA, Hs02, espectroscopia de fluorescéncia
estaciondria e espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo.
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ABSTRACT

Intragenic peptides (IAPs) are formed by fragments of proteins; many of them exhibit anti-
inflammatory and antibiotic properties. In particular, the IAP Hs02 (KWAVRIIRKFIKGFIS-
NH2), derived from the fragment of the human protein myosin 1h (NP _001094891.3),
demonstrated a potent antimicrobial action in vitro. This study investigates the interaction
between Hs02 and DNA at the molecular level, using experimental techniques such as
Differential Scanning Calorimetry (DSC), Steady-State Fluorescence Spectroscopy (FE), and
Time-Resolved Fluorescence (TRF), monitoring both the DNA and the peptide.

DSC traces show that the DNA solution (250 pmol L") exhibits a calorimetric peak around 80
°C, corresponding to DNA denaturation. Increasing concentrations of Hs02 gradually shift the
thermal transition peak to higher temperatures, an effect possibly related to the shielding of the
negative charges of the DNA backbone phosphates. Concentrations of Hs02 above 20 umol
L™ reduce the phase transition enthalpy of DNA, and at 50 pmol L' Hs02, the calorimetric

peak is no longer observed.

The tryptophan residue in the second position of the peptide chain was used as an intrinsic
fluorescence probe, and in the presence of saturating concentrations of DNA, a slight blue shift
of 6 nm is observed. This result strongly suggests that the tryptophan residue remains exposed
to solvent molecules, possibly with the N-terminal portion strongly associated with the DNA

phosphate groups.

Thus, FE and DSC strongly suggest a strong interaction between the DNA backbone
phosphates and the hexacationic peptide Hs02. Additionally, monitoring the intrinsic
fluorescence of the peptide and its fluorescence decay in the absence and presence of different
concentrations of DNA enabled the determination of association constants for the Hs02-DNA

system on the order of 10* L mol™.

The results obtained in this study may offer significant contributions to understanding the
mechanism of action of the Hs02 peptide in cells, as well as to the development of a possible

gene delivery system for gene therapy.

Keywords: Intragenic peptide, DNA, Hs02, differential scanning calorimetry, steady-state

fluorescence spectroscopy, and time-resolved fluorescence spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) emerge como uma das principais ameagas
globais a satude publica e ao progresso socioeconomico (OMS, 2017). Uma estimativa critica
realizada pela OMS avalia que até 2050, cerca de 10 milhdes de mortes serdo causadas por
infecg¢des causadas por RAM. Desde a "Era de ouro" dos antibioticos, entre as décadas de 1950
e 1970, ndo houve descoberta de uma nova classe significativa de antibidticos (Hutchings et

al., 2019).

Estratégias se voltam para vigilancia da RAM e o avan¢o no desenvolvimento de
vacinas ¢ medicamentos, evidenciando a urgéncia na criacdo de novos agentes terapéuticos
(Akram et al., 2023). Uma rota bastante promissora € o uso de peptideos ativos (Talapko et al.

2022).

Peptideos bioativos podem ser encontrados em diversas espécies de animais e plantas
(Datta e Roy, 2021). Certos peptideos demonstram uma notdvel eficacia antimicrobiana,
exibindo atividade contra uma variedade de microrganismos. Além disso, esses peptideos
podem atuar sinergicamente com outros compostos, € até mesmo entre si, amplificando sua
eficacia no combate a infecgdes. Por isso, peptideos bioativos tornaram-se uma alternativa
significativa no contexto atual. Ademais, devido a sua atividade de amplo espectro, agao répida
e muitas vezes seletividade celular (Pirtskhalava et al., 2021) sdo apontados como uma
promissora forma de combate a RAM e como uma nova geracao de farmacos (Boparai e

Sharma, 2019).

Estudos recentes revelaram que determinadas sequéncias de aminodcidos, quando
isoladas das proteinas precursoras, sdo capazes de manifestar atividades bioldgicas, como agao

antimicrobiana e anti-inflamatoria. (Brand et al. 2019; Santos et al. 2023).

O exato mecanismo de acdo de peptideos bioativos ainda ¢ um tema de debate
recorrente (Brogden 2005; Yan et al. 2013; Talapko et al. 2022). Muitos peptideos bioativos
interagem fortemente com a membrana de seus alvos e com agregados anfifilicos in-vitro
(Benfield e Henriques 2020). Entretanto, a agdo sobre membranas pode ser um primeiro passo
para a invasao do citosol celular, onde pode afetar diferentes alvos (Brogden 2005). E desta
maneira, peptideos bioativos podem afetar o processo de sintese de proteinas e a integridade
dos acidos nucleicos, como o DNA (Sarkar et al., 2017; Lin et al., 2018; Stokes et al., 2019,
Lade e Kim, 2021).
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A terapia génica consiste na introducdo ou alteracao de genes em células. Para tal, ¢
necessario um vetor capaz de carregar e entregar o material genético no interior celular.
Atualmente vetores virais sao os mais utilizados, porém preocupacdes acerca de sua toxicidade
em humanos induziram a busca por vetores ndo virais € menos toxicos (Bulaklak e Gersbach

2020).

Lipidios e peptideos, ambas moléculas anfifilicas, t€m sido propostos como vetores
ndo virais para a terapia génica (Bulaklak e Gersbach, 2020). Assim, informacgdes sobre
alteracdes estruturais no DNA por tais moléculas tém uma fundamental importancia para

compreender e desenvolver vetores de alta eficiéncia e baixa toxicidade.

O Hs02 (KWAVRIIRKFIKGFIS-NH») ¢ um peptideo antimicrobiano intragénico
(IAP) que possui 16 residuos de aminoacidos em sua sequéncia primaria. Quando em pH
fisiologico, apresenta uma carga total 6+ ¢ amplo espetro de acao (in vitro) sobre bactérias,
leveduras e fungos filamentosos (Brand ef al. 2019; Bessa et al. 2019). Ensaios preliminares
indicam que Hs02 consegue se ligar a vesiculas fosfolipidicas, que sdo matrizes de membranas
sintéticas, assim mimetizando a a¢ao do peptideo in vivo. O resultado promissor aponta para

inibicao de crescimento de microrganismos até mesmo em baixas concentracdes, como 1 pM.

(Brand et al. 2019).

Neste trabalho, a investigagdo se concentrou na interagao entre o peptideo Hs02 e o
DNA, visando obter informacdes sobre mudangas estruturais em ambos. Métodos
instrumentais de andlise foram empregados para avaliar quantitativamente as possiveis

mudancas depois dessa interacao.

O comportamento termotropico do DNA e suas alteragdes na presenca de Hs02 foram
monitorados por meio de calorimetria diferencial de varredura (DSC), juntamente com medidas
de fluorescéncia intrinseca do peptideo, tanto na auséncia quanto na presenca de diferentes
concentracoes de DNA. As medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizando dois métodos:

o modo estacionario (FE) e a fluorescéncia resolvida no tempo (FRT).

O presente estudo tem por objetivo investigar a potencial interagdo entre 0 DNA ¢ o
peptideo Hs02, empregando uma variedade de técnicas experimentais que proporcionam
informagdes, num nivel molecular, acerca dessa interacdo. Espera-se que os resultados obtidos

possam fornecer subsidios de relevancia farmacoldgica.
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1.2 OBJETIVO GERAL

Investigar a interacdo do TAP Hs02 com o DNA por meio de diferentes técnicas
experimentais, monitorando tanto o DNA quanto o peptideo. O objetivo ¢ obter informacgdes
sobre as alteragdes fisico-quimicas no complexo DNA-peptideo. Esses dados podem apresentar
relevancia farmacologica, proporcionando novas ideias sobre os mecanismos de acdo dos
peptideos e efeitos adversos; além disso, tais informacdes podem ser tUteis para o

desenvolvimento da terapia génica.

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos, t€ém-se:

1. Monitorar o perfil térmico do DNA pela técnica de DSC e as altera¢des induzidas no
comportamento termotrépico do DNA por concentracdes crescentes do IAP Hs02 para
avaliar a transi¢ao de fase do DNA, a entalpia envolvida e cooperatividade.

ii.  Utilizar a fluorescéncia intrinseca do triptofano (W) presente no Hs02, por meio das
técnicas de fluorescéncia em estado estacionario e resolvida no tempo, para sondar
alteracdes espectrais, na presenca de diferentes concentracdes de DNA, e obter
informacdes sobre a vizinhancga do triptofano, deslocamentos de comprimento de onda,
intensidade de fluorescéncia e tempo de vida de fluorescéncia.

iii.  Correlacionar as duas técnicas de fluorescéncia para determinar uma constante de

associacdo entre o Hs02 ¢ o DNA.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

O uso inadequado de antimicrobianos em humanos, animais e plantas impulsiona o
surgimento de patdgenos resistentes a medicamentos, tornando as infecgdes mais desafiadoras
e aumentando significativamente os riscos associados a procedimentos e tratamentos médicos

(OPAS/OMS, 2017).
Os tipos mais comuns de resisténcia a antimicrobianos sao (Blair et al., 2015):

e Intrinseca: caracteristica inata de espécies, quando os individuos apresentam resisténcia
devido a particularidades estruturais (Exemplo: pressdo seletiva);

e Adquirida: resisténcia por consequéncia de mutacdes génicas, por transferéncia
horizontal de genes (Exemplo: Quorum sensing);

e Adaptativa: resisténcias ocasionadas por concentracdes subletais da droga (Exemplo:

abandonar o tratamento com antibioticos).

De maneira simplificada, a resisténcia antimicrobiana (RAM) pode se apresentar por:
impermeabilidade a droga, inativacdo da droga, modificacdo da estrutura/enzima alvo
(acetilagao e fosforilagdo), modificagdo metabdlica ou bombeamento da droga para o meio

externo (Reygaert, 2018).

O espectro de a¢do de alguns antimicrobianos, ja bastante utilizados na area da saude,
¢ ilustrado na Figura 1. Cada cor representa um organismo e cada colchete um recurso
aplicavel. Atualmente nao existe antimicrobiano de espectro irrestrito, todos sdo limitados em

certo ponto (Madigan et al., 2016).
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Figura 1 - Representagdo do espectro de agdo dos antimicrobianos. Fonte: Madigan et al., 2016.
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Ha diversas vias de atuagdo de um antimicrobiano na célula: pela parede celular, por
desativacdo de sintese proteica e por inibicdo da replicacido de DNA (Reygaert, 2018).
Microrganismos apresentam uma notavel versatilidade de adaptacdo e ¢ possivel que existam

tipos de resisténcias que ainda ndo foram sequer caracterizadas.

Diante do aumento alarmante da RAM, torna-se urgente encontrar estratégias de
combate a patogenos, sendo necessario repensar abordagens no desenvolvimento de agentes

antimicrobianos (Reygaert, 2018).

Para novas alternativas aplicadas a antimicrobianos, ¢ fundamental estudar novos
farmacos e novas vias de atuacdo, incluindo as interacdes entre agentes e componentes

celulares, dentre eles o DNA.

2.1 DNA

A informacao genética, essencial a vida, ¢ carregada pela molécula de DNA, a qual
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e funcionamento de todos os seres
vivos. Em 1953, Watson e Crick realizaram a descoberta da sua estrutura em dupla hélice, com

contribuicdes significativas, posteriormente reconhecidas, de Rosalind Franklin. (Pray, 2008).

O Acido Desoxirribonucleico, designado DNA, ¢ uma macromolécula filamentosa e
enovelada, composta de subunidades de nucleotideo. A estrutura tridimensional do DNA ¢
representada por uma hélice de dupla fita, antiparalela, geralmente voltada para a direita
(Watson et al., 2015). Cada mero dessa estrutura apresenta um grupamento fostato 3’5’ ligado
a um anel de agucar com 5 carbonos, esse, por sua vez, se liga a uma base purina (anel duplo)

ou pirimidina (anel simples), também conhecidas como bases nitrogenadas (Figura 2).

Cada grupamento de base nitrogenada recebe um nome: Citosina (C), Guanina (G),
Adenina (A) e Timina (T) que se organizam em pares. Os esqueletos de agticar-fosfato das fitas
de DNA constituem o exterior da hélice, enquanto as bases nitrogenadas sdo encontradas no

interior e se pareiam por ligagdes de hidrogénio.
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Figura 2 - A esquerda: Estrutura simplificada do DNA. A direita: Purinas e pirimidinas, estruturas fundamentais
para as bases nitrogenada. Fonte: Biologia Molecular do Gene, 2015.

A estrutura helicoidal do DNA ¢ uma consequéncia direta da geometria dos grupos e
das suas interacdes (Watson et al., 2015). As bases nitrogenadas vizinhas ao longo de uma
mesma cadeia tendem a formar uma pilha compacta devido a sobreposi¢ao das fung¢des de onda
de elétrons m, impondo um alto custo energético a penetragao da dgua entre as bases. No

esqueleto da macromolécula de DNA, encontra-se o grupo fosfato (PO4") que ¢ hidrofilico.

A conformag¢ao bem definida entre as bases e os eixos das hélices no DNA resulta em
uma elevada rigidez ao arranjo. As bases nitrogenadas tendem a evitar o contato com as
moléculas de agua, tornando o interior da dupla hélice uma regido bastante hidrofobica
(Alberts, 2008). A estabilidade da fita dupla do DNA ¢ atribuida a vérias interagdes, incluindo
ligagdes de hidrogénio de emparelhamento de bases, empilhamento de bases e interagdes com

0 ambiente solvente.

O DNA ¢ alvo de uma variedade de medicamentos antitumorais, antivirais e
antibacterianos, com um histérico de varias abordagens de desenvolvimento terapéutico
(Reinhold, Thomas, e Pommier 2017; Palchaudhuri e Hergenrother 2007). Quando os agentes
ligantes interagem com DNA, podem apresentar rigidez na macromolécula, alongamento ou
abertura da dupla hélice (Sirajuddin et al., 2013). Ac¢des que modificam a estrutura do DNA
alteram diretamente a regulacdo das funcdes celulares e sinteses proteicas, e indiretamente

afetam a etapa de crescimento e divisdo celular.

18



Moléculas exdgenas podem interagir com o DNA por ligagdo covalente e nao
covalente, incluindo modos de ligagao intercalativos, de sulco maior ou sulco menor (Green et
al., 2010). A ligagdo de moléculas bioldgicas a substratos, farmacos ou proteinas
frequentemente induz mudangas conformacionais, aspectos que sdo fundamentais em

estratégias de design de medicamentos.

Dada a complexidade celular, estudos fisico-quimicos sobre a intera¢do entre um
determinado agente ligante e o DNA fornecem dados importantes do ponto de vista

farmacologico.

2.2 PEPTIDEOS

Os peptideos sao sequéncias de aminoacidos ligados entre si, formando uma cadeia
com um comprimento tipico de dois a setenta aminoacidos. As proteinas seguem o mesmo
conceito, porém sdo macromoléculas com cadeias mais longas, e diferente dos peptideos,
precisam passar pelo processo de enovelamento para exibirem atividade bioldgica (Alberts,

2008).

Cada aminoacido possui uma estrutura fundamental, que consiste em um carbono
quiral (Cg) - exceto o aminoacido glicina - ligado covalentemente a quatro grupos quimicos
distintos: um 4tomo de hidrogénio, um grupo aménio (H3N¥), um grupo carboxilato (COO") e
um grupo lateral (cadeia R) (Riske e Perez, 2013). Para que a cadeia peptidica se forme,
ocorrem as ligagdes peptidicas, quando o grupo carboxilico do primeiro aminoécido e o grupo

amino do préximo ligam-se covalentemente, liberando agua (Figura 3).

A cadeia lateral ¢ o elemento distintivo entre os 20 tipos comuns de aminoacidos
(conforme Tabela 1 — Lista de tabelas). A natureza quimica da cadeia lateral pode ser polar
sem carga, polar carregada (positiva ou negativa), apolar com cadeia alifatica ou apolar com
cadeia aromatica. Um exemplo de aminoacido apolar com cadeia aromatica € o triptofano (W).
O anel indol fundido presente no triptofano (W) exibe deslocaliza¢do de sua nuvem eletronica,
resultando em uma fluorescéncia intrinseca ao residuo. Assim, peptideos que contenham
residuos de W podem atuar como uma sonda intrinseca de fluorescéncia, fornecendo

informacdes sobre a regido em que o residuo se encontra (Lakowicz, 2006).
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Figura 3 - A esquerda: Estrutura geral de aminodcidos e ligacdo peptidica. A direita: Aminodcido triptofano.
Fonte: Entre solidos e Liquidos, 2013.

Cada peptideo possui uma série de estruturas que especificam suas propriedades. O
nivel mais simples trata da estrutura primdria, que informa quais aminoécidos fazem parte da
cadeia. Ao passo que a estrutura secundaria determina a disposicao espacial de estruturas,

sendo as mais conhecidas: a-hélices e B-folhas (Berg et al., 2002).

A estrutura em a-hélice ¢ adquirida quando a molécula se enrola ao redor de um eixo
longitudinal imaginario, tomando a forma de uma espiral (Figura 4). Ela também apresenta
cadeias laterais que se projetam para fora da hélice. A alta estabilidade da molécula ¢ um

resultado da grande quantidade de ligagdes de hidrogénio intramoleculares.
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Figura 4 - Estruturas peptidicas primaria e secundaria. Fonte: Adaptada do livro Entre solidos e Liquidos, 201 3.
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Dentro das diversas categorias de peptideos, estdo os peptideos antimicrobianos
(AMPs), que constituem uma classe de pequenos peptideos cationicos com até 100 residuos de
aminodcidos, produzido por uma ampla variedade de organismos (Kang ef al., 2019). Eles sao
considerados mecanismos de defesa do hospedeiro (Zhu et al., 2014) e tém sido reconhecidos
por sua capacidade de potencializar os efeitos de outros antibidticos, oferecendo uma terapia

otimizada.

Os AMPs possuem baixa toxicidade e, devido a baixa especificidade dessas
moléculas, o desenvolvimento de resisténcia contra os peptideos ¢ raro (Luong et al., 2022),
fato que confirma uma estratégia promissora para combater a RAM. Peptideos anfipaticos
catidonicos apresentam atividade de amplo espectro, abrangendo bactérias, fungos e virus, bem

como cé¢lulas cancerigenas (Kang et al., 2019).

Devido as suas caracteristicas anfifilicas, os peptideos antimicrobianos tendem a
interagir fortemente com agregados anfifilicos e bicamadas lipidicas. Embora o mecanismo de
acdo exato dos AMPs ainda seja debatido, eles podem atuar como desestabilizadores de
bicamadas lipidicas, induzindo o rompimento da membrana. A agdo sobre membranas
plasmaticas pode ser um primeiro passo para a invasao do citosol celular e pode induzir
alteracdes em enzimas celulares ¢/ou inibir a sintese de acido nucleico como o RNA ¢ o DNA
(Brogden, 2005; Yan et al., 2013). Assim, informagdes sobre a interagdo de AMPs com
estruturas intracelulares podem ajudar a melhor compreender os seus mecanismos de agdo e

seus efeitos citotdxicos.

2.2.1 PEPTIDEOS INTRAGENICOS ANTIMICROBIANOS (IAPs)

De acordo com as estatisticas do Antimicrobial Peptide Database (APD), em janeiro
de 2024, havia 3940 peptideos cadastrados, incluindo tanto naturais quanto sintéticos. Os
peptideos antimicrobianos (AMPs) podem ser sintetizados quimicamente ou isolados de
proteinas presentes em diversos organismos como bactérias, répteis, plantas e mamiferos
(Wang et al., 2016). Certas proteinas nesses organismos contém elementos estruturais em sua
cadeia de aminodcidos que exibem atividade antimicrobiana quando isolados, mesmo que,
quando encriptados, ndo apresentem tal atividade, a estes peptideos denominou-se o nome de

peptideos intragénicos (IPAs) (Brand ef al. 2012; 2019).
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Alguns TAPs apresentam uma ampla atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
negativas, Gram-positivas, leveduras e protozoarios (Mahlapuu et al., 2016). Mesmo que as
proteinas precursoras ndo tenham qualquer relacao direta com o sistema imunolédgico, os IAPs
tém demonstrado ser tdo ativos quanto alguns AMPs conhecidos, com uma seletividade
semelhante e um amplo espectro antimicrobiano (Tossi, 2000). No entanto, os IAPs também
podem expressar deficiéncias com os AMPs, tais como meia-vida baixa em meios bioldgicos

e adsor¢do inespecifica em algumas células (Mariano et al., 2021).

A selegao de novos IAPs, como o Hs02 estudado neste projeto, podem ocorrer in
silico, por meio de softwares como o Kamal®. Desenvolvido por pesquisadores da UnB
juntamente com a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, o software realiza a leitura de
banco de dados FASTA e identifica fragmentos de proteina e possiveis IAPs, utilizando filtros

especificos (Brand, 2007).

Alguns parametros sdo levados em conta na prospeccao dos IAPs (Brand, 2012):
Carga liquida (influencia na atra¢do entre peptideos e membranas, promove seletividade),
hidrofobicidade média (induz lise na membrana, contribui para a penetragdo celular), e
momento hidrofobico (busca por peptideos anfifilicos). Essas e outras configuragdes presentes
nos [APs ja sdo conhecidas, o que aprimora a busca e aumentam a probabilidade de encontrar
novos peptideos com atividade antimicrobiana. O sistema se retroalimenta e realiza novas

buscas cada vez mais refinadas, a partir das configuragdes encontradas.

Segundo Brand, a varredura do software Kamal® realiza a triagem de possiveis
peptideos com atividade antimicrobiana, escolhidos conforme os parametros listados
anteriormente (Brand, 2012). Apds essa triagem realizada pelo programa, as sequéncias sao
avaliadas e os peptideos mais propensos a serem bioativos dentre os listados, seguem para a
sintese em bancada. Depois da purificacdo, sdo realizados os testes in vitro. Apesar de varios
agentes antimicrobianos serem prospectados na natureza, muitos sdo descartados por conta da

toxicidade (Kang et al., 2014).
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2.2.1.1 Hs02

Confirmando a efetividade da metodologia de varredura de novos IAPs, foi descoberto
pelo KAMAL®, o peptideo Hs02. O nome do peptideo advém da espécie Homo Sapiens,
justamente por ser encontrado encriptado na proteina miosina ndo convencional-Ih, presente
em grupos de contragdo musculares dos seres humanos (Brand et al., 2019; Mariano et al.,

2021).

Nos humanos, o grupamento da miosina ¢ composto por 40 genes, divididos em dois
grupos: miosinas convencionais (incluindo as miosinas esqueléticas, cardiacas, de musculo liso
e a miosina Il ndo muscular) e miosinas ndo convencionais, que representam dois ter¢os dos
genes (Berg et al., 2001). As miosinas ndo convencionais sao essenciais para varios processos
celulares importantes, como endocitose, exocitose, trafego intracelular, forma das organelas e
membrana plasmatica, adesdo celular, movimento celular e transcricdo (Lanerolle e

Serebryanny, 2011).

Na miosina ndo convencional I, notou-se um sequenciamento de peptideo com

caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a dos AMPs (Brand et al., 2019).

Com o sequenciamento primario composto por 16 residuos de aminoacidos e com
extremidade amidada (KWAVRIIRKFIKGFIS-NH;), o peptideo Hs02 demonstra uma
estrutura secundaria em a-hélice na presenca de micelas e bicamadas lipidicas zwitterionicas e

anidnicas (Brand et al., 2019).

A realizagdo de ajustes de amidacao foi conduzida para aprimorar a solubilidade,
mantendo propriedades anfifilicas que possibilitam a interagdo eficaz do peptideo
antimicrobiano tanto com a solu¢do quanto com a regido apolar da membrana. Essa acdo, em
conjunto com a presenca de residuos de lisina e arginina, confere ao peptideo uma carga

positiva total de seis quando em pH fisiologico.

Medidas de dicroismos circular (Nunes, 2023) e ressonancia magnética nuclear
mostraram que o IAP de Hs02 apresenta uma estrutura helicoidal quando interage com
membranas (Figura 5). Assim, o Hs02 apresenta uma a-helicoidal na adsor¢ao da membrana e
promove distarbios na transicdo de fase principal do modelo das grandes vesiculas
unilamelares fosfolipidicas (LUVs). Esse modelo ¢ composto unicamente de dimiristoil
fosfatidil colina (DMPC) e por uma mistura de DMPC: dimiristoil fosfatidil glicerol (DMPGQG)

na propor¢ao (DMPC: DMPG, 2:1 em moles) (Brand ef al., 2019).
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Figura 5 - Estrutura de mais baixa energia do peptideo intragénico Hs02 na presencga de micelas zwitteriénicas
de Dodecilfosfocolina deuterada (DPC-dss). Fonte: Intragenic antimicrobial peptides (IAPs) from human
proteins with potent antimicrobial and anti-inflammatory activity, 2019.

O peptideo Hs02, e outros [APs, foram submetidos a testes com uma série de
microrganismos patogénicos humanos. As espécies avaliadas incluem a levedura Candida
albicans, os fungos filamentosos Trichophyton rubrum, e as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus e Staphylococcus. epidermidis, e a bactéria Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa (Brand et al., 2019). Os peptideos provenientes da pele do sapo Asc-
08 e DSO1 foram utilizados como controles, juntamente com agentes antifungicos e antibidticos
comerciais de referéncia. Os IAPs Hs02 ¢ Hs04 exibiram concentragdes inibitorias minimas

comparaveis aos AMPs Asc-08 e DSO1 (Tabela 2).

O Hs02 foi o peptideo mais potente contra todos os microrganismos avaliados,
incluindo os AMPs de controle. Ademais, o Hs02 foi a unica molécula que demonstrou
atividade inibitéria significativa contra P. aeruginosa, indicando um amplo espectro de

atividade antimicrobiana.
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Minimum inhibitory concentration (uM £ SD) Hemolytic

C T. S. S. P. activity

albicans rubrum aureus epidermidis aeruginosa SCso*
Hs01 64.0+0.0 NA 128.0+0.0 64.0£0.0 NA > 128 uM
Hs02 1.67 +£0.57 8.0+£0.0 1.0£0.0 1.0+0.0 1.67 £ 0.57 > 128 uM
Hs03 32.0+0.0 256.0 £0.0 32.0+0.0 21.33+£9.24 NA > 128 uM
Hs04 8.0+0.0 32.0+£0.0 4.0+0.0 533+£231 NA 64 uM
Asc-8 10.67 +4.61 - 1.67+0.57 4.0£0.0 4.0£0.0 32 uM
DS01 5.33+231 128.0£0.0 8.0+0.0 4.0£0.0 2.0+0.0 > 128 uM
Fluconazol 1.63 £0.0 - - - - -
Amphotericin b 0.27+0.0 - - - - -
Ampicilin - - 5.38+£0.0 43.10£ 0.0 NA -
Gentamicin - - 0.26 £0.0 0.26 £0.0 0.13£0.0 -
*IAP concentration that at least 50% of red blood cells remain intact.

Tabela 2 — Resultados do espectro e ag¢do in vitro de Hs(02, juntamente com outros IAPs e demais medicamentos.
Fonte: Adaptada de Intragenic antimicrobial peptides (IAPs) from human proteins with potent antimicrobial and
anti-inflammatory activity, 2019.

Também foi avaliado o efeito hemolitico do Hs02 em eritrocitos humanos.
Simplificadamente, o efeito hemolitico refere-se a capacidade do agente de causar a ruptura
das células vermelhas do sangue, levando a liberagdo de hemoglobina no meio circundante.
Esse teste mede a toxicidade e indica se o composto pode danificar células sanguineas
humanas. A ultima coluna da Tabela 2 informa qual a concentragao dos agentes utilizados que

causam 50% de hemolise dos eritrocitos (SCso). Os dados complementares reportam que:

i.  Os IAPS Hs01, Hs02 e Hs03 causam 50% de hemdlise em uma concentragdo similar
ao AMP de referéncia DSO1;
it. O Hs02 reduziu a viabilidade em macréfagos primarios para 50%, mesmo na menor
concentragdo avaliada;
iii.  As células tratadas com Hs02 ndo apresentaram apoptose ou necrose significativa em
relagdo ao grupo controle com DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - meio de
cultura celular amplamente utilizado para o crescimento ¢ manutengao de células em

laboratdrio), confirmando os resultados do ensaio de viabilidade celular.
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Um outro estudo avaliou a atividade antibiofilme do peptideo Hs02 contra varias
cepas de Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Bessa et al., 2019). O peptideo
Hs02 demonstrou influenciar a fluidez da membrana bacteriana, induzindo rigidez em ambas
as espécies, conforme avaliado através da emissdo fluorescente da sonda Laurdan, embebidas
nas membranas plasmaticas das bactérias (Bessa et al., 2019). Além disso, imagens obtidas por
microscopia confocal e microscopia de forca atdmica mostraram que Hs02 afetou
significativamente os biofilmes pré-formados de 24 horas, reduzindo a viabilidade das células

bacterianas tanto em biofilmes de espécies tnicas quanto em biofilmes combinados.

A proliferacao e diminui¢ao da viabilidade de biofilmes foi dificultada na presenca de
Hs02, provavelmente devido a um efeito direto nas células bacterianas ao romper a membrana

citoplasmatica, confirmando seu potencial mesmo em casos complexos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste item sdo descritos os materiais utilizados na pesquisa e os procedimentos

experimentais, abrangendo as metodologias e demais caracterizagdes das amostras estudadas.

3.1 REAGENTES

O DNA ss (Salmon Sperm) D1626 (neste trabalho com denominagao simplificada para
apenas “DNA”), foi adquirido da Merck®. O sal 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfonato
(HEPES), o cloreto de so6dio (NaCl), o hidréxido de sédio (NaOH), e o acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) foram adquiridos da Merck®. Todas as solucdes feitas nesta pesquisa
foram preparadas utilizando 4gua ultrapura (resistividade 18 MQ.cm) obtida por um purificado

Mili-Q.

3.2 SINTESE PEPTIDICA

O Hs02 foi sintetizado em laboratdrio pelo método denominado Sintese de Peptideos
em Fase Solida (SPPS, do inglés Solid Phase Peptide Synthesis), purificado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) e
sequenciado por espectrometria de massas através da técnica MALDI-TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization - Time Of Fly). O peptideo foi sintetizado e gentilmente cedido
pelo Prof. Guilherme Dotto Brand, da Divisao de Quimica Organica do Instituto de Quimica
da Universidade de Brasilia. A seguir, descreveremos de forma resumida o protocolo de sintese

do peptideo Hs02.

O protocolo de sintese do Hs02 segue uma sequéncia de quatro etapas distintas.
Inicialmente, a resina € solvatada, seguida pela desprote¢ao do grupo N-terminal da molécula
N-9-fluorenilmetoxicarbonil, estratégia denominada Fmoc. Em seguida, ocorre o acoplamento
de aminoacidos, adicionando-se residuos um a um a cadeia em crescimento. Por fim, a
clivagem ¢ realizada para permitir que a cadeia peptidica formada entre em solucao, enquanto
aresina é filtrada. E importante destacar que esse processo comega pelo aminoacido C-terminal
e que a etapa de acoplamento ¢ repetida a cada adi¢do consecutiva de aminoacidos (Santos,
2022). Apods a filtragdo o peptideo, solubilizado em uma solucdo de acetonitrila/agua, ¢é
liofilizado e segue para os testes subsequentes.
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O peptideo foi gentilmente cedido em colaboracdo com o grupo da Divisao de
Quimica Orgéanica da Universidade de Brasilia (UnB) liderado pelo Prof. Dr. Guilherme Dotto
Brand.

3.3 SOLUCAO ESTOQUE DE DNA E DE HS02

O DNA foi diluido em tampao HEPES (10 mmol L' HEPES, 50 mmol L' NaCl, 1
mmol L 'EDTA, pH 7,4). O tamponamento da solugfio é crucial para manter o pH estabilizado
por volta de 7,4, valor que mimetiza o pH fisiologico do sangue humano. A dissolu¢do do DNA
foi realizada em intensa agitacdo magnética durante trés dias, climatizada a 4°C para evitar
desnaturagdo e garantir condi¢des otimizadas. Em seguida, a solugdo foi armazenada em

resfriamento com prazo maximo de uma semana.

A concentragdo de DNA foi designada pela absorbancia em 260 nm apo6s dilui¢ao de
1:20 em agua, utilizando um coeficiente de extingao molar (¢) do DNA por concentragdo molar
de nucleotideo igual a 6600 L mol™ cm™ (Wolfe ef al., 1987). A solucao estoque de DNA
apresentou uma razao de absorbancia UV de 260 e 280 nm superior a 1,8, indicando que o
DNA estava suficientemente livre de contaminagdo por proteinas (Marmur 1961; Da Silva et
al., 2013). A solugdo de DNA ¢ mantida na geladeira por no méximo uma semana, apos esse

periodo a solugao ¢ descartada.

O peptideo Hs02 foi dissolvido em um tampao com as mesmas concentragdes ao qual
o DNA foi submetido (10 mmol L' HEPES, 50 mmol L' NaCl, 1 mmol L ' EDTA, pH 7,4)
e seguido por leve agitacdo com a pipeta até a completa solubilizagao do peptideo. Apos o

preparo, a solugdo foi armazenada no freezer.

As concentragoes (C) das solugdes de Hs02 ¢ DNA foram determinadas conforme a
Lei de Lambert-Beer. Com posse dos dados de absorbancia (4) do residuo de triptofano do
peptideo em 280 nm e com coeficiente de extingdo (¢) do residuo de triptofano igual a 5500 L

mol™ em™ (Enoki et al., 2018), calcula-se a concentragdo utilizando a seguinte Equacao:

A=¢-b-C (1)

Sendo b o caminho Optico da cubeta e C a concentragao do analito.
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Os espectros de absorc¢ao Optica foram obtidos utilizando um espectrofotometro UV-
Vis (Varian Cary, Santa Clara, CA) no Laboratério de BioMembranas da Universidade de Sao
Paulo e um espectrofotdmetro (Cary 5000/Varian) na Central Analitica da Universidade de
Brasilia. As amostras em temperatura ambiente foram colocadas em uma cubeta de quartzo

com dimensodes de 0,4 x 1,0 cm, sendo o caminho 6ptico de absorcao (b) de 0,4 cm.

3.4 ANALISE DE CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

Os termogramas de DSC foram obtidos com um microcalorimetro (Microcal VPDSC,
Northampton, MA) presente no laboratorio de BioMembranas da Universidade de Sao Paulo

(USP).

As amostras foram aquecidas de 30 °C a 100 °C a uma taxa de varredura de 20 °C por
hora. A célula de amostra (500 pL) foi preenchida com uma solugdo de DNA de 250 pmol L™
com ou sem a adi¢cao da concentragdo desejada do Hs02. Subtracdes de linha de base e integrais
de picos foram realizadas usando o software MicroCal Origin com o mddulo adicional para

analise de dados de DSC fornecido pela MicroCal.

3.5 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA ESTACIONARIA
(FE)

Os espectros fluorescéncia em estado estaciondrio foram coletados usando um
fluorimetro (VarianCary, Santa Clara, CA) disponivel no Laboratorio de BioMembranas da
Universidade de Sao Paulo e o fluorimetro (Fluorolog Horiba) da Central Analitica do Instituto

de Quimica da Universidade de Brasilia.

Os experimentos de fluorescéncia foram realizados com solugdes de 1 ml de Hs02 (10
pmol L") em tampao (HEPES 10 mmol L', 50 mmol L' NaCl, 1 mmol L "' EDTA, pH 7,4)
com incremento de solugdo estoque de DNA ([DNA] ~ 2 mmol L.

A leitura de fluorescéncia estaciondria foi conduzida com a luz do feixe de excitagdo
em 295 nm. Os espectros de fluorescéncia foram corrigidos utilizando o modelo de filtro

interno (Mendonga et al., 2013; Lakowicz, 2006), conforme a Equacao 2:
Fe(A) = Fops(2)1046%¢ %05 (2)
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Sendo F. (1) e Fops (7) respectivamente as intensidades de fluorescéncia corrigida e
observada num dado comprimento de onda. 4ex € a absorbancia no comprimento de onda de

excitagdo das amostras, 295 nm.

3.6 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA RESOLVIDA NO
TEMPO (FRT)

Medigdes de fluorescéncia com resolugdo temporal (FRT) foram realizadas usando a
técnica de contagem de fotons unicos correlacionados no tempo (TCSPC do inglés Time-
Correlated Single-Photon Counting). O feixe de luz de excitagdao provém de um laser de estado
solido modelo J80 Millenia Pro titanio-safira, Tsunami 3950 da Spectra Physics (Newport
Corporation, Irvine, CA, EUA).

Os experimentos foram realizados com solu¢des de 1 ml de Hs02 (10 pmol L") em
tampao (HEPES 10 mmol L', 50 mmol L' NaCl, 1 mmol L "' EDTA, pH 7,4) com incremento
de solugdo estoque de DNA ([DNA] ~ 2 mmol L.

A frequéncia do seletor de pulsos (modelo 3980-25 da Spectra Physics) ¢ de
aproximadamente 8 MHz. O equipamento foi regulado para fornecer uma saida de 852 nm e
um cristal gerador de terceiro harmonico BBO (GWN-23PL da Spectra Physics) foi utilizado

para gerar a luz de excitagdo em 284 nm.

O ajuste dos dados foi realizado com o software FAST fornecido pela Edinburgh
Photonics, utilizando o modelo de decaimentos exponenciais, detalhado na Equacao 14 (se¢ao
4.3.4). Atualmente o presente equipamento faz parte do acervo do Laboratério de

BioMembranas da Universidade de Sao Paulo (USP).

4 INTRODUCAO AS TECNICAS EXPERIMENTAIS

Neste segmento sdo apresentadas informagdes necessarias para a compreensao das
leituras instrumentais, bem como das estruturas, dos métodos e dos conceitos para a

interpretacdo dos resultados obtidos.
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4.1 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC, do inglés Differential Scanning
Calorimetry), também conhecida como calorimetria exploratoria, ¢ uma técnica utilizada para
caracterizar materiais, fornecendo informagdes sobre eventos térmicos. E comumente usada
para determinar a quantidade de calor envolvida em diversas mudangas de fase. Assim, esse
instrumento pode ser aplicado em pesquisas sobre mudangas de fase em sistemas bioldgicos,
tais como DNA, membranas e proteinas. No contexto do DNA, a transicdo de fase ocorre
quando a molécula de DNA passa de uma configuracdo de dupla-fita para duas mono-fitas

(Prenner e Chiu, 2011).

O aparelho apresenta basicamente duas células: uma contendo a amostra e outra com
o material de referéncia. Ambas estdo em um compartimento fechado para manter a pressao
constante durante a medicao (Barroso, 2010). O dispositivo utiliza resisténcias elétricas para
variar a poténcia dentro das células e um termopar para monitorar a diferenca de temperatura

no sistema (Figura 6).

Invélucro de

isolamento

térmico \

Aquecedor/resfria-
Aquecedor
secundario
(AT))

dor do invélucro
isolante

Aquecedor
secundario

\ v (AT)

Aquecedores principais

Figura 6 - llustracdo de um calorimetro de DSC com compensagdo de poténcia. Os simbolos R e A sdo
respectivamente célula de referéncia e de amostra. Fonte: Tese Rafael Pianca Barroso, 2010.

Quando ocorre uma mudanga de fase, com um aumento de temperatura, a amostra
absorve mais calor (Heimburg, 2007). Isso ¢ compensado pelas resisténcias, gerando um pico

de poténcia que o DSC registra como um sinal positivo.
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O pico do termograma (Figura 7) denota a temperatura de transi¢do de fase,
representada por 7, (Temperatura de Melting). A T,, do DNA depende da forga ionica da
solucdo. Solugdes de DNA a baixa forga idnica ([NaCl] ~10 mmol L) tém T, ~ 62 °C
(Manyanga, 2016), enquanto solugdes de DNA a alta for¢a idnica ([NaCl] ~150 mmol L) tém
T, ~90 °C (Olsen et al., 2016). Esse efeito esta relacionado a blindagem das cargas negativas
dos fosfatos no esqueleto do DNA, o que resulta numa menor repulsao eletrostatica entre as

duplas fitas e maior empacotamento.

Para o conteudo deste trabalho, foi adotada uma solucao tampao com forca idnica
intermediaria ([NaCl] = 50 mmol L). Esta escolha se fundamenta na inviabilidade de
utilizagdo de uma solucdo com alta for¢a idnica, dado que tal procedimento impediria a
obtencdo completa do termograma de transicdo de fase, considerando as limita¢des

operacionais do calorimetro empregado, cuja faixa de operacao se estende até¢ 100 °C.

O termograma obtido por DSC fornece diretamente o calor especifico molar da
amostra (4Cp), exibido no eixo das ordenadas. Outra informacao relevante ¢ a largura a meia
altura do pico (4712), associada a cooperatividade da transicao de fase (Riske e Perez, 2013).
O dado expressa a amplitude de uma funcao que reflete o alargamento da curva presente no

perfil de termograma.

O termograma abaixo (Figura 7) ilustra a variagao do calor especifico da amostra em

funcdo da temperatura, destacando o calor especifico excedente.

A

(kJI/mol/C)

v

AC,

Temperatura (°C)

Figura 7 - Termograma tipico de uma proteina hipotética. A diferenga de C, é indicada pela seta de ponta dupla.
Fonte: Entre solidos e Liquidos, 2013.
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Os parametros termodinamicos envolvidos nessa transi¢ao de fase, como a variacao
de entalpia (4H) e de entropia (4S) de transicao de fase, também podem ser obtidos a partir
do termograma (Castellan, 1995). A variagdo de entalpia da transicdo (4H) ¢ dada pela area

sob o pico, ou seja, através da integral do excesso de calor especifico, 4C):

T,
AH = f AC, dT 3)
To

Sendo Ty e T; as temperaturas que definem os limites de integracao.

A Figura 7 exibe o termograma derivado do estudo DSC de uma proteina ficticia
(Riske e Perez, 2013). A medida que a amostra de proteina é submetida a uma taxa constante
de aumento de temperatura, registra-se o calor especifico da proteina (4C,) em relacdo a

temperatura.

A escolha criteriosa da linha de base visa neutralizar os valores absolutos do calor
especifico da amostra antes e depois da transicdo. Dessa maneira, apenas o calor especifico

excedente decorrente da transicao de fase ¢ considerado, oferecendo um resultado mais preciso.

4.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS)

A espectroscopia ¢ uma técnica que investiga a interacdo entre a radiagdo
eletromagnética e a matéria, sendo empregada na analise da estrutura interna de atomos e

moléculas bioldgicas através da andlise de espectros de absor¢ao (Skoog et al., 2014).

Em relagdo aos acidos nucleicos, todas as bases de purina e pirimidina apresentam um
carater aromatico devido a presenca de elétrons orbitais m deslocalizados. Um espectro de
absor¢ao tipico de UV-vis do DNA exibe um pico em absorg¢ao caracteristico em torno de 260
nm, referente as nucleobases, e 280 nm devido as proteinas estruturais associadas ao DNA (Da

Silva et al., 2013).

O procedimento experimental para obtencdo dos espectros de absor¢ao no UV-Vis
envolve a exposi¢cdo da amostra a radiagdes provenientes de lampadas que emitem nos
comprimentos de onda do espectro visivel e ultravioleta, que neste trabalho foram entre 240
nm e 800 nm. Apds a emissdao da lampada, a radiacdo passa por um monocromador antes de
incidir na amostra e as absorbancias sao registradas em fun¢ao do comprimento de onda da luz

incidente, esquema ilustrado na Figura 8.
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Existem diversas lampadas, cubetas, detectores e amplificadores no mercado, mas o
principio aplicado permanece o mesmo. Os instrumentos podem ter feixe unico (a) ou feixe
duplo (b), com a diferenca no divisor de feixes que permite a leitura simultanea das células da
amostra e da referéncia (Skoog et al., 2014).
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referencia

50

Fonte

hv Filtro ou
O\W monocromador

Amplificador

D"\‘.-—"\’.
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Figura 8 - llustragdo de espectrofotometros UV-Vis de feixe simples (a) e feixe duplo (b). Fonte: Skoog, 2006.

4.3 FENOMENO DA FLUORESCENCIA

A emissdo fluorescente ¢ uma relaxagdo eletronica radiativa que mantém a
multiplicidade de spins (Valeur, 2002). O diagrama de Jablonski ilustra os processos

excitatorios e os relaxamentos de uma molécula fluorescente tipica (Figura 9).

No diagrama sao representados os estados singleto, niveis energéticos Sy, S; e S2,
sendo o subindice respectivo do nivel associado: estado fundamental, primeiro e segundo
estado eletronico de excitagdo. Também sao representados os estados tripleto (77 € 72), que

dao origem ao fenomeno da fosforescéncia.
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Figura 9 - Representacdo do Diagrama de Jablonski. Fonte: adaptada de Valeur, 2002.

Os estados sdo arranjados verticalmente por niveis energéticos. As setas retas
representam as transi¢des eletronicas radiativas, ou seja, que emitem ou absorvem fotons. Ao
passo que as setas onduladas mostram as transi¢des eletronicas provocadas por mecanismos
ndo radiativos, tipicamente associadas a perda de energia ao meio circundante por calor
(Valeur, 2002). As linhas horizontais representam os niveis vibracionais associados aos estados

eletronicos e as transi¢des entre os diferentes niveis de energia.

O nivel energético fundamental (Sp) corresponde ao nivel mais ocupado pelas
moléculas em equilibrio termodinamico. A absor¢ao de fotons pela nuvem eletronica promove
a particula para niveis excitados eletronicos singletos, associados aos niveis vibracionais do
fluor6foro — molécula que emite radiacdo apds absor¢do - como S; ou Sz, por exemplo. A partir
de um estado excitado associado a um estado vibracional, a molécula perde energia devido a
relaxacdo vibracional. Esse fendmeno ¢ conhecido como conversdao interna (/C) e leva o
fluor6foro de um dado estado excitado para o menor estado vibracional de energia do primeiro

estado eletronico excitado (7).

Para a maioria dos fluoréforos, a fluorescéncia ¢ a emissao de fotons do primeiro
estado eletronico excitado (S;) para algum estado vibracional associado ao estado eletronico
fundamental (Sy). Isso explica por que a forma dos espectros de fluorescéncia depende muito

pouco do comprimento de onda da luz excitatoria. (Valeur, 2002).
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Dentre os processos demonstrados no Diagrama de Jablonski (Figura 10), temos a
absor¢ao de radiagdo eletromagnética, a conversao interna (/C), a fluorescéncia, a

fosforescéncia e o cruzamento intersistemas (/SC).

O cruzamento intersistemas consiste na transi¢ao nao radiativa isoenergética entre um
estado singleto e tripleto. No estado tripleto, a nuvem eletronica relaxa mais lentamente e emite
fotons, processo conhecido como fosforescéncia. A fosforescéncia possui baixa probabilidade
de ocorréncia, podendo acontecer em casos onde existe acoplamento spin-orbital. Cada um dos

processos possui um tempo caracteristico, conforme Tabela 3.

Processo Tempo caracteristico (s)
Absorcio 1071
Relaxacdo vibracional 1012 - 10710
Conversdo interna 1011 - 107
Cruzamento intersistema 1019~ 10®
Tempo de vida do estado 1019~ 107
excitado Si
Tempo de vida do estado 10 -10°
excitado T

Tabela 3 - Tempos caracteristicos dos processos apresentados no diagrama de Jablonski. Fonte: adaptado de

Valeur 2002.

O espectro de emissao fluorescente acontece sempre em maiores comprimentos de
onda que o espectro de luz excitatoria (Raymond, 2006), fenomeno denominado deslocamento
de Stokes (Figura 10). Essa ocorréncia estd relacionada com a conservagdo energética, visto

que parte da energia absorvida pela molécula ¢ perdida por conversao interna (/C).
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Figura 10 - Espectro de emissdo fluorescente tipica, destacando o deslocamento de Stokes. Fonte: Raymond,
2006.

Os processos de decaimento sdo tipicos de uma molécula, andlogo a uma “impressao
digital” da estrutura, e fornecem informacdes sobre o meio onde ela se encontra. Todo
fluoro6foro possui caracteristica de decaimento como o tempo de vida (r) e o rendimento
quantico de fluorescéncia (@), esse ultimo ¢ a razao entre o numero de fotons absorvidos € o

numero de fotons emitidos (Lakowicz, 2006).

As taxas de decaimento nas transi¢des singleto, representadas por £°, sdo divididas em
radiativas () que emitem luz e as ndo radiativas (nr). Outras taxas sao listadas abaixo, como a

taxa de conversdo interna (ic) e a taxa de cruzamento intersistemas (isc):
k5 taxa de emissdo de fluorescéncia

k%ic: taxa de conversdo interna do estado S; para Sy

kisc: taxa de cruzamento intersistemas.

Para o decaimento fosforescente de um estado tripleto 7; para o estado fundamental

Sy a representacio ¢ dada por k'
k':: decaimento através da emissdo de fotons (fosforescéncia)

k" : cruzamento intersistemas, decaimento ndo radiativo.
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Com intuito de simplificar a andlise, neste trabalho os mecanismos relacionados a

fosforescéncia foram desconsiderados devido a seus tempos carateristicos lentos.

Considere [4] uma espécie de fluoréforo em solucdo que foi excitada por um pulso de
luz extremamente rapido. Depois da absor¢ao dos fotons, e da devida relaxagdo (conversao
interna) até o primeiro estado singleto excitado, a concentragdo de moléculas no estado
excitado S; passa a ser representada por [‘4]. Por analogia com o decaimento radioativo, tem-
se que a taxa de despopulacdo do estado excitado, ou a taxa de decaimento para o estado
fundamental, pode ser descrita pela Equacao diferencial a seguir (Lakowicz, 2006):

—d [A]
dt

= (k7 + ky) [AY] (4)

A soluc¢do da Equagao (4) ¢ dada por (Lakowicz, 2006):

(41 = [4'], exp () )

N

Na solugio apresentada, [4']o significa a concentragio de moléculas no estado
excitado no tempo =0 e 7, € o tempo de vida do estado excitado S;, dado pela razao:

1 (6)

Tg =5
SOk + kS,

A intensidade de fluorescéncia instantanea, ir, que se segue apos a absor¢dao de um
pulso muito curto de luz, tem a sua evolucao governada por uma equacao similiar a mostrada
em (5), pois sabe-se que a ir num certo tempo ¢ ¢ proporcional a populagao do primeiro estado
singleto excitado (S;) (Valeur, 2002). Através uma analise dimensional, ¢ possivel perceber
que a constante de proporcionalidade ¢ a propria taxa de decaimento radiativo:

ir(t) = k3[AY] = k2 [AY], exp(_i) (7)

N

Sendo ir(t) a intensidade de fluorescéncia instantanea, a qual diminui seguindo a

exponencial acima.
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O tempo de decaimento de fluorescéncia, representado por g, estabelece uma janela
temporal na qual a dindmica do sistema pode ser observada. Em esséncia, o tempo de vida pode
ser concebido como o periodo durante o qual a molécula permanece no estado excitado, em

uma analogia ao fendmeno de decaimento radioativo (Lakowicz, 2006).

Tipicamente, o tempo de vida de uma molécula ¢ considerado independente da
frequéncia da luz de excitagdo. Devido a rapidez dos mecanismos de conversdo interna,
especialmente para moléculas em solugdo, a emissdo de luz ocorre do primeiro nivel singleto

excitado para o estado fundamental, representado pela transi¢ao S; — So.

O rendimento quantico de fluorescéncia, representado por @r, ¢ definido como a razio
entre o numero de fotons emitidos € o namero de fotons absorvidos. O decaimento total é

proporcional ao nimero de fotons absorvidos, resultando na Equagao 8:

= ks 8

O rendimento quantico de fluorescéncia também pode ser interpretado como a fragao
de moléculas no estado excitado que retornam ao estado fundamental Sy via emissdo de

fotons. Portanto a razdo entre ir(t) e [4']o é dado por:

() _ (—t> 9)

A integracdo dessa razdo durante todo o decaimento fornece o rendimento quantico

de fluorescéncia:

1 [oe]
mfo ir (©) dt = kST, = ¢ (10)

4.3.1 RELAXACAO DIPOLAR OU EFEITO DO SOLVENTE

Os efeitos da polaridade do solvente sobre os fluordéforos podem ser bastante
significativos. Apos a absorc¢do da excitagdo, o fluor6foro pode ter um momento de dipolo de
excitagdo (ur) maior do que o seu momento de dipolo no estado fundamental (uc). Sob essa
condicdo, o fluor6foro pode perder energia por reorientagdo das moléculas de solvente, de

acordo com o diagrama de Jablonski modificado (Figura 11).
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Ainda no diagrama sdo representadas as energias de absor¢ao (hv,), de emissdo

radiativa no solvente menos polar (4vy) e de emissdo radiativa no solvente mais polar (hv}).

S2 —3 Conversao Interna
3 (107125)
I S—
5q —g— 4
A
e N> e Tpm—p— Relaxacdo
. ——. dipolar
-10
Solvente (107%"s)
mais polar
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hy hy
hv ) ( 10‘155) r‘/ F 4)

Figura 11: Diagrama de Jablonki modificado, mostrando o efeito de relaxacdo dipolar para a fluorescéncia.

Adaptada de Lakowicz, 2006.

Assim, quando o espectro de emissdo de um fluoréforo depende da polaridade do
meio, um incremento na polaridade desse meio tende a deslocar o referido espectro de emissao
para maiores comprimentos de onda, resultando em valores de energia menores (Rowe et al.,

2008), conforme ilustrado na Figura 12.
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Figura 12: Espectro de fluorescéncia do fluoroforo Prodan em diferentes solventes. Fonte: Tese, Cintia

Cristina de Vequi Suplicy, 2010.
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4.3.2 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA ESTACIONARIA (FE)

Uma das categorias dentro dos métodos espectrométricos € a espectroscopia de
emissdo do estado estaciondrio. Essa técnica efetua a leitura em uma faixa especifica de
comprimento de onda de emissdo, na qual a amostra ¢ irradiada com luz em um comprimento

de onda de excitacao continuo (Atkins, 2001).

O espectrofotometro de fluorescéncia estaciondria (FE) assemelha-se ao
espectrofotometro UV-Vis, composto por uma lampada, um monocromador, uma area
destinada a amostra e um detector, conforme esquematizado na Figura 13. Todavia, as emissdes
sdo registradas em angulo reto em relacdo a fonte de excitagdo (90°), a fim de evitar a

interferéncia direta da fonte no detector (Lakowicz, 2006).

O analito absorve a luz e, em seguida, emite f6tons em um comprimento de onda maior
do que o da excitagdo. Esses fotons emitidos sdo entdo capturados pelo equipamento, no qual
uma fotomultiplicadora converte-os em uma corrente elétrica mensuravel. Posteriormente, o
equipamento registra a intensidade dos fotons em relagdo ao seu comprimento de onda,

fornecendo assim o espectro de emissao do analito.

Aberturas para
a definigio
do feixe de luz

Lampada de arco  Lentes de

de merctrio quartzo ou vidro Filtro de

H excitagao

H Célula
Superficie

absorvedora
de luz

Feixe de excitagio
E=—= Filtrode

emissio

Feixe de
fluorescéncia

AN

Dispositivo de leitura

Figura 13: Esquema do espectrometro de FE, modelo com ldmpada de mercurio e lentes. Fonte: Skoog, 2006.

41



4.3.4 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA RESOLVIDA NO TEMPO (FRT)

Neste estudo, foram empregadas duas abordagens distintas de fluorescéncia: a
realizada em estado estacionario (FE) e a resolvida no tempo (FRT). As medidas de
fluorescéncia em estado estaciondrio consistem na aplicacdo de um feixe de luz de excitagdo
constante, conforme delineado no subitem anterior. Na FRT, a amostra ¢ intermitentemente
exposta a radiacdo luminosa e registra-se a intensidade da luz, num dado comprimento de onda,

emitida pelo fluor6foro em fungao do tempo.

A técnica de FRT consiste em avaliar os decaimentos de fluorescéncia, permitindo a
determinagdo do tempo de vida do estado excitado (O’Connor e Phillips, 1984). Essas
medicoes implicam a exposi¢do da amostra a um laser de luz pulsada e o registro da diminuigao
subsequente na intensidade de emissao ao longo do tempo, particularmente na escala de

nanossegundos para a fluorescéncia e milissegundos para a fosforescéncia.

As medi¢des de FE sao, essencialmente, uma média dos fendmenos resolvidos no
tempo ao longo do decaimento da intensidade da amostra (Valeur, 2002). Embora mais
complexo em termos de instrumentagdo, as medidas de FRT fornecem informagdes sobre as

dindmicas moleculares importantes que podem ser perdidas ao calcular médias temporais.

A emissdo fluorescente ¢ um processo aleatorio e poucas moléculas emitem os seus
fotons com um tempo exatamente igual a 7. O tempo de vida ¢ o intervalo em que 63% dos
fluor6foros demoram para decair (Valeur, 2002). Os processos de decaimentos obedecem a

uma exponencial simples, sendo a intensidade de fluorescéncia dada por:

1) = Iye* (11)

Sendo Iy a intensidade em ¢ = 0, ou seja, imediatamente ap6s o pulso de excitagdo. A
intensidade ¢ proporcional ao tempo de vida do fluoréforo. Essa relagdo faz sentido se

considerado que o rendimento quantico ¢ proporcional ao tempo de vida.

O rendimento quantico fluorescente (®r) ¢ dado pela razdo do niimero de foétons
emitidos pelo numero total de fotons absorvidos, conforme ja apresentado na Equagao (8). O
total de fotons absorvidos ¢ dado pela soma de todos os decaimentos do estado excitado, ou
seja, processos radiativos (k) € ndo radiativos (k.-), entdo:

ky (12)

O =
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Quanto menor a taxa ndo radiativa, maior o valor do rendimento quantico, de modo
que 0 < @ < 1. O rendimento quantico pode ser muito proximo de 1 se k, << k., mas ele
raramente sera 1 devido as taxas de relaxacdo nao radiativas (Lakowicz, 2006). O tempo de
vida do estado excitado é definido como inverso das taxas de decaimento do estado excitado,
dada por:

1 (13)

Tkt Ky

O tempo de vida do estado excitado pode ser determinado por meio de duas técnicas
distintas: modulagdo de fase ou por meio da Contagem de foton tnico por correlagdo temporal
(TCSPC, do inglés Time-Correlated Single Photon Counting), essa ultima utilizada neste
trabalho.

A técnica de FRT TCSPC utiliza uma luz excitatoria pulsada, na ordem de mega-hertz
(MHz). Quando um pulso ¢ emitido, um sistema aciona um sinal de "START", indicando o
inicio da operagdao. Em seguida, o laser viaja até¢ a amostra, que absorve o pulso de luz e emite
fotons (O’Connor e Phillips, 1984). Os fb6tons emitidos sao encaminhados até a

fotomultiplicadora, onde um sinal de "STOP" ¢ acionado.

O intervalo de tempo entre o "START" e o "STOP" ¢ registrado em um histograma
(Weber, 1966). O conjunto de dados ¢ agrupado em faixas de tempo em nanossegundos (ns)

por intensidade de fluorescéncia, conforme ilustrado na Figura 14.

Intensidade

(U | ) -

||, |SSYR) | (SIS , |SIR) || , | ST | || , |
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

Tempo (ns)

Figura 14: Esquema de decaimento fluorescente medido com a técnica de TCSPC. Fonte: Tese Cintia Suplicy,

2010.
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No eixo das abscissas, o instante em que a amostra foi excitada pela luz pulsada e
resultou na emissao fluorescente ¢ indicado pelo ponto em que o tempo ¢ igual a zero. No eixo
das ordenadas, a escala de intensidade representa o numero de fétons contados um a um em
cada intervalo de tempo. Ao final da leitura, os dados coletados apresentam uma curva de
contagens em relacdo ao tempo (Valeur, 2002). No entanto, devido a escala de tempo
envolvida, fica inviavel contar e armazenar os dados. Algumas consideracdes sobre essa

técnica sao:

1. Paraum dado evento fluorescente, somente um féton € detectado por vez.
1.  Para esse foton, mede-se a diferenca temporal entre 0 momento em que o pulso de
excitagdo chegou a amostra e 0 momento em que o foton € emitido por ela.
iii.  No intervalo de tempo correspondente a essa diferencga, se adiciona uma contagem no

eixo X.

Os trés passos mencionados sdo executados de forma repetida, milhares de vezes,
estimulando a amostra em cada etapa do procedimento (Lakowicz, 2006). Considerando que a

contagem engloba valores elevados, o eixo y ¢ representado em uma escala logaritmica.

Em virtude da natureza randomica da emissdo de fotons apds a estimulagdo, a curva
resultante desse procedimento retrata a relacdo entre a contagem e o tempo de decaimento,
como exemplo apresentado no decaimento da fluorescéncia do peptideo Hs02 (10 pmol L)

em tampao na Figura 15.

10° 5

Contagem

0 10 20 30

Tempo (ns)

Figura 15 - Decaimento de fluorescéncia do peptideo HS02 em tampdo (HEPES 10 mmol L, NaCl 50 mmol L
! I mmol L' EDTA, pH 7,4). Comprimento de onda de excitagdo em 284 nm. Comprimento de onda de emissdo

em 356 nm.
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Apo6s acumular muitos eventos de excitagdo-detecgao, ¢ gerado um histograma dos
fotons detectados e, em seguida, a curva de diminui¢do da fluorescéncia (Figuras 16 ¢ 17).

Quanto maior o nimero de eventos, melhor ¢ a precisdo da curva de decaimento.

A Figura 16 a seguir mostra um esquematico das etapas do processamento dos sinais

na técnica de FRT TCSPC.

S g fe—— A4 t ———>
. £
T (g . Time (ns)
at ' J N— offselt g‘ain T
AL TAC

l tor [ = PGA J1 ADC
o A
cFo ]|

Em. I/\ res |WD
A

Figura 16 - Esquematico do TCSPC. CFD = constant function discriminator (Analisador de Fungdo Constante),
TAC = time-to-amplitude converter (Conversor tempo-amplitude); PGA = programmable gain amplfier
(Amplificador de ganho programavel); ADC = analog-to-digital converter (Conversor analogico-digital); WD =
window discriminator (Discriminador de janela). Fonte: Lakowicz, 2006.

Para a determinacdo dos tempos de vida a partir do decaimento de fluorescéncia, ¢
necessario empregar um modelo matemadtico para ajustar os dados experimentais. Neste estudo,
adotou-se o modelo de decaimentos exponenciais:

Fe) =) a &) (14)

i

Sendo a; e 7; os enésimos fatores pré-exponenciais e enésimos tempos de vida,
respectivamente. Os ajustes dos dados foram conduzidos utilizando o software disponibilizado
pela Edinburgh Photonics.

Os valores foram determinados através dos melhores ajustes, resultando em
parametros estatisticos qui-quadrado (y?) situados no intervalo: 0,95 < y?< 1,35. Optou-se por
utilizar o menor numero possivel de exponenciais, em conformidade com o critério estatistico
pré-estabelecido. Importante salientar que a FRT apresenta uma menor sensibilidade em
relagdo a amostras com alta absor¢do ou que induzem um espalhamento de luz significativo.

(Matos et al., 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste topico os resultados experimentais obtidos sdo dispostos, seguidos por
discussdes sobre as possiveis interpretacdes. Todos os dados foram tratados utilizando o

software ORIGIN® versao 7, com licenga universitaria.

5.1 RESULTADOS DE DSC

Na calorimetria diferencial de varredura (DSC), sdo monitoradas as transi¢oes de fase
do DNA, passando de uma dupla fita para duas fitas simples. Outrossim, a transi¢cao de fase de
macromoléculas, como proteinas e DNA, ¢ extremamente dependente de interagdo entre os
seus mondmeros, bem como do pH do meio, forga idnica e interagdes com moléculas exdgenas.
Assim, a técnica de DSC ¢ apropriada para investigar a interagdo DNA-peptideo (Duguid et

al., 1996; Manyanga, 2016).

Através da andlise dos perfis de DSC, ¢ possivel obter dados como: a entalpia de
transi¢do de fase (4H), que € obtida pela integragdo do termograma de DSC; a temperatura de
transicao de fase (7,), correspondente ao valor méximo de 4Cy; e a largura a meia altura da
banda (AT72), que representa a cooperatividade da transicdo de fase (Heimburg, 2007;

Manyanga, 2016).

A Figura 17 exibe os termogramas de 250 pmol L' de DNA na auséncia e na presenca
de diferentes concentracdes de Hs02. Em temperaturas abaixo da banda calorimétrica, o DNA
esta em conformacao de dupla fita, enquanto em temperaturas apos a banda de fase, o DNA
esta separado em duas fitas simples, provavelmente devido a perda das ligagdes de hidrogénio
que mantém os pares de base nitrogenados unidos. A fase mais estdvel do DNA a uma dada

temperatura sera aquela que corresponder a um minimo na energia livre de Gibbs do sistema.
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[Hs02] umol L

ACp (kcal mol™ °C™)

Temperatura ("C)

Figura 17 - Termograma de DSC de uma solugdo de DNA (250 umol L) em tampdo (HEPES 10 mmol L™, EDTA

1 mmol L, NaCl 50 mmol L, pH 7,4) na auséncia e na presenga de diferentes concentragbes de Hs02.

A Tabela 4 apresenta os dados termodinamicos obtidos pela andlise dos resultados da

calorimetria diferencial de varredura, representados na Figura 17.

[Hs02] pmol L' | 7, (°C) | 4H (kcal mol') | ATz (°C)
0 81,1 7,5 8,7
2 80,3 7,5 8,2
4 80,9 7.9 9,0
10 81,1 7,7 8,36
20 81,7 7,7 11,0
30 82,0 2,6 10,3
40 88,9 2,5 8,2

Tabela 4: Parametros termodindmicos obtidos através da andlise dos termogramas de DSC (Fig. 18).
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A temperatura de transi¢ao de fase do DNA, sem adi¢cao de Hs02, ocorre em 81,1 °C
(Fig. 17). A entalpia de transi¢do de fase neste ponto tem o valor de 7,5 kcal mol™! e a banda
calorimétrica apresenta uma largura a meia altura (477,) igual a 8,7 °C (Tabela 4). Importante
ressaltar que A7, representa a cooperatividade da transi¢do de fase do sistema, sistemas
lipidicos podem apresentar 47,2~ 0,1 °C, enquanto macromoléculas como proteinas ¢ DNAs

apresentam tipicamente 47;,,~10 °C (Prenner e Chiu 2011).

Os parametros termodinamicos da desnaturagdo do DNA dependem de diversas
condig¢des, como pH, forca idnica e caracteristicas do proéprio DNA, como tamanho e tipo
(sequéncias, DNA gendmico ou plasmideo). Por exemplo, solugdes de DNA com [NaCl] = 8
mmol L (baixa forga i6nica) apresentam uma 7,, de aproximadamente 70 °C, enquanto
solugdes de alta forga idnica ([NaCl] = 120 mmol L) apresentam uma 7,, de cerca de 90 °C

(Olsen et al. 2016).

As alteragdes termotropicas do DNA sdo dependentes da concentragdo de Hs02 (Fig.
17). Concentragdes de Hs02 < 10 umol L™ induzem pequenas alteragcdes com a 7y, AH € AT 1,2
quase constantes. A presenca de 20 pmol L™ induz um pequeno aumento na 75, € um aumento
significativo na AT, J& concentragcdes acima de 20 pmol L' induzem um significativo
aumento na 7,, € 47> com uma significativa reducao na 4H (Tabela 4). O aumento na 75, pode
estar associado a neutralizagdo das cargas negativas dos fosfatos no esqueleto do DNA pela
ligacdo com o peptideo Hs02. Esse efeito ¢ semelhante ao aumento da forga idnica e a
subsequente blindagem das cargas dos fosfatos pelos contraions da solucao (Olsen et al. 2016).
Por fim, solugdo de DNA na presenca de 50 umol L™ de Hs02 ndo apresentou banda de
transicao calorimétrica. Devido ao alto nivel de ruido nos dados e para otimizar a visualiza¢ao
da Figura 17, o traco de DSC obtido para a solu¢do de DNA com 50 pumol L' foi

desconsiderado neste trabalho.

5.2 RESULTADOS DA FE

O ITAP Hs02 apresenta um residuo de triptofano (W) na segunda posi¢do de sua
estrutura primaria (KWAVRIIRKFIKGFIS-NH;). Como o triptofano ¢ um aminoacido
naturalmente fluorescente, ele foi utilizado neste estudo como sonda intrinseca para investigar

a interacdo entre o Hs02 e o DNA.
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A Figura 18 exibe os espectros de emissao do Hs02 em solucao tampao, mimetizando

o pH fisioldgico, na auséncia e em diversas concentracdes de DNA.
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Figura 18 - Espectro de fluorescéncia do peptideo Hs02 (10 umol L) em solugdo aquosa (10 mmol L"* HEPES,
Immol L' EDTA, 50 mmol L' NaCl, pH 7,4) na auséncia e na presenca de diferentes concentragées de DNA. Aexc

=295 nm (4s linhas tracejadas sdo somente guias visuais).

O DNA apresenta um perfil de absor¢ao ja caracterizado, com uma banda em 260 nm
devido a presenca de grupos cromoéforos localizados nas bases nitrogenadas (Barra, 2015).
Dessa forma, ao expor o DNA a concentracdes diferentes de um possivel agente de ligagao,

nesse caso o Hs02, sdo observadas mudangas em seu espectro de absorcao.

A fluorescéncia estaciondria fornece informagdes sobre a nanorregido da sonda
fluorescente, no presente caso, o residuo de W na cadeia peptidica do Hs02. Em solugao
aquosa, o espectro de emissao do Hs02 tem um maximo em 357 nm (Valeur, 2002). Quando o
Hs02 ¢ titulado com DNA, um aumento na intensidade de fluorescéncia € registrado (Fig. 19),
com um pequeno deslocamento para menores comprimentos de onda (Figura 18, seta
tracejada). Sob concentragio saturante de DNA ([DNA] ~ 100 umol L), observa-se que a
intensidade maxima de fluorescéncia ocorre em 350 nm, um deslocamento de 7 nm em relagao

a emissao do peptideo em tampao.
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Intrigante observar que se trata de um pequeno deslocamento para o azul,
possivelmente indicando que o W continua exposto nas moléculas do solvente e nao se adentra
muito na dupla hélice. Comparativamente, Vignoli Muniz et al. (2020) estudando o peptideo
antimicrobiano K°WSHylin, observou, sob condi¢des saturantes de DNA, um deslocamento
para o azul de 17 nm, apontando que o W no peptideo K°W®Hylin se encontra inserido na dupla

hélice, regido mais hidrofobica do DNA.

O aminodcido triptofano (W) ¢ o segundo residuo presente na sequéncia primaria de
Hs02 ("K*WAVRTIR'KFIK*GFIS-NH>), seguindo imediatamente apds uma lisina (K) com
carga parcial positiva. Uma explicagdo plausivel para o pequeno deslocamento observado ¢ a
ideia de que essa ponta positiva do Hs02 est4 sendo atraida por forgas eletroestaticas, que sao
advindas da carga residual negativa presente no grupamento fosfato (PO4) do esqueleto do
DNA, inviabilizando o residuo de triptofano (W) de se inserir na regido hidrofébica da dupla

hélice de DNA.

As informacgdes obtidas por FE fornecem uma média dos dados (Lakowicz, 2006)
sobre a nanorregiao do residuo de triptofano no peptideo Hs02. Portanto, o restante do peptideo
pode estar intercalado na dupla fita, sendo necessarias outras abordagens experimentais para
investigar esse fendmeno. Ademais, a associagdo com o DNA aumenta o rendimento quantico
de fluorescéncia (@) do peptideo Hs02, indicando uma redugdo das taxas de decaimento ndo
radiativo (k»-), 0 que pode estar associado a maior restricdo de movimento de um fluor6éforo

(W) associado a uma macromolécula como o DNA.

5.3 RESULTADOS DA FRT

A fluorescéncia resolvida no tempo (FRT) permite determinar os tempos de vida do
estado excitado (7) de um fluoroforo. Os tempos de vida de fluorescéncia sdo uma “impressao
digital” da molécula, sendo dependentes da estrutura do fluoro6foro e das interagdes com a sua
vizinhanga (Lacowicz, 2006). Esse intervalo de tempo ¢ extremamente sensivel, dependendo
das interagdes - intramoleculares e/ou intermoleculares — e dos graus de mobilidade do

fluoro6foro.

A Figura 19 exibe o decaimento da fluorescéncia do peptideo Hs02 (10 pmol L) em
solugdo tampao com algumas concentragdes de DNA. Os valores de concentracio de DNA
iguais a 4 umol L' e 75 umol L' foram suprimidos do grafico para melhor observacgdo das

cores, mas seguem descritos na Tabela 5.
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Figura 19 - Decaimento de fluorescéncia do peptideo Hs02 (10 umol L) em solucdo tampéo (10 mmol L™
HEPES, 1 mmol L'EDTA, 50 mmol L' NaCl, pH 7,4) na auséncia e em presenga de crescentes concentragées de
DNA. Aexe = 284 nm e Aemissao = 356 nm.

O modelo de decaimento biexponencial (Eq. 14) foi empregado para ajustar todos os
dados experimentais (Lacowicz, 2006), seguindo o critério estatistico 0,95 < y? < 1,35. Os

resultados dos ajustes estdo exibidos na Tabela 5, fornecendo dois tempos de vidas: 11 (tempo

curto de vida), e 12 (tempo longo de vida).

[DNA] pmol L-! at 71 (ns) a2 72 (ns) X2
0 0,0754 1,443 0,0776 2,800 1,15

2 0,0731 1,329 0,0774 2,833 1,08

4 0,0856 1,534 0,0625 3,052 1,18

10 0,1012 1,711 0,0428 3,699 1,12

20 0,1169 1,809 0,0405 4,341 1,12

50 0,0980 1,698 0,0510 4,808 1,20

75 0,0986 1,771 0,0524 4,946 1,07

100 0,0979 1,780 0,0519 4,936 1,18

Tabela 5 — Resultados dos ajustes ndo lineares das curvas de decaimento de fluorescéncia, conforme figura 19.
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Conforme o grafico de decaimento de fluorescéncia (Fig. 19 e Tabela 5), a associacao
do peptideo com DNA induz um aumento nos tempos de vida do residuo de W presente na
sequéncia primdria do Hs02, em consonancia com os resultados apresentados no topico de FE
(Fig. 18), correlacionando diretamente o tempo de vida e o rendimento quantico de

fluorescéncia.

Os respectivos crescimentos no tempo de vida e no rendimento quantico de
fluorescéncia podem ter relagdo com a reducdo nas taxas de decaimento ndo-radiativo quando

um fluoroforo se associa a uma macromolécula.

5.4 DETERMINACAO DA CONSTANTE DE ASSOCIACAO

Visto que as técnicas de fluorescéncia avaliadas perceberam certa interagdo entre
Hs02 e o DNA, ¢ interessante encontrar uma medida quantitativa que represente a forga de tal
interacao. O valor ¢ util para comparar moléculas com estruturas diferentes, bem como para

indicar os meios de ligagao ao DNA.

Para encontrar a constante de associagdo (Kj,), assume-se que a interagdo entre o

peptideo Hs02 e o DNA seja descrita pela seguinte reagao:

Hs02 + DNA = Hs02_DNA (15)

No qual também ¢ assumido que todo o Hs02 presente na amostra esta associado ao

DNA ou disperso em solucdo. A constante de associacao (K») dessa interagdo seria:

_ [Hs02_DNA] (16)
b~ [Hs02] x [DNA]

Além disso ¢ utilizado o modelo de sitio tinico de ligagdo como premissa para
determinar a constante de associacdo (Kp) entre o Hs02 ¢ o DNA (Bisswanger, 2017).
Considerando que ha conservagdo da concentracdo de Hs02, durante a titulagdo com DNA,
encontra-se:

(I-1) Ky[DNA] (17)
(Imax_lo) B 1+Kb[DNA]
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Sendo Iy, I, e Inax as propriedades espectroscopicas do peptideo, em que: Iy ¢ a
intensidade de fluorescéncia, em 350 nm, ou o tempo de vida longo do peptideo na auséncia
de DNA; 7 a intensidade de fluorescéncia, em 350 nm, ou o tempo de vida longo do peptideo
na presenca de certa concentragdo de DNA; e /. ¢ a intensidade de fluorescéncia, em 350 nm

ou o tempo de vida longo em condicdes saturantes de DNA.

A Figura 20 exibe a variagdo relativa dos parametros espectroscopicos do peptideo
Hs02 em fungdo da concentragdo de DNA. A curva exibe pontos experimentais das duas
técnicas de fluorescéncia, descritas em intensidade de fluorescéncia obtida da FE (azul) e
tempo de vida longo obtido da FRT (laranja). Utilizando a Eq. 17 e o software ORIGIN, curvas

foram tracadas com base nos melhores resultados dos ajustes ndo-lineares.

Intensidade de Fluorescéncia (350 nm)
v Tempo de vida longo y

0 20 40 60 80 100

[DNA] pmol L

Figura 20 - Variacdo relativa dos parametros espectroscopicos. intensidade de fluorescéncia em 350 nm
(triangulo azul) e tempo de vida longo (circulo laranja) do peptideo Hs02 em fun¢do da concentra¢do de DNA.

As linhas continuas sdo os ajustes ndo lineares realizados utilizando a Eq. 17.
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Os resultados dos ajustes lineares podem ser visualizados na Tabela 6.

Técnica Experimental | Kp (L mol ) x?
FE @+1) < 10* | 0,96
FRT (5+1)x10* | 0,97

Tabela 6 — Resultados dos ajustes ndo lineares dos dados experimentais (Fig. 20) utilizando a Eq. 17.

Ambas as técnicas experimentais revelaram uma consideravel afinidade entre o
peptideo e 0 DNA, com um K} da ordem de 10* L mol™!, ademais, os valores sdo os mesmos se

considerados as barras de incerteza (Tabela 6).

A literatura descreve valores de constante de ligacdo no intervalo 10* a 10° L mol™!
como possiveis agentes intercaladores de DNA, enquanto valores entre 10° ¢ 10° L mol™
geralmente indicam que os agentes se ligam a um dos sulcos do DNA, sulco menor ou sulco
maior (Almeida et al., 2017). Os resultados de FE (Fig. 18) indicam que residuo de triptofano
esta ancorado ao esqueleto de DNA, porém nao temos informagdes sobre restante do peptideo.
Julgando pelos valores de Ky, o restante do peptideo pode estar intercalado na dupla hélice.
Além disso, ¢ importante ressaltar que moléculas podem se associar ao DNA por mais de um
modo de ligagao (Vignoli Muniz et al., 2020). Para maior clareza, a Figura 21 classifica os
tipos de interagdo em seis categorias: atragao eletrostatica, interacao com sulco maior, interagao
com sulco menor, intercalagdo entre as fitas, intercalagdo através dos sulcos e dupla-

intercalagdo.
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Atracao eletrostatica Interacdo com sulcomaior  Interacao com sulco menor

Figura 21 — Seis tipos de interacées ligantes-DNA. Fonte: Adaptada do DNA binding and Topoisomerase
inhibition: How can these mechanisms be explored to design more specific anticancer agents? 2017.

Portanto, como as constantes de associa¢do encontradas neste trabalho apresentam
valores intermedidrios, sdo necessarios estudos adicionais para determinar com exatidao os

modos de associagao entre Hs02 e o DNA.
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6 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos de interacdo DNA-Hs02 revelaram descobertas significativas. Os
resultados de DSC apontam que o incremento da concentracdo de Hs02 afeta a transicdo de
fase do DNA, deslocando paulatinamente o pico de transicdo de fase (77,) para maiores
temperaturas, sugerindo que a associagdo com o peptideo hexacationico estd neutralizando as
cargas negativas do grupamento fosfato do esqueleto do DNA. Além disso, em altas
concentragdes de Hs02 (50 pmol L), a auséncia de um pico de transi¢io de fase sugere a

desestabilizacdo do DNA e sua possivel desnaturacao.

Na FE, observa-se um aumento no rendimento quantico de fluorescéncia do Hs02 pela
associagao com o DNA. Ademais, sob condi¢des saturantes de DNA, observa-se um pequeno
deslocamento do espectro de emissdo para menores comprimentos de onda, de 356 nm para
350 nm. Isto indica que o residuo de triptofano associado ao DNA ainda continua exposto as
moléculas de solvente, ainda sujeito a relaxacdo dipolar. Isto possivelmente decorre da forte
atracdo eletrostatica entre as cargas positivas na por¢ao N-terminal, do primeiro residuo de
lisina (K") e o grupamento fosfato (PO4’) presente no DNA. Isto sugere que Hs02 esteja

"ancorado" no esqueleto do DNA, sem a inser¢do profunda do triptofano (W) na dupla hélice.

O decaimento de fluorescéncia mostrou um aumento nos tempos de vida do estado
excitado do triptofano do Hs02 na presenca de DNA, corroborando com os resultados da FE.
O aumento nos tempos de vida pode ser devido a reducdo nas taxas de decaimento ndo-

radiativo quando o Hs02 est4 associado ao DNA.

Foram determinadas as constantes de associagao (Kb): Kb =(4 + 1) x 10* L mol™" e
Kb=(5+1)x 10* L mol utilizando alteracdes espectrais observadas pelas técnicas FE e FRT,
respectivamente. Estes valores podem indicar além de uma associagdo eletrostatica, mas
também podem indicar que o peptideo pode se intercalar na dupla fita de DNA. Para determinar
com exatiddo os modos de ligacio do peptideo Hs02 ao DNA sdo necessarias outras

abordagens experimentais.

As informacgdes obtidas neste trabalho podem ter implicagdes significativas para a
compreensdo da acdo biologica do Hs02, o seu modo de agdo. Outrossim, as informagdes
obtidas podem auxiliar no desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes € menos toxico,
assim como podem ser relevantes para um possivel mecanismo de entrega de material genético

a células-alvos.
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