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RESUMO

Peptideos intragénicos (IAPs), formados por fragmentos de proteinas, apresentam
propriedades anti-inflamatérias e antibioticas. Para estudar suas interacdes com
membranas bioldgicas, foram utilizadas vesiculas unilamelares grandes (LUVS) de
DPPC para mimetizar membranas de mamiferos saudéaveis, e uma mistura de DPPC
e POPS para representar membranas tumorais. A técnica de Ressonancia
Paramagnética Eletrénica (EPR) foi utilizada para caracterizar termoestruturalmente
esses modelos de membranas e monitorar as alteracdes induzidas pelos peptideos
Hs02 e 13.2. O peptideo 13.2 mostrou uma interacdo modesta, afetando
principalmente a regido central da bicamada DPPC na fase gel e aumentando a fluidez
da membrana POPS na fase fluida. Essas observagbes sugerem uma afinidade
limitada por membranas lipidicas, com interacdes em regides especificas e sob
condic¢Bes particulares. Ja o peptideo Hs02 demonstrou uma interacdo modulada pela
fase lipidica e composicdo da membrana, influenciando tanto o empacotamento
guanto a fluidez em diferentes regides, sugerindo um potencial de interacdo seletiva

com membranas bioldgicas e impacto nas suas propriedades fisico-quimicas.

Palavras-chave: Membranas modelo; Peptideos antimicrobianos; Ressonancia

Paramagnética Eletronica.



ABSTRACT

Intragenic peptides (IAPs), formed from protein fragments, exhibit anti-inflammatory
and antibiotic properties. To study their interactions with biological membranes, large
unilamellar vesicles (LUVs) composed of DPPC were used to mimic healthy
mammalian membranes, and a mixture of DPPC and POPS was used to represent
tumor membranes. The technique of Electron Paramagnetic Resonance (EPR) was
employed to thermostructurally characterize these membrane models and monitor the
structural changes induced by peptides Hs02 and 13.2. Peptide 13.2 showed modest
interaction, primarily affecting the central region of the DPPC bilayer in the gel phase
and increasing the fluidity of the POPS membrane in the fluid phase. These
observations suggest a limited affinity for lipid membranes, with interactions occurring
in specific regions under particular conditions. In contrast, peptide Hs02 exhibited
interaction modulated by lipid phase and membrane composition, influencing both the
packing and fluidity in different regions of the bilayer. This behavior suggests a
potential for selective interaction with biological membranes, impacting their
physicochemical properties.

Keywords: Model membranes; Antimicrobial peptides; Electron Paramagnetic

Resonance.
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INTRODUCAO

1.1 Resistencia Antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana (RAM) € um fenbmeno pelo qual
microrganismos, como bactérias, virus, fungos e parasitas, adquirem a
capacidade de resistir aos efeitos de medicamentos que antes eram eficazes no
tratamento de infec¢cdes causadas por esses microrganismos. Uma estimativa
critica realizada pela OMS avalia que até 2050, cerca de 10 milhdes de mortes
serdo causadas por infec¢des causadas por RAM (ALEKSHUN; LEVY, 2007). A
RAM representa um dos mais graves desafios de saude publica global
atualmente. O uso excessivo e, em muitos casos, inadequado de antibidticos,
aliado a interrupcao prematura dos tratamentos, permite que 0s microrganismos
sobrevivam, adquiram resisténcia e continuem a se proliferar, agravando o
problema.

Por exemplo, durante a pandemia de COVID-19, a RAM aumentou devido
ao uso excessivo de antibioticos. A doenca é causada pelo coronavirus, SARS-
CoV-2, um virus com RNA identificado pela primeira vez no final de 2019, apds
um surto de pneumonia na China (WANG et al., 2020). Devido a esse quadro
clinico especifico, os médicos muitas vezes prescrevem antibidticos para tratar a
infeccdo, mesmo que nao confirmem uma infeccdo bacteriana, porque o0s

sintomas sdo semelhantes aos da pneumonia bacteriana (CORREA et al., 2022).

1.2 Peptideos antimicrobianos

Peptideos sdo moléculas formadas por cadeias de aminoacidos, com o seu
tamanho variando tipicamente entre de dois a setenta aminoacidos. Cada
peptideo possui uma sequéncia especifica que determina suas caracteristicas. A
estrutura priméaria descreve a ordem dos aminoacidos na cadeia, enquanto a
estrutura secundaria refere-se a organizacdo espacial dessas cadeias, incluindo
as estruturas mais comuns, como a-hélices e B-folhas (BAHAR; REN, 2013).

Entre as varias categorias de peptideos, destacam-se o0s peptideos
antimicrobianos (AMPs). AMPs sao geralmente carregados positivamente quando
em pH fisiol6gico e sdo produzidos por uma ampla gama de organismos (KANG

et al., 2014). Eles atuam como mecanismos de defesa de eucariotos superior e
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sua versatilidade tem sido destacada para uso em terapias combinadas com
outros antibioticos, proporcionando um tratamento mais eficiente (ZHU et al.,
2014).

Os peptideos podem ter diversas aplicacdes interessantes, como 0 uso
mencionado anteriormente como agentes terapéuticos, além de atuarem como
vetores para a entrega de farmacos e material genético em células vivas
(HORVATI et al., 2017). Desta forma, podem desempenhar papéis importantes
em diversos processos celulares. Um peptideo que combine alta capacidade de
penetragéo intracelular com atividade antimicrobiana e baixa citotoxicidade em
células humanas pode potencializar o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (HORVATI et al., 2017).

Os AMPs, apesar de sua grande diversidade, compartilham algumas
caracteristicas comuns: apresentam uma alta concentracdo de residuos
hidrofobicos e cargas positivas em pH fisioldgico, o que lhes confere propriedades
anfifilicas e catidnicas.(OMARDIEN; BRUL; ZAAT, 2016). Na literatura ja foi
descrito diversas atividades para diferentes AMPs, como a¢des antifungicas, anti-
inflamatorias, antitumorais, antivirais, antiparasitarias, entre outras (HUAN et al.,
2020). No entanto, a maioria dos AMPs sdo conhecidos por sua capacidade
bactericida, inibindo o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (BECHINGER; ZASLOFF; OPELLA, 1993; HUAN et al., 2020).

Os AMPs desempenham um papel crucial na defesa de diversos
organismos. Devido a sua natureza anfifilica e catidnica, propfe-se que os AMPs
atuem preferencialmente sobre lipidios acidos presentes na monocamada
externa de membranas procarioticas e de células tumorais (ZHANG; GALLO,
2016). Durante essa interacdo, as cadeias laterais dos AMPs se organizam em
regides distintas dentro da estrutura enovelada, geralmente formando estruturas
como hélices a e folhas . Estas estruturas se inserem na membrana plasméatica
dos alvos, o que pode levar a sua ruptura e, consequentemente, a morte das
células (BECHINGER; ZASLOFF; OPELLA, 1993; WANG; LI; WANG, 2016).

As interacdes entre AMP com a membrana ndo se baseia somente em uma
sequéncia especifica de aminoacidos, mas resultam de uma combinacéo de
propriedades fisico-quimicas e padrbes estruturais, como o tamanho, a

composicdo de residuos, a carga liquida total, a estrutura secundaria, a
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hidrofobicidade e o carater anfifilica tanto dos peptideos quanto das membranas
AMPs de adotar conformagfes anfipaticas ou anfifilicas, muitas vezes induzidas
pela interagcdo com membranas lipidicas (POWERS; HANCOCK, 2003), permite
que as cadeias laterais catidnicas/hidrofilicas e hidrofébicas se organizem em
regides ou faces distintamente opostas na estrutura enovelada. Estas formas
parecem ser cruciais para a insercao e ruptura da membrana. Este mecanismo
fisico simples de acédo contribui para uma baixa propensdo ao desenvolvimento
de resisténcia bacteriana (CAO et al., 2023).

Diversos mecanismos de acdo de peptideos bioativos tém sido propostos,
os peptideos membrano-ativos sdo conhecidos por se associarem a membrana
plasmatica de seus alvos, considerando a acdo de peptideos com alta
seletividade para a membrana de bactérias e células tumorais, tem se proposto
gue o processo comeca com a ligacdo dos AMPs a membrana celular através de
interacOes eletrostaticas entre as regides catidnicas dos peptideos e os lipidios
aniénicos presentes na membrana, 0 mecanismo de interacdo desses AMPs com
a membrana celular é o primeiro passo para a invasado do citosol (LE; FANG;
SEKARAN, 2017). Esta interacdo pode desestabilizar a estrutura da bicamada
lipidica, permitindo que os peptideos penetrem e formem poros ha membrana.
Esses poros rompem a bicamada lipidica, causando o vazamento de ions,
pequenas moléculas e até mesmo do conteudo celular, levando a morte celular
(ZHANG; GALLO, 2016).

Pesquisadores da UnB desenvolveram uma metodologia para identificar
sequéncias de aminoacidos dentro do proteoma animal que, quando isoladas,
podem resultar em peptideos bioativos com potencial antimicrobiano e
terapéutico (BRAND et al., 2019). A estes peptideos convencionou-se chamar de
peptideos intragénicos (IPAs) (BRAND et al., 2019)

Assim foi introduzida uma abordagem baseada na filtragem in silico de
suposto fragmentos antimicrobianos, complementada por testes bioldgicos e
biofisicos, permitindo classificar os peptideos em grupos com diferentes graus de
afinidade por membranas bioldgicas e selecionar novas sequéncias de peptideos
bioativos codificadas em proteinas maiores. Foi utilizado o Kamal, um software

exploratorio, como ferramenta principal para descobrir essas sequéncias
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antimicrobianas encriptadas, com base na semelhanca fisico-quimica com AMPs
ja conhecidos (BRAND et al., 2012; NUNES, 2023).

1.2.1 Peptideo Hs02.

O Hs02 (KWAVRIIRKFIKGFIS-NH3) € derivado da proteina humana miosina
1h ndo convencional (NP_001094891.3), este peptideo foi descoberto utilizando-
se o software Kamal. O Hs02 é composto de 16 residuos de aminoacidos e com
extremidade amidada, apresenta seis cargas positivas em pH fisiolégico.

Dados de dicroismo circular mostraram que o Hs02 esté desestruturado em
solugcéo aquosa, entretanto em presenca de micelas e bicamadas lipidicas exibe

uma estrutura secundaria em a-hélice (NUNES, 2023).

KWAVRIRKFIKGET

HN___NH

NH; / NH;

Figura 1: Estrutura priméria do peptideo Hs02. Diferentes cores foram utilizadas para destacarem
os diferentes residuos que compde o peptideo este peptideo. Fonte: (NUNES, 2023)

O peptideo Hs02, juntamente com outros IPAs, foram testados contra uma
variedade de microrganismos patogénicos humanos. Peptideos provenientes da
pele de anuros, como Asc08 e DS01, foram utilizados como controles, junto com
agentes antifungicos e antibiéticos comerciais de referéncia. Entre todos os
peptideos avaliados, o Hs02 se destacou como o0 mais potente contra todos os
microrganismos testados, superando até mesmo os AMPs de controle. Além
disso, o Hs02 foi o Unico peptideo a demonstrar atividade inibitoria significativa
contra P. aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa, sugerindo um amplo espectro
de atividade antimicrobiana. (BRAND et al., 2019).

Além do mais, foi avaliado o efeito hemolitico do Hs02 em eritrOcitos
humanos. O efeito hemolitico é a capacidade do agente de causar a ruptura das
células vermelhas do sangue, levando a liberacdo de hemoglobina no meio

circundante. Este teste mede a toxicidade e indica se 0 composto pode danificar
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células sanguineas humanas (BRAND et al.,, 2019). Os resultados obtidos
mostraram que o Hs02 reduziu a viabilidade em macréfagos primérios para 50%
e ndo apresentaram apoptose ou necrose significativas (BRAND et al., 2019).
Com o intuito de manter a atividade antimicrobiana e reduzir o seu efeito
deletério sobre células humanas, trés peptideos analogos ao Hs02 foram
sintetizados e suas atividades antimicrobianas foram testadas contra diversos
microrganismos. Cada anélogo teve trés residuos removidos de diferentes
regioes do Hs02, as modificagbes resultaram em uma reducdo de

aproximadamente uma volta nas a-hélices (NUNES, 2023).

Tabela 1: Informacg@es sobre a estrutura do peptideo Hs02 e seu analogos.

Peptideo Sequéncia Massa monoisotdpica (Da)
Hs02 KWAVRIIRKFIKGFIS - NH» 1960.214
13.1 VRIIRKFIKGFIS - NH: 1575.003
13.2 KWAVRIIRKFIKG - NH» 1613.030
10.0 VRIIRKFIKG - NH: 1227.818

Fonte: (NUNES, 2023)

Foi avaliado as diferencas nas atividades antimicrobianas entre o Hs02 e
seus analogos, testando-os contra trés linhagens de bactérias e duas de
leveduras para determinar suas concentragdes inibitorias minimas (MICs). Em
todos os ensaios, a atividade antimicrobiana do Hs02 foi de 8 a 64 vezes superior
a de seus analogos, indicando uma possivel dependéncia estrutural para sua
eficacia antimicrobiana (NUNES, 2023). Estes resultados sugerem que a
atividade do Hs02 pode estar relacionada ao seu tamanho, uma vez que todos

0s analogos apresentaram valores de MIC mais elevados.

1.2.2 Peptideo 13.2

O peptideo 13.2 (KWAVRIIRKFIKG-NH2) € um analogo do Hs02, com a
mesma carga, mas com a remocdo dos 3 residuos do C-terminal, conforme
ilustrado na Tabela 1. Em testes comparativos com o Hs02, o dicroismo circular
revelou que a retirada 3 aminoacidos foi determinante para a auséncia de
estrutura definida da molécula na presenca das vesiculas estudadas. Os motivos
dessas variagOes podem estar relacionados tanto com a redug¢ao do tamanho do
peptideo, quanto com a reducdo de hidrofobicidade, levando a conclusdo que

ndo apenas a composicao de aminoacidos da estrutura primaria é crucial para a
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interacdo com membranas zwitteribnicas, mas também o tamanho do peptideo.
Isto é destacado pelo fato de que AMPs com atividade antimicrobiana potente e
compostos por 10 a 13 residuos de aminoacidos sdo pouco comuns. Além disso,
nos testes de toxicidade, o peptideo 13.2 demonstrou uma reducéo significativa
na citotoxicidade devido a remogéo de uma das terminagdes do Hs02 (NUNES,
2023).

O peptideo 13.2 foi utilizado como modelo para otimizacdo do Hs02 no
desenvolvimento e sintese de novos andlogos. Sua menor atividade
antimicrobiana, possivelmente relacionada a reducdo do tamanho em
comparacao com o peptideo original, destacou aspectos importantes para ajustes

estruturais (NUNES, 2023).

KWAVRIIRKFIK
HaMo_ _NH

!f.
HN==5
NH;

Figura 2: Estrutura primaria do peptideo 13.2. Diferentes cores foram utilizadas para destacarem
os diferentes residuos que compde este peptideo. Fonte: (NUNES, 2023)

1.3 Estudo com membranas modelo

As membranas biolégicas sdo estruturas muito complexas (Fig. 3) e
dinAmicas, essenciais para a vida celular. Elas desempenham um papel
fundamental na divisao e protecao celular, além de permitirem a comunicacao e
o transporte seletivo de substancias entre o meio intracelular e 0 meio externo
(SIMONS; SAMPAIQ, 2011). Consiste principalmente em uma bicamada lipidica
assimétrica contendo diferentes moléculas (Fig. 3). Esta bicamada é composta
por lipidios anfipaticos, como fosfolipidios e esfingolipidios, que possuem uma
cabeca polar, que interage com o meio, e caudas apolares que estdo contidas na
bicamada, que criam a famosa barreira semipermeavel. A bicamada ¢é fluida e

flexivel, o que permite que lipidios e outras moléculas se movam lateralmente, o
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gue é muito importante para a funcionalidade da membrana(SIMONS; SAMPAIO,
2011).

Fluido extracelular

Canal proteico
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Figura 3: Representacdo da membrana de uma célula eucarittica. Fonte: Neupe, UFPR.

Diante dessa complexidade, torna-se desafiador obter informacdes sobre a
acao de uma molécula especifica com um dado componente de membrana
plasmatica. Assim, sdo utilizadas em estudos membranas modelos, vesiculas
compostas por uma mistura de lipidios especificos, que permitem um controle
preciso da composicdo das membranas e de suas propriedades fisico-quimicas.
Gracas a uso de membranas modelos é possivel reproduzir com exatidao as
condi¢cBes experimentais, garantindo assim que os resultados sejam comparaveis
entre os experimentos (HUANG, 2000; MATSUZAKI, 2009). Embora mais
simples, as membranas séo projetadas para mimetizar as caracteristicas mais
importantes das membranas bioldgicas reais, como carga, fluidez e organizacao
lipidica. Isto permite que a interacdo seja estudada em um ambiente simplificado
gue permanece biologicamente relevante (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK,
2006; MATSUZAKI, 2009).

Sistemas lipidicos podem existir em varias fases sendo as mais comuns a
gel e afluida. A transicao entre as fases gel e fluida depende das interacfes entre
os lipidios e de suas caracteristicas, como a natureza da cabeca polar e o
comprimento das cadeias apolares (HEIMBURG, 2007). Em lipidios saturados, a
temperatura de transicdo de fase tende a aumentar com o comprimento das
cadeias de carbono (HEIMBURG, 2007).
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Figura 4: Representacdes do comportamento dos lipideos na bicamada nas fases solida e gel,
respectivamente apresentadas. Fonte: Adaptada de Heimburg (2007).

1.3.1 Modelo de membrana cancerosa

O desenvolvimento do cancer pode ter uma ligacdo genética, sendo
caracterizado por uma proliferacdo celular descontrolada (ALVES et al., 2016).
Nesta condicdo, as ceélulas de divisdo acelerada necessitam de varias
biomoléculas, como acidos graxos e lipidios de membrana, para atender as suas
demandas (HSU; SABATINI, 2008). As células cancerosas exibem diversas
caracteristicas quimicas, estruturais, metabolicas e biofisicas que as diferenciam
das células normais.

A maioria dos medicamentos visa macromoléculas para matar as células
cancerigenas. Em doencgas como o cancer, durante a transformacéo das células
em malignas, ocorrem alteracfes nos sistemas lipidicos e nas propriedades da
membrana, podendo aumentar a resisténcia das células tumorais as terapias
atuais (PEETLA et al., 2010).

Nessas circunstancias, muitos farmacos anticancer tém seus efeitos
terapéuticos influenciados pelo ambiente das membranas tumorais. As
implicacbes dos parametros biofisicos das membranas na interacdo entre esses
farmacos e a membrana celular podem ser bastante significativas,
desempenhando um papel crucial no desenvolvimento de novos medicamentos
(HOLOHAN et al., 2015; LLADO et al., 2014).

As membranas celulares sdo estruturas dindmicas e complexas, com
fosfolipidios distribuidos de maneira assimétrica na bicamada lipidica. Esta
assimetria € mantida e finamente controlada pela maquinaria celular (OHMANN
et al., 2018) . As propriedades fisico-quimicas das membranas biolégicas podem

modular a penetracdo dos farmacos, a conformacéo, a localizacdo dentro da
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membrana e, assim, o efeito do farmaco no alvo terapéutico (HENDRICH,;
MICHALAK, 2003). Ao utilizar membranas modelos, podemos, escolhendo os
lipidios apropriados, compreender como as caracteristicas das membranas
impactam na interagdo com um dado farmaco, sendo esses modelos
fundamentais para entender as interacées em nivel molecular (ALVES et al.,
2016).

As membranas celulares normais possuem uma monocamada externa
composta principalmente por lipidios zwitteridnicos, como fosfatidilcolina (PC) e
esfingomielina (SM). A monocamada interna, por sua vez, € composta tanto por
lipidios zwitteridnicos, como PC e fosfatidiletanolamina (PE), quanto por lipidios
anibnicos, como fosfatidilserina (PS) ((ZWAAL; COMFURIUS; BEVERS, 2005).
Contudo, em vérias células cancerosas, ocorre uma alteracdo na distribuicéo
assimétrica de suas bicamadas lipidica, resultando na exposicdo do PS,
carregado negativamente, na monocamada externa das membranas (RIEDL et
al., 2011). Estas mudancas na composi¢cdo das membranas tumorais podem
impactar diretamente a forma como os farmacos interagem com as ceélulas
cancerosas. A exposicao de moléculas de PS além de servirem de sinalizacéo
para o sistema imunolégico, podem também ser alvos de medicamentos
anticancer (ALVES et al.,, 2016; BIRGE et al.,, 2016; ZWAAL; COMFURIUS;
BEVERS, 2005)

Aléem das mudancas na composicdo da bicamada lipidica, que altera a
densidade superficial de carga das membranas, a fluidez da membrana também
parece ser alterada nas células cancerosas (BARITAKI et al., 2007). Estas
diferencas estruturais, biofisicas e funcionais entre as membranas de células
tumorais e saldaveis podem influenciar na atividade e/ou toxicidade e pode ser
exploradas para o desenvolvimento de medicamentos, mais eficazes e menos
toxicos (ALVES et al., 2016; MINGEOT-LECLERCQ; DECOUT, 2016).
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Normal cell membrane Cancer cell membrane

pHe 7.3~7.4 pHe 6.2-6.9

1-4-3-1-

Figura 5: Representacao de algumas caracteristicas das membranas celulares saldaveis e tumorais
em relacdo a composicéo lipidica. Fonte: (ALVES et al., 2016)

Com isso, diversas técnicas estdo disponiveis para analisar as interacdes
entre um possivel medicamento e a membranas modelo, fornecendo informacdes
tanto sobre o impacto do farmaco nas propriedades fisico-quimicas da membrana
guanto sobre a influéncia da propria membrana na atividade do medicamento
(ALVES et al., 2016).

1.4 Modificacdes de peptideos em membranas bioldgicas
1.4.1 O Peptideo KHyal

O estudo utilizando a técnica de Ressonancia Paramagnética Eletrénica
(EPR) para investigar o comportamento do peptideo KHyal em diferentes tipos
de membranas lipidicas revela diferencas notaveis nas interacbes com
membranas zwitteribnicas e aniénicas (ENOKI, 2016).

Quando interage com vesiculas compostas por membranas zwitteribnicas, 0
peptideo KHyal causa poucas perturbacdes na regido do carbono 16 da cadeia
lipidica, especialmente na fase gel da membrana. Este resultado sugere uma
interacdo superficial e limitada do peptideo com essas membranas. No entanto,
guando KHyal interage com vesiculas anibnicas, observa-se um aumento
significativo no grau de empacotamento da membrana na fase gel,

particularmente na regidao do carbono 16. Isso indica uma interagdo mais
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profunda e perturbadora em membranas carregadas negativamente (ENOKI,
2016).

Na fase gel, observou-se que na regido do carbono 5, o peptideo KHyal
aumenta a ordem das cadeias lipidicas e diminui a mobilidade dos sistemas
lipidicos, sugerindo que o peptideo causa um empacotamento mais rigido nessa
regido da bicamada. No entanto, na fase fluida, o peptideo apresenta um efeito
de fluidificacdo na regido central da bicamada, principalmente na regido do
carbono 16. A medida que a concentracéo do peptideo aumenta, ha também um
aumento no grau de empacotamento das membranas nessa regido(ENOKI et al.,
2018).

Curiosamente, na fase fluida, na regido do carbono 5, o aumento da
concentragdo do peptideo néo resultou em um aumento efetivo da ordem das
cadeias lipidicas, indicando que a influéncia do peptideo nessa regido € menos
pronunciada em comparagao com a fase gel (ENOKI et al., 2018).

Os resultados de EPR sugerem que o peptideo KHyal, quando interage com
membranas compostas por DPPC (lipidios zwitteribnicos), se localiza proximo a
superficie da membrana, perturbando de forma mais evidente a regido do
carbono 5 e afetando minimamente a regido do carbono 16. A pequena
fluidificacdo causada pelo peptideo em DPPC é atribuida a sua penetracdo na
regido da interface da membrana, afastando levemente as cadeias lipidicas no
centro da bicamada (ENOKI, 2016).

Por outro lado, quando o KHyal interage com lipidios carregados
negativamente, como o PG (fosfatidilglicerol), ele perturba tanto a regido do
carbono 5 quanto a do carbono 16, sugerindo que o peptideo pode adotar uma
posicdo transmembranar, inserindo-se mais profundamente na bicamada. Essa
interacdo mais extensa com membranas aniénicas reflete a afinidade do peptideo
por ambientes carregados negativamente, com efeitos significativos tanto na

superficie quanto no centro da membrana (ENOKI et al., 2018).

1.4.2 peptideo antimicrobiano Hylin al e analogo

Foi investigado os efeitos estruturais provocados pelo peptideo

antimicrobiano Hylin al e um analogo mais positivamente carregado sobre



2.1

20

membranas lipidicas, utilizando uma combinacédo de técnicas fisicas, sendo o
EPR uma dessas técnicas (VIGNOLI MUNIZ et al., 2022).

Os resultados indicaram que o Hylin al e o andlogo mais positivamente
carregado causam perturbacgdes significativas na estrutura da membrana, mas
de maneiras distintas. O peptideo Hylin al mostrou causar desordem na regido
central da bicamada, enquanto o analogo carregado tem um efeito mais
pronunciado na superficie da membrana, promovendo o aumento da ordem
efetivo dos sistemas lipidicos (VIGNOLI MUNIZ et al., 2022). Os peptideos da
familia Hylin al apresentaram baixa afinidade por membranas zwitteridnicas
causando poucas perturbacdes na organizacédo dessas membranas. Isso sugere
gue os peptideos podem ser seletivos para alvos bacterianos, minimizando a
toxicidade para células eucarioticas (VIGNOLI MUNIZ et al., 2020).

Foi demonstrado que o aumento da carga positiva no analogo amplifica sua
interacdo com as cabecas polares dos lipidios, resultando em perturbacdes
estruturais mais intensas, comparadas ao peptideo Hylin al original (VIGNOLI
MUNIZ et al., 2020).

OBJETIVOS

Considerando a complexidade das membranas biologicas e as diferencas
entre as membranas de células de mamiferos saudaveis e células tumorais,
utilizamos vesiculas unilamelares grandes (LUVs) compostas unicamente pelo
lipidio zwitteridnico 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) para
mimetizar membranas de mamiferos. Por outro lado, para mimetizar membranas
tumorais, foram utilizadas LUVs anidnicas compostas por uma mistura de DPPC
e do lipidio aniénico 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilserina (POPS), na
proporcao molar DPPC:POPS (9:1). Este trabalho tem como obijetivo inicial
caracterizar termoestruturalmente os diferentes modelos de membranas. Em
seguida, busca-se monitorar as alteracdes estruturais induzidas nestes modelos
por diferentes concentracées dos peptideos Hs02 e 13.2. O propésito final €

comparar as alteracdes induzidas pelos peptideos nas membranas.

Objetivos especificos

e Explorar a técnica de ressonancia paramagnética eletronica (EPR)
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e Analisar a regido da interface entre a cabeca polar e a cauda
hidrofobica

e Analisar a regido da e o carbono 16, localizado no cerne das
bicamadas lipidicas

e Monitorar as perturbacdes que os peptideos Hs02 e seu analogo 13.2

induzem nos diferentes modelos de membranas biologicas.
3 MATERIAIS E METODOS.

Nesta secao foram descritos todos 0s materiais necessarios para a execucao

bem como a o método utilizado.

3.1 Reagentes

O sal 4-(2-hidroxietil) piperazina-l-etanosulfonato (HEPES), o cloreto de
soédio (NaCl), o hidroxido de sddio (NaOH), e o acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), foram obtidos da Sigma-Aldrich. Os marcadores de spin (Fig. 6), 1-palmitoil-
2-estearoil-(5-doxil)-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (5-PCSL) e 1-palmitoil-2-estearoil-
(16-doxil)-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (16-PCSL) e os lipidios DPPC e POPS (Fig. 6)
foram adquiridos da Avanti Polar Lipids. As soluces foram preparadas utilizando

agua ultra obtida de um purificador do tipo Mili-Q.
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Figura 6: Representacdo esquematica das moléculas de (a) DPPC, (b) POPS e dois marcadores de
spin (c) 5-PCSL e (d)16-PCSL.

3.2 Preparacdes das dispersdes lipidicas

Os lipidios foram pesados e solubilizados em uma solucao de cloroférmio e
metanol (4:1, v/v). Os marcadores paramagnéticos, 5-PCSL ou 16-PCSL, foram
adicionados a solucao lipidica, nas concentracdes de 0,8 mol% e 0,3 mol%,
respectivamente, em relacdo a concentracdo total de lipidios. Entdo, a solucéo
lipidica foi submetida a um fluxo de nitrogénio ultrapuro até a completa evaporacéo
do solvente e a obtencéo de uma pelicula lipidica na parede do tubo de ensaio. Logo
em seguida, os filmes lipidicos sdo submetidos a condi¢des de baixa pressao por no
minimo duas horas a fim de garantir a total remocdo de solventes organicos
residuais.

Para a obtencéo de uma disperséo lipidica, os filmes lipidicos sdo hidratados
com tampao (HEPES 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), seguido de

intensa agitacdo com o agitador vortex.

3.3 Processo de extrusao das dispersdes lipidicas
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Neste processo, a disperséo lipidica descrita acima € colocada em um
extrusor (Fig. 7) (Avanti Polar Lipids, Inc.), no qual a dispersao é for¢cada através de
uma membrana de policarbonato (Nuclepore) com poros de 100nm de diametro. Este
procedimento € repetido 31 vezes com o objetivo de formar vesiculas unilamelares
grandes (LUVS).

i @|Avant Potar Lipids, Inc.

Figura 7: Fotografia do equipamento para a extrusdo das vesiculas.

3.4 Sintese dos Peptideos

O Hs02 e seu analogo, 13.2, foram sintetizados em laboratério pelo método
denominado Sintese de Peptideos em Fase Sdélida (CHAN; WHITE, 1999), em
seguida purificado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e
sequenciado por espectrometria de massas para identificacdo e caracterizacéo
(NUNES, 2023).

Os peptideos foram cedidos gentilmente pelo Prof. Dr. Guilherme Dotto

Brand da Divisdo de Quimica Organica da Universidade de Brasilia.

3.5 Concentracédo dos peptideos

Os peptideos foram solubilizados diretamente em tampdo, e suas
concentragfes foram determinadas por meio da absor¢ao ultravioleta do residuo de
triptofano presente na segunda posi¢ao da cadeia peptidica de ambos os peptideos.
O coeficiente de extincdo molar do triptofano a 280 nm, igual a 5500 M™ cm™, O
coeficiente de extincdo molar do triptofano a 280 nm foi utilizado, igual a 5500 M
cm™ (ANTHIS; CLORE, 2013).

Em todos os experimentos, a concentracao de lipidios foi mantida constante
e igual a 3 mM. Quando necessario, 0s peptideos foram previamente incubados por
meia hora com as vesiculas. Neste trabalho, utilizamos trés concentracfes de

peptideos: 1 mol%, 2 mol% e 4 mol%, em relacdo a concentracao total de lipidios.
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Para os experimentos de EPR, as dispersdes lipidicas sdo inseridas em um
capilar com volume aproximado de 50 pL. Todas as dispersoes lipidicas utilizadas
eram frescas, preparadas no mesmo dia dos experimentos e descartadas apos 24
horas.

3.6 Ressonéncia Paramagnética Eletronica (EPR)

3.6.1 Introducéo Instrumental

A Ressonéancia Paramagnética Eletrénica (EPR), também conhecida como
Espectroscopia de Ressonancia de Spin Eletrénico (ESR), € uma técnica
espectroscopica usada para estudar materiais com elétrons desemparelhados. Estes
elétrons estdo presentes em radicais livres, ions metalicos, defeitos em solidos e
outros sistemas paramagnéticos (GOLDFARB; STOLL, 2018).

Seu funcionamento € baseado fato de que elétrons desemparelhados
possuem um momento magnético associado ao seu spin. Quando esses elétrons
sdo submetidos a um campo magnético externo, seus spins podem alinhar-se
paralelamente ou antiparalelamente ao campo, criando diferentes niveis de energia.

Ao aplicar uma radiacdo de micro-ondas de uma frequéncia especifica, é
possivel induzir a transicédo entre esses niveis de energia. Estas transicbes ocorrem
guando a energia dos fotons da radiacdo de micro-ondas corresponde a diferenca
de energia entre o0s niveis de spin. A ressonancia € detectada quando ha absorcéo
de energia pela amostra

Essa técnica possui diversas aplicacbes como em reacdes quimicas,
degradacédo de polimeros, processos bioldgicos, entre outros. No entanto, ndo é
comum encontrar moléculas paramagnéticas estaveis em sistemas bioldgicos. Deste
modo, no presente trabalho foram utilizados marcadores de spin, que o presente
caso sao centros paramagnéticos, grupo nitréxido, ligados covalentemente aos
sistemas lipidicos.

Entre os radicais organicos, os nitréxidos destacam-se como uma das classes
mais versateis de sondas de spin, e foi usado no presente trabalho. Estes radicais
sdo amplamente utilizados na técnica EPR devido a sua estabilidade e a capacidade
de interagir com diversos sistemas bioldgicos e materiais. O sistema de spin de um
radical nitréxido possui como um spin eletrénico S=1/2 acoplado a um spin nuclear

I=1, advindo do nitrogénio no grupo nitréxido. Isso resulta em um desdobramento
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hiperfino, dividindo cada nivel de energia em trés subniveis, com nimeros quanticos
magnéticos mi=+1, 0, e —1, gerando trés linhas principais no espectro de EPR.

Na EPR, a detecc¢do das transi¢cdes entre esses niveis de energia por meio da
absorcado de radiacdo na faixa de micro-ondas. Embora as micro-ondas sejam
usadas para excitar essas transicdes, é muito mais simples variar o campo
magnético, mantendo a frequéncia das micro-ondas constante, até que a condicdo
de ressonancia seja atingida. O resultado € um espectro tipico que mostra as
variacdes na absorcdo a medida que o campo magnético é ajustado. Geralmente,
as analises sao feitas utilizando a primeira derivada do espectro de absorcao, o que

facilita a identificacdo das linhas espectrais e melhora a resolucgéo.
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Figura 8: Os subniveis hiperfinos correspondentes aos trés possiveis. Fonte: (JENSCHKE, 2014)

O campo magnético pode nao estar alinhado com um dos eixos do orbital com
o0 spin desemparelhado, com isso 0s espectros de absor¢cédo poderdo ser diferentes
guanto a sua forma, altura e largura.

Devido as particularidades dos sinais de EPR em funcédo dos diferentes
tempos de correlacao rotacional (@), a aplicagdo de um modelo geral para descrever
0 comportamento dos espectros € bastante complexa. Assim, com base em estudos
anteriores, foram definidos perfis espectrais, organizados em grupos conforme o
tempo de correlacdo (ENOKI, 2016).Na Figura 9 sao apresentados 0s espectros
simulados do TEMPOL, considerando variacbes nos tempos de correlacédo

rotacional.
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Figura 9: Espectros simulados de EPR da sonda TEMPOL com diferentes valores de tempos de
correlacéo rotacional. Adaptada de (GRELL, 1981)

Perceba que podemos classificar os espectros de diferentes maneiras, com respeito

ao tempo de correlagéo rotacional e a forma dos espectros:

3.6.2

Movimento isotropico: neste caso o sinal de EPR é representado por trés
linhas de igual intensidade, ndo esta presente na figura 9. @ <10ls.
Motional narrowing: neste caso, as linhas referentes as transicOes
eletrdnicas h.1, ho e h-1 apresentam diferentes alargamentos, e correspondem
aos numeros quanticos magnéticos do radical nitréxido. 101's <¢<3x109s,
Movimento lento: neste caso, as linhas se alargam e também mudam de
posicdo. 3x109s<@<10's.

Espectro de p6: neste caso, o sinal de EPR é dado pela soma de todos os
sinais do marcador em todas as direcfes relativas ao campo externo.
¢>107s.

Analise dos espectros de EPR

Os espectros de EPR na banda X foram obtidos com um espectrometro

Bruker EMX usando uma cavidade ER4119HS de alta sensibilidade. A frequéncia de

modulacéo foi de 100 kHz, a poténcia de micro-ondas foi de 13,4 mW e a amplitude

de modulacdo foi de 1 G. Todos os experimentos foram feitos pelo menos em

duplicata.
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Uma maneira de interpretar os espectros de EPR é recorrer a parametros
empiricos, 0os quais sdo extraidos diretamente dos proprios espectros. Estes
parametros fornecem informacdes quantitativas que permitem avaliar as mudancas
de estrutura e dindmica da regido ao redor dos marcadores paramagnéticos
(Rozenfeld et al., 2017). Exemplos tipicos desses dados incluem: os maximos e
minimos dos desdobramentos hiperfinos (2 Amax € 2 Amin), as razdes entre as
amplitudes entre as linhas de campo alto e campo central (h.1 e ho), e, no caso da
fase fluida, um parametro de ordem efetiva (Sett) (Rozenfeld et al., 2017).

A figura 10 ilustra um exemplo de espectro de EPR em que é mostrado o
h+1, ho € 0 h.1, que sé&o as medidas das amplitudes dos picos de absorcéo, em que
as razoes h+1/hg e h.1/ho poderdo dar uma indicativa do empacotamento e fluidez da
membrana, estas razdes tendem a unidade quando a sonda paramagnética esta em
movimento livre, completamente isotropico. O a0 é o desdobramento hiperfino
isotrépica, que ira dar a informagdo se ocorreu uma mudanca na polaridade no
sistema lipidico. Uma informacé&o importante no presente estudo, tendo em vista as

membranas de células tumorais.
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Figura 10: Espectro tipico da sonda 16-PCSL incorporada em membranas fluidas de DPPC. Os
parametros empiricos estéo indicados na figura. Fonte: (ENOKI, 2016)

O desdobramento hiperfino maximo (2 Amax) € exemplificado na figura 11.
Este parametro é usado para observar mudancas no empacotamento da bicamada
lipidica. Quanto maior o valor de 2 Amax maior é a viscosidade e, portanto, as

restricdes de movimento da sonda paramagnética do 5-PCSL.
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Figura 11: Espectro tipico da sonda -PCSL incorporada em membranas fluidas de DPPC. Os
pardmetros empiricos 2 Amax € do 2 Amin €stéo indicados na figura. Fonte: (ENOKI, 2016)

Para a realizacdo das medidas na fase fluida com o marcador 5-PCSL, é
calculado o parametro de ordem efetivo, Seft, de acordo com a equagao:

eyt €}
Azz— () (Axxt Ayy) Qo

Seff =
1
a=(4,+41) 2
, 1
ay = (Axx + Ayy + Azz) (3)
Em que Aw = 5.9, Ay = 5.4, Az, = 32.9 (BARTUCCI, 2013)
O valor de A; equivale ao desdobramento maximo, A= Amax € AL é calculado a partir

da equacao descrita abaixo. (McConnell and Hubbell 1971)

Amax— Amin

a medida 2 ao (desdobramento hiperfino isotrépico), em que possibilita analisar se
houve mudanca de polaridade (hidratacdo) da membrana na altura do quinto
carbono da cadeia parafinica.

O Sef € um parametro de ordem quando seu valor é 1, a sonda esta

completamente alinhada com a normal da bicamada lipidica.

4 RESULTADOS

Vesiculas compostas de poucos componentes lipidicos apresentam
tipicamente duas fases: um fase gel, no qual os lipidios apresentam um grande
empacotamento, e ordem lateral com respeito as cadeias alquilicas e uma ordem

cristalina com respeito as cabecas polares e uma fase fluida, na qual os lipidios
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perdem tanto a ordem lateral quanto a cristalina e os lipidios estdo em rapido
movimento (HEIMBURG, 2007).

Particularmente, o lipidio DPPC apresenta uma transicdo de fase gel-fluida
em 41 °C, enquanto POPS apresenta uma transicdo de fase gel-fluida em 14 °C.
Vesiculas compostas de DPPC:POPS (9:1) apresentam um Unico pico de transi¢ao
de fase (Fig. 12), centrado em T = 39,4 °C, a presenca de Unico pico de transicao de
fase e a uma temperatura entre os picos de transicao gel-fluida dos lipidios puros
fortemente indica que os lipidios s&o completamente misciveis e estédo

aleatoriamente distribuidos dentro das vesiculas (HEIMBURG, 2007).

60| ——DPPC
—— DPPC:POPS (9:1)
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Figura 12: Termogramas de calorimetria diferencial de varredura de dispersdes lipidicas extrusadas
(100 nm) de DPPC (linha vermelha) e DPPC:POPS (linha azul) em tampao (HEPES 10 mM, EDTA 1
mM, NaCl 150 mM, pH 7,4). A concentragdo de lipidios é igual a 3 mM.

Foram coletados espectros dos marcadores presentes na membrana de
membranas lipidicas, DPPC e DPPC:POPS, com diferentes concentracbes dos
peptideos Hs02 e de seu analogo mais curto o 13.2. As medidas foram feitas
variando a temperatura, possibilitando caracterizar termoestruturalmente os modelos
de membranas celulares e investigar a interacdo dos peptideos com membranas em
duas configuracdes: gel, na qual ha um grande empacotamento dos lipidios e baixa
hidratacdo das bicamadas lipidicas, e fluida, na qual ha uma grande hidratacédo das
bicamadas lipidicas e os lipidios apresentam muita mobilidade. Ao todo foram
coletados um total de 672 espectros, fazendo com o que sejam dados complexos a

serem analisados.
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Como mencionado na secao anterior, foram usadas duas sondas
paramagnéticos, dispostos em diferentes regides dos sistemas lipidicos. A sonda 5-
PCSL, tem o radical nitréxido ligado covalentemente ao carbono 5 da cadeia
carbodnica, enquanto a sonda 16-PCSL tem o grupo sonda ligado ao 16° carbono da
cadeia parafinica, o que pode fornecer informacdes sobre o cerne das bicamadas
lipidicas. Considerando as diferentes fases das bicamadas lipidicas, os resultados
experimentais foram divididos em fase gel, com temperaturas indo de 5°C a 35°C e
a fluida com temperaturas indo de 40°C a 60 °C.

4.1. FASE GEL

5-PCSL

OS espectros da sonda 5-PCSL incorporada em vesiculas na fase gel DPPC
(Fig 13) e DPPC:POPS (Fig. 14) na auséncia ou na presenca dos peptideos néo
exibem sinais de mais de um sitio, indicando que o0s marcadores estédo
homogeneamente distribuidos nas vesiculas. Sob esta condicdo é possivel medir
parametros empiricos que fornecem informacdes sobre a estrutura e a dindmica das
bicamadas lipidicas (ROZENFELD et al., 2017).

mol% [Hs02]

mol% [13.2]

Figura 13: Espectros da sonda 5-PCSL incorporadas em 3 mM vesiculas de DPPC na fase gel (10
°C) na auséncia dos peptideos linhas vermelhas e na presenca de diferentes concentrages do
peptideo Hs02 (espectros a esquerda) e do peptideo 13.2 (coluna da direita).
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E importante salientar que, como ndo ha presenca de diferentes sitios
paramagnéticos (Fig. 14), os marcadores estao distribuidos homogeneamente nas
vesiculas de DPPC, sustentando fortemente que os lipidios estdo completamente

misciveis e distribuidos aleatoriamente.

mol% [Hs02]

mol% [13.2]

Figura 14: Espectros da sonda 5-PCSL incorporadas em 3 mM vesiculas de DPPC:POPS na fase
gel (10 °C) na auséncia dos peptideos linhas vermelhas e na presenca de diferentes concentracdes
do peptideo Hs02 (espectros a esquerda) e do peptideo 13.2 (coluna da direita).

O desdobramento hiperfino maximo (2 Amax) fornece informacdes sobre o
empacotamento da regido onde a sonda paramagnética se encontra. Quanto maior
0 seu valor, maior € o grau de empacotamento da bicamada lipidica (ROZENFELD
et al., 2017). A Fig. 15 exibe os valores de 2 Amax, medidos diretamente os espectros
da sonda 5-PCSL embebidas em bicamadas lipidicas zwitteribnicas de DPPC, em
funcdo da temperatura. Note que ao aquecermos as dispersdes de DPPC,
observamos uma diminui¢do dos valores de 2 Amax, 0 que mostra um aumento da

fluidez causada pelo incremento na temperatura.
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Figura 15: Dependéncia do desdobramento hiperfino maximo (2 Amax) medido diretamente dos
espectros de 5-PCSL incorporado em 3mM de vesiculas de DPPC na fase gel, na auséncia e na
presenca de crescentes concentracdes dos peptideos (a) Hs02 e (b) 13.2. As barras de erro indicam
o desvio padrdo e quando nédo exibidas, o desvio foi menor que o tamanho do simbolo.

Na figura 15a é observado um aumento dos valores de 2 Amax COM 0 aumento
da concentracdo do IPA Hs02, indicando que este peptideo estd modificando a
mobilidade na altura do quinto carbono das vesiculas gel de DPPC. Em contraste, a
presenca do peptideo analogo induziu apenas mudancas marginais nos valores de
2 Amax (Fig. 15b). Note que, ao comparar esses valores com aqueles obtidos para
as dispersodes puras de DPPC, eles se mostram equivalentes dentro das barras de
incerteza.

Considerando os modelos de membranas tumorais (DPPC:POPS), os valores
obtidos de 2 Amax (Fig. 16) séo ligeiramente menores que aqueles obtidos para
dispers@es puras de DPPC, indicando que a presenca de POPS induz uma relativa
fluidificacdo nas bicamadas lipidicas. A presenca de diferentes concentracdes do IPA
Hs02 paulatinamente aumenta os valores de 2 Amax, indicando que este peptideo
induz também um empacotamento em vesiculas na fase gel na altura do quinto
carbono. Em contraste, a presenca do analogo mais curto somente causa pequenas

moficacBes no 2 Amax.
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Figura 16: Dependéncia do desdobramento hiperfino maximo (2 Amax) medido diretamente dos
espectros de 5-PCSL incorporado em 3mM de vesiculas anidnicas de DPPC:POPS (9:1) na fase gel,
na auséncia e na presenca de crescentes concentracfes dos peptideos (a) Hs02 e (b) 13.2. As barras
de erro indicam o desvio padrao e quando néo exibidas, o desvio foi menor que o tamanho do simbolo.

Os dados apresentados na Figura 16a também mostram um aumento dos
valores de 2 Amax com o aumento crescente do peptideo Hs02, alterando a fluidez
da membrana lipidica, DPPC:POPS, composicdo anibnica, apresentando um mesmo
resultado geral que o sistema neutro (Figura 15a), um aumento do empacotamento
da membrana. Ja4 os dados apresentados com o peptideo 13.2 (Fig. 16b),
apresentam os mesmos resultados que apresentados no sistema anterior (Fig. 15b),
pouca interacdo entre o peptideo e a membrana, nesta regido, ndo ocorrendo

alteracdo em seu empacotamento.

16 - PCSL

A figura 17 exibe sinais paramagnéticos da sonda 16-PCSL embebida em
vesiculas zwitteridnicas de DPPC na fase gel (10 °C) na auséncia e na presenca do

Hs02 e de seu analogo mais curto, 13.2.
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Figura 17: Espectros da sonda 16-PCSL incorporadas em 3 mM vesiculas de DPPC na fase gel (10
°C) na auséncia dos peptideos linhas vermelhas e na presenca de diferentes concentracées do
peptideo Hs02 (espectros a esquerda) e do peptideo 13.2 (coluna da direita).

A figura 18 exibe sinais paramagnéticos da sonda 16-PCSL embebida em vesiculas
anidnicas de DPPC:POPS na fase gel (10 °C) embebida em vesiculas anionicas de
DPPC:POPS na fase gel (10 °C) na auséncia e na presenca do Hs02 e de seu

analogo mais curto, 13.2.

mol% [Hs02]

Figura 18: Espectros da sonda 16-PCSL incorporadas em 3 mM vesiculas anidnicas de DPPC:POPS
na fase gel (10 °C) na auséncia dos peptideos linhas vermelhas e na presenca de diferentes
concentracdes do peptideo Hs02 (espectros a esquerda) e do peptideo 13.2 (coluna da direita).

Novamente observamos sinais de somente um sitio paramagnético indicando
gue a sonda estad homogeneamente distribuida, como as mudancas induzidas pelos
peptideos nos espectros ndo sdo muito evidentes utilizamos os parametros

empiricos medidos diretamente dos espectros para quantificar as modificacoes.
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Figura 19: Razéo entre as amplitudes das linhas de baixo campo e da linha central (h+1/ ho), medidas
diretamente dos espectros da sonda 16-PCSL incorporada de vesiculas DPPC (3mM) na fase gel,
em funcdo da temperatura, na auséncia e presenca dos peptideos (a) Hs02 e (b) 13.2. As barras de
erro indicam o desvio padrdo e quando né&o exibidas, o desvio foi menor que o tamanho do simbolo.

A Figura 19 exibe a razéo h+1/ho, que como apresentado na sessao anterior &
um parametro empirico que permite aferir a mobilidade do centro da bicamada
lipidica, quanto mais préximo da unidade mais fluida esta a regido da sonda, note
gue o aumento da temperatura aumento os valores de h.i/ho, mostrando que ha um
aumento na mobilidade com o incremento da temperatura. A presenca do Hs02
diminui os valores deste parametro (Fig. 19a), assim mostrando que o Hs02 induz
um empacotamento do centro das bicamadas lipidicas de DPPC na fase gel. Note
gue o Hs02 empacota a regido proxima da superficie das vesiculas e o seu centro
(Fig. 15a e 19a).

Como observado para a sonda de 5-PCSL, o peptideo 13.2 induziu somente
alteracdes pequenas na mobilidade da bicamada, Fig. 19b. Estes resultados podem

indicar que o peptideo 13.2 tem pouca afinidade por vesiculas zwitteribnicas na fase

gel.
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Figura 20: Razéo entre as intensidades das linhas de baixo campo e da linha central (h+1/ ho), medidas
diretamente dos espectros da sonda 16-PCSL incorporada de vesiculas aniénicas de DPPC:POPS
(3mM) na fase gel, em funcdo da temperatura, na auséncia e presenca dos peptideos (a) Hs02 e (b)
13.2. As barras de erro indicam o desvio padrdo e quando ndo exibidas, o desvio foi menor que o
tamanho do simbolo.

A Fig. 20 exibe as razdes (h+1/ho) para o sistema DPPC:POPS, note que os
valores de h.1/ho para esse sistema sdo sempre maiores que para as vesiculas de
DPPC, mostrando que os lipidios de POPS induzem uma relativa fluidez no centro
da bicamada, possivelmente pela a insaturacao deste lipidio e pela repulsdo entre
as cabecas polares negativamente carregado de POPS.

O Hs02 enrijece o centro das bicamadas de DPPC:POPS (Fig 17a), reduz os
valores de (h+1/ho), ja que diminui os valores de h.1/ho.

Os resultados do peptideo 13.2, exibidos na Figura 20b, demonstram que
somente na concentracdo de 4 mol% ha uma mudanca na mobilidade, apesar da

atracao eletrostatica 0 13.2 parece ter pouca afinidade por membranas na fase gel.

4.2 . FASE FLUIDA

5-PCSL

Os espectros de EPR sdo muito sensiveis a fase da membrana, note que os
espectros apresentados do 5-PCSL a (60 °C), Fig. 21, sdo da mesma amostra, que

obtivemos os espectros da fase gel, porém em 60 °C.
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Figura 21: Espectros da sonda 5-PCSL incorporada em 3 mM de vesiculas fluidas de DPPC (60 °C)
na auséncia dos peptideos (linhas vermelhas) e na presenca de diferentes concentracées dos
peptideos Hs02 (coluna esquerda) e 13.2 (coluna direita).

Como demostrado na sessao anterior, Ses foi calculado utilizando parametros
(Eq. 1) medidos diretamente dos espectros de 5-PCSL (em membranas fluidas). Sef
parametro de ordem efetiva € uma medida da ordem das cadeias alquilicas, na
regido proxima do quinto carbono, com respeito a normal da bicamada lipidica, o

aquecimento do sistema reduz a ordem nesta regido, como esperado (Fig. 22).
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Figura 22: Dependéncia com a temperatura do pardmetro de ordem efetio (Serr) calculado com os
parametros medidos diretamente dos espectros da sonda 5-PCSL incorporadas em vesiculas fluidas
(3mM) de DPPC na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes dos peptideos (a) Hs02 e
(b) 13.2. As barras de erro indicam o desvio padrao e quando ndo exibidas, o desvio foi menor que o
tamanho do simbolo.
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O Hs02 organiza a regido do quinto carbono em vesiculas fluidas de DPPC,
os valores de Serr aumentam (Fig. 22a). Por outro lado, o peptideo 13.2 somente
causa modificacbes pequenas neste parametro, similar do observados para
vesiculas gel de DPPC (Fig.22b) indicando a baixa afinidade deste peptideo por

vesiculas zwitteridnicas tanto na fase gel quanto na fluida.
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Figura 23: Dependéncia com a temperatura do pardmetro de ordem efetivo (Serr) calculado com os
parametros medidos diretamente dos espectros da sonda 5-PCSL incorporadas em vesiculas fluidas
(3mM) de DPPC:POPS na auséncia e na presenca de diferentes concentracfes dos peptideos (a)
Hs02 e (b) 13.2. As barras de erro indicam o desvio padrdo e quando nao exibidas, o desvio foi menor
gue o tamanho do simbolo.

Para o sistema lipidico anidnico DPPC:POPS, grandes modificacdes na
membrana foram observadas com a presenca do peptideo Hs02. O aumento de sua
concentracdo eleva a ordem efetiva da bicamada em sua superficie (Fig 23a),
resultando em ordem da membrana. O mesmo comportamento foi observado com o
peptideo 13.2, embora em menor intensidade. Ambos os peptideos indicam um
aumento da ordem efetiva do sistema lipidico a medida que suas concentracdes sao
elevadas.

Para medicfes do 2apcom a partir dos espectros com a sonda 5-PCSL, é feito
por meio da Eq. 2. As figuras 24, mostram os gréaficos de 2ao, visando identificar
monitor a polaridade das membranas na fase fluida. Nao foi observado alteracdes
na polaridade, tendo em vista a regido da perto superficie da bicamada por conta da

interagdo com Hs02 (Fig. 24a) tampouco com o 13.2 (Fig. 24b).
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Figura 24: Desdobramento isotropico (2 ap ) medido diretamente dos espectros da sonda 5-PCSL
incorporada em vesiculas fluidas de DPPC (3mM) em funcdo da temperatura na auséncia e na
presenca de diferentes concentracdes dos peptideos (a) Hs02 e (b) 13.2. As barras de erro indicam
o desvio padrdo e quando nédo exibidas, o desvio foi menor que o tamanho do simbolo

32 T T T T T T T T
a) b)

31 F 4t i
@ 30 b 4t i
u St
[\

Q
S oot [HsO2]mol% - | [13.2Jmol%
= =0

28 | et 4t P i

2 2

- S —
27 1 1 1 1 1 1 1 1
45 50 55 60 45 50 55 60

Temperatura °C

Figura 25: Desdobramento isotrépico (2 ao ) medido diretamente dos espectros da sonda 5-PCSL
incorporada em vesiculas fluidas de DPPC:POPS (3mM) em funcéo da temperatura na auséncia e
na presenca de diferentes concentracdes dos peptideos (a) Hs02 e (b) 13.2. As barras de erro indicam
o desvio padrao e quando nao exibidas, o desvio foi menor que o tamanho do simbolo

16-PCSL

As figuras 26 e 27 exibem os espectros de EPR da sonda 16-PCSL
incorporadas em 3mM de vesiculas fluidas (60 °C) de DPPC, respectivamente. Os
espectros obtidos mostram que numa regido de alta mobilidade. As modificacdes
induzidas pelos peptideos ndos sao evidentes (Fig. 26 e 27), entdo utilizamos os

parametros empiricos como discutido anteriormente.
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Figura 26: Espectros da sonda 16-PCSL incorporadas em vesiculas fluidas (60 °C) de DPPC na
auséncia (linhas vermelhas) e na presenca de diferentes concentracdes dos peptideos Hs02 (coluna
esquerda) e 13.2 (coluna direita).

mol% [Hs02] " mol% [13.2]

Figura 27: Espectros da sonda 16-PCSL incorporadas em vesiculas fluidas (60 °C) de DPPC:POPS
na auséncia (linhas vermelhas) e na presenca de diferentes concentra¢cdes dos peptideos Hs02
(coluna esquerda) e 13.2 (coluna direita).

A Figuras 28 exp0e os dados obtidos a partir da razdo das alturas relativas
dos picos a alto campo e da linha central h.i/hg para os dois peptideos no sistema
lipidico DPPC. E observado em ambos os peptideos, ocorrendo em mais intensidade
com o Hs02, que a razao h.i/hginicialmente aumenta, fluidificando a membrana e em

seguida diminui os valores diminuem, mostrando um enrijecimento da membrana.
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Figura 28: Razdo entre as intensidades das linhas de alto campo e da linha central (h-1/ ho), medidas
diretamente dos espectros da sonda 16-PCSL incorporada de vesiculas DPPC (3mM) na fase fluida,
em funcdo da temperatura, na auséncia e presenca dos peptideos (a) Hs02 e (b) 13.2. As barras de
erro indicam o desvio padrdo e quando nédo exibidas, o desvio foi menor que o tamanho do simbolo.

No sistema lipidico DPPC:POPS é observado que com o peptideo Hs02
ocorre uma fluidificacdo até a concentracdo de 2mol% e com 4mol% um
enrijecimento da membrana, na regido monitorada pelo 16-PCSL. Como contraponto
a presenca do peptideo 13.2 ocorreu um pequeno aumento na fluidez em
temperaturas mais elevadas no sistema DPPC:POPS na regido central da bicamada.
As moléculas que que aderem na superficie de uma membrana pode aumentar o
empacotamento da bicamada proximo a superficie e fluidificar o centro da bicamada
(ENOKI, 2016).
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Figura 29: Razé&o entre as intensidades das linhas de alto campo e da linha central (h-1/ ho), medidas
diretamente dos espectros da sonda 16-PCSL incorporada de vesiculas aniénicas de DPPC:POPS
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(3mM) na fase fluida, em fungéo da temperatura, na auséncia e presenca dos peptideos (a) Hs02 e
(b) 13.2. As barras de erro indicam o desvio padrdo e quando néo exibidas, o desvio foi menor que o
tamanho do simbolo.

As figuras 30 e 31, apresentadas a seguir, expdem os gréficos de 2ao, que
teve como objetivo analisar se houve mudanca na polaridade das membranas na
fase fluida. Ndo observando alteragées na polaridade, tendo em vista a regido do

marcador no carbono 16.
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Figura 30: Desdobramento isotropico (2 ap ) medido diretamente dos espectros da sonda 16-PCSL
incorporada em vesiculas fluidas de DPPC (3mM) em funcdo da temperatura na auséncia e na
presenca de diferentes concentracdes dos peptideos (a) Hs02 e (b) 13.2. As barras de erro indicam
o desvio padrdo e quando nao exibidas, o desvio foi menor que o tamanho do simbolo
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Figura 31: Desdobramento isotrépico (2 ap ) medido diretamente dos espectros da sonda 16-PCSL
incorporada em vesiculas fluidas de DPPC:POPS (3mM) em fun¢éo da temperatura na auséncia e
na presenca de diferentes concentracdes dos peptideos (a) Hs02 e (b) 13.2. As barras de erro indicam
o desvio padréo e quando nédo exibidas, o desvio foi menor que o tamanho do simbolo
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que o peptideo Hs02
exerce efeitos distintos sobre as diferentes membranas lipidicas modelo. Na fase gel,
0 peptideo Hs02 apresentou uma clara capacidade de modificar a mobilidade e o
empacotamento das membranas. No sistema DPPC, o aumento da concentracao do
peptideo levou a um empacotamento crescente na regiao superficial da membrana,
conforme indicado pelo marcador 5-PCSL. Esse fendbmeno também foi observado na
membrana DPPC:POPS, onde o empacotamento foi ainda mais pronunciado. Na
regido central da bicamada (sonda 16-PCSL), o peptideo Hs02 provocou o
enrijecimento da membrana DPPC, embora o aumento da concentracao do peptideo
nao tenha causado variacdes significativas. No sistema POPS, o peptideo também
afetou o empacotamento na regido central, especialmente em temperaturas mais
baixas, sugerindo que sua acdo é mais intensa em condicbes de maior ordem
estrutural.

Na fase fluida, a acdo do peptideo Hs02 também varia. No sistema DPPC, a
interacdo com o peptideo resultou em um aumento na ordem efetiva na superficie
da membrana (regido do marcador 5-PCSL). O comportamento observado foi
semelhante no sistema POPS, onde o aumento da concentracdo do peptideo levou
a uma maior fluidez da superficie da bicamada. No entanto, na regido central da
bicamada DPPC, o peptideo provocou um aumento no empacotamento, dificultando
a fluidez da membrana, conforme indicado pela sonda 16-PCSL. Ja no sistema
POPS, foi observado um comportamento bifasico: a membrana apresentou uma
fluidificacdo até a concentracdo de 2 mol% de Hs02, seguida por um enrijecimento
a 4 mol%, sugerindo um efeito de concentracdo dependente nessa regiao.

Podemos concluir, com os dados analisados, que o peptideo 13.2 apresentou
interacdes limitadas com as membranas lipidicas, tanto na fase gel quanto na fase
fluida, com algumas diferencas entre as membranas DPPC e POPS, e dependendo
da regido da bicamada analisada. Na fase gel, o peptideo 13.2 ndo mostrou
perturbacdes significativas na regido superficial da bicamada (marcador 5-PCSL) em
nenhum dos sistemas lipidicos, com todos os resultados dentro da margem de erro
experimental. No entanto, na regido central da bicamada DPPC (marcador 16-
PCSL), observou-se um pequeno empacotamento da membrana, sugerindo que o

peptideo modifica o sistema preferencialmente com essa regido em vez da
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superficie. No sistema POPS, porém, o peptideo 13.2 ndo causou nenhuma
alterac@o notavel na regido central da bicamada, indicando uma interagdo minima
com essa membrana.

Na fase fluida, o peptideo 13.2 apresentou uma interagdo discreta com o sistema
DPPC, sem causar modificac6es significativas na superficie da membrana, conforme
indicado pelos resultados com o marcador 5-PCSL. Em contraste, no sistema POPS,
0 aumento da concentracdo do peptideo levou a um aumento da ordem efetiva da
membrana, resultando em uma maior fluidez na superficie da bicamada. Na regido
central da bicamada DPPC, monitorada pelo marcador 16-PCSL, também néo foram
observadas grandes alteracdes com a presenca do peptideo 13.2, reforcando sua
baixa interacdo com essa membrana. No entanto, no sistema POPS, houve um
pequeno aumento na fluidez da regido central em temperaturas mais elevadas,
sugerindo uma resposta dependente da temperatura nesse sistema especifico.

Alem disso, € relevante destacar que nenhuma alteracdo significativa na
polaridade foi observada nas superficies das bicamadas, independentemente do tipo
de membrana ou e do peptideo.

Com base nos dados obtidos no presente trabalho, sera possivel compreender
melhor a acdo dos peptideos Hs02 e de seu analogo 13.2 em diferentes membranas
celulares. Além disso, o estudo com outras técnicas ja estabelecidas para a interacéao
de possiveis farmacos com membranas biolégicas continua sendo valido, a fim de

aprimorar essa compreensao.
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