37" ENCOMNTRO REGIOMAL

m

o

SBQ - MG

Estudos de conformacio e interacdo peptideo membrana entre os derivados encurtados
LyeTx I mnAK e LyeTx I mnAK(L)

Wanderson A. B. Cindido'*(G), Amanda N. de Souza'(PG), Rodrigo M. Verly!(PQ)
"Universidade Federal dos Vales dos Jequitinhonha ¢ Mucuri, FACET, Diamantina, MG, Brasil, 39100-000.

*e-mail: wanderson.aparecido@ufvjm.edu.br

RESUMO

Os peptideos antimicrobianos sdo promissores na busca por novos antibioticos por possuirem mecanismos de ac¢do distintos dos antibidticos
tradicionais e seletividade por células microbianas. O peptideo LyeTx I, isolado da toxina da aranha Lycosa erythrognatha, foi estudado por

seu potencial antimicrobiano. Este trabalho foca na comparagido entre os derivados encurtados LyeTx I mnAK(L) e

LyeTx I mnAK com

foco nos estudos de conformagido e interacdo peptideo membrana. Os resutados mostraram que a sintese do LyeTx I mnAK(L) foi bem
sucedida e a adi¢do do residuo de Leucina resultou em melhoras moderadas nos estudos conformacdo e na interacdo com meios miméticos

de membrana.

Peptideo antimicrobiano, biomoléculas, Lycosa erythrognatha

Introducio

Os peptideos sdo biomoléculas compostas por 2 a 100 residuos
de aminoacidos, que se conectam por meio de uma ligacdo
amidica, também denominada de ligacdo peptidica. Essas
ligagdes resultam da reacdo entre o grupo carboxila de um
aminoacido e o grupo amino de outro. Diversos  organismos
apresentam os peptideos em sua composi¢do, por exemplo,
peixes, anfibios, mamiferos, bactérias, fungos, plantas
e insetos. A aranha de jardim Lycosa erythrognatha é um
animal que produz, em sua toxina, o peptideo LyeTx I,
composto por 25 residuos de aminoacidos. A partir desse
peptideo natural, diferentes versdes sintéticas minimizadas tém
sido desenvolvidas, como 0 LyeTx I  mnAK
(IWLTKALKFLGKNLGK-NH,) e, no presente trabalho, o novo
derivado LyeTx I mnAK(L), no qual um residuo adicional de

leucina foi incorporado ao final da por¢do C-terminal
(IWLTKALKFLGKNLGKL-NH»)
Experimental

Sintese e purifica¢do dos peptideos.

Os peptideos LyeTx I mnAK(L) foram sintetizados manualmente
por meio da estratégia de sintese peptidica em fase solida utilizando
a estratégia Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonila). Para ambos, foi
utilizada uma resina Rink-amida com grau de substitui¢do de 0,60
mmol-g'. As etapas de acoplamento foram realizadas em solucdo
de 1,5 mL de N,N-dimetilformamida (DMF), contendo os agentes
ativadores 1,3-diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt), sob agitacdo constante a 240 rpm
durante 2 horas. A remog¢@o dos grupos protetores foi conduzida
com solugdo de 4-metilpiperidina em DMF (25% v/v), em dois
ciclos de 15 minutos cada. A clivagem dos peptideos da resina foi
realizada utilizando uma solugdo de acido trifluoroacético (TFA),
triisopropilsilano e adgua (95:2,5:2,5, v/v/v), sob agitagdo por 1 hora
¢ 30 minutos. Em seguida, os peptideos foram

precipitados com éter diisopropilico, dissolvidos em agua e
liofilizados. As ectapas de acoplamento e desprotecdo foram
monitoradas qualitativamente por meio do teste colorimétrico de
Kaiser.

Potencial zeta ({) e didmetro hidrodindmico.

Para investigar a interagdo entre o peptideo e membrana,
foram realizadas analises do didmetro hidrodindmico (D;) e do
potencial zeta ({-potencial), utilizando vesiculas unilamelares
grandes (LUVs) como modelo de membrana. As LUVs foram
preparadas a partir de uma mistura lipidica composta por 1-

palmitoil-2-oleoil-sn-glicerol- 3-fosfocolina (POPC) e
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicerol-3- fosfoglicerol (POPG)(3:1,
mol:mol) em tampdo Tris-HCI 10 mM (pH 7,5). Foi

adicionada a vesicula na cubeta em seguida e o peptideo foi
adicionado  progressivamente em forma titulagio  nas
concentragdes de 5 pM, 10 uM e 15 pM. Os procedimentos
foram realizados com ambos os peptideos. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata, assegurando a
reprodutibilidade e a confiabilidade dos dados obtidos.

Calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC).

Para investigar a interagdo do peptideo LyeTx I mnAK(L)
com ambientes miméticos de membrana, empregou-se a
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) A titulacdo para o
peptideo LyeTx I mnAK(L) foi realizada com 30 inje¢des
sucessivas de 5 pL de uma solucdo a 50 pM, em (LUVs) de
POPC:POPG (3:1, mol:mol) a 20 mM, preparadas em tampao Tris
-HCl 10 mM (pH 7,5), a 30 °C (303,15 K). Cada injegao teve
duragdo de 2 segundos, com intervalos de 250 segundos. Para o
peptideo LyeTx I mnAK, as titulagdes seguiram o mesmo
protocolo, diferindo apenas nas condig¢des: utilizou-se solucdo a
25 uM, em tampéao Tris-HC1 10 mM (pH 8,0), a 35 °C (308,15 K).
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Dicroismo circular.

Os estudos conformacionais dos peptideos LyeTx I
mnAK(L) e LyeTx I mnAK foram realizados por meio de
dicroismo circular (CD), na presenca de vesiculas de POPC:POPG
(3:1, mol:mol), em tampdo Tris-HCl 20 mM (pH 7,5). As
amostras foram preparadas contendo 50 pM do peptideo, com
diferentes concentracdes de fosfolipidios a 25 °C. Experimentos
semelhantes foram conduzidos com o peptideo em tampao Tris-HCl
20 mM (pH 7,5), na auséncia de vesiculas.

Resultados e Discussao
Efeito do peptideo no diametro hidrodindmico (D») e no potencial
zeta (§) das LUVs de POPC:POPG.
Os resultados de espalhamento dinamico de luz (DLS)
mostraram alteracdes tanto no didmetro hidrodindmico quanto

no potencial zeta, de forma proporcional a concentragdo do
peptideo indicando a agregacdo do peptideo a superficie da vesicula.
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Figura 1: Variagdio de (A) didmetro hidrodindmico e (B)
potencial zeta de LUVs POPC:POPG 500 uM (3:1, mol:mol) com a
titulagdo da solugdo LyeTx I mnAK(L). Variagdo de ©)
diametro hidrodindmico e (D) potencial zeta de LUVs POPC:POPG
500 uM (3:1, mol:mol) com a titulagdo de LyeTx I mnAK em
temperatura de 25 °C.
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Figura 2:  Espectros de dicroismo circular(CD) dos peptideos
LyeTx I mnAK e LyeTx I mnAK(L) em solucdo tampao Tris-HC1 pH
7,5 e em diferentes concentracdes de LUVs de POPC:POPG (3:1)
mol/mol.

Calorimetria de titulagdo isotérmica
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Figura 3: A) Isotermas obtidas a partir da titulagdo de solu¢des de
20 mM POPC:POPG (3:1) no peptideo LyeTx I mnAK 25 pM em
solucdo tampdo Tris-HCl pH 8,0 a 35 °C. B) obtidas a partir da
titulagdo de solugdes de 20 mM POPC:POPG (3:1) no peptideo
LyeTx I mnAK(L) 50 uM em solugdo tampéo Tris-HCI pH 7,5 a
30 °C.

Tabela 1: Pardmetros termodindmicos obtidos apds as titulagdes.

, Koy AG® AP ,
Peptideos n (L.mol™) (cal.mol™)| (cal.mol") AS
(cal.mol™")
LyeTx I mnAK 2,0x 104 £13x 107
yerxim 248408 7" X -6039| -215+8 189
LyeTx ImnAK(L)| 11,5+ 03 39X 104+ 7x10° 6373 | 735 £20 18,6

Os dados de DLS e potencial zeta indicaram que o peptideo
possui afinidade por membranas anidnicas, evidenciando sua
seletividade por membranas de bactéria. Esses resultados sdo
consistentes com os estudos conformacionais, que demonstram
um aumento moderado na intensidade dos picos caracteristicos
de a-hélice na estrutura do LyeTx I mnAK(L) em comparagdo ao
LyeTx I mnAK no mesmo meio mimético (POPC:POPG, 3:1),
conforme observado por espectroscopia de dicroismo circular
(CD). Além disso, os dados obtidos por titulacdo calorimétrica
isotérmica (ITC) corroboram esses resultados, evidenciando uma
interacdo termodinamicamente favoravel. Observou-se um
aumento nos valores da constante de associagdo aparente (Kapp)
e um AG° mais negativo em comparacdo ao LyeTx I mnAK.

Conclusoes

Os resutados mostraram que a sintese do LyeTx I mnAK(L) foi
bem sucedida e¢ a adigdo do residuo de Leucina resultou em
melhoras tanto nos estudos conformacionais quanto na
interacdo com meios miméticos de membrana anidnicos. .
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