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RESUMO

No presente trabalho, o peptideo inseticida recombinante Jaburetox-2Ec, derivado da urease de
Canavalia ensiformis (Jack bean) foi estudado, principalmente através de técnicas de
espectroscopia de espalhamento de luz e raios-X. Foi analisada a tendéncia do peptideo a se
agregar em diferentes condi¢des fisico-quimicas quando em solu¢dao aquosa, € a sua interacao
com membranas de lipossomas miméticos de plaquetas humanas.

A partir dos dados de raio hidrodinadmico, raio de giro, ¢ massa molar ponderal média obtidos do
peptideo em solugdo, foi possivel observar uma tendéncia para maior agregacao numa faixa em
torno de pH 5,5, bem como auséncia de agregacao em pH inferior a 4,0 e superior a 7,0. Nao se
verificou nenhum efeito visivel no nivel de agregacdo com a adi¢do de agente redutor ou ions,
sendo que a exposi¢do ao oxigénio do ar levou a um aumento da mesma.

Os estudos de interacdo do Jaburetox-2Ec com lipossomas revelaram uma significante mudanca
estrutural na membrana, que se mostrou mais intensa com uma maior concentragao do peptideo.
Foram, através de software, feitos ajustes tedricos das curvas de espalhamento de raios-X a
baixos angulos dos lipossomas, a fim de quantificar as mudangas nos parametros fisicos das
membranas causados pela acdo do peptideo. A formagdo de poros na membrana pelo peptideo

foi proposta como explicagdo para os resultados encontrados.

Palavras-chave: Canavalia ensiformis, Jack bean, urease, Jaburetox-2Ec, espectroscopia de
espalhamento de luz, SAXS, SASFit.



ABSTRACT

In the present work, the insecticide recombinant peptide Jaburetox-2Ec, derived from
Canavalia ensiformis (Jack bean) urease, was studied, primarily by light and X-ray scattering
techniques. Its tendency to aggregate in aqueous solution under different physical-chemical
conditions, and its interaction with human platelet mimetic liposome membranes were analyzed.

From the data relative to hydrodynamic radii, radii of gyration and mean molecular
weight obtained from the peptide in aqueous solution, it was possible to observe a tendency for
greater aggregation around pH 5.5, as well as an absence of aggregation at values of pH below
4.0 and above 7.0. No visible effect on the level of aggregation was verified with the addition of
reducing agent or ions, whereas the exposure to oxygen in the air resulted in an increase in this
level.

The studies of Jaburetox-2Ec interaction with liposomes revealed a significant structural
change in the membrane, which was shown to be more intense in higher peptide concentrations.
Software-assisted theoretical fits were made for the experimental small-angle X-ray scattering
curves aiming to quantify the changes in the physical parameters of the membranes caused by
peptide action. The formation of pores in the membrane was proposed as an explanation to the
results found.

Keywords: Canavalia ensiformis, Jack bean, urease, Jaburetox-2Ec, light scattering
spectroscopy, SAXS, SASFit.
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1. Introducao

1.1. Ureases

As ureases (EC 3.5.1.5; amidohidrolases de uréia) sdo enzimas dependentes de niquel que
catalisam a hidrolise da uréia para formar amonia e didxido de carbono (WANG & TARR, 1955).
Estas enzimas agem também sobre a hidroxiuréia e a diidroxiuréia (FISCHBEIN, 1969) e
algumas uréias substituidas e ésteres de dacido carbdmico, como a tiouréia e p-
nitrofenilcarbamato (BENNET & WREN, 1977). As ureases sdo amplamente distribuidas, sendo
encontradas em bactérias, fungos e plantas. Independente da fonte e de suas estruturas
quaterndrias, todas as ureases descritas at¢é o momento apresentam alto grau de homologia,
estruturas tridimensionais e mecanismos cataliticos semelhantes, sugerindo divergéncia a partir
um unico ancestral comum (MOBLEY et al, 1995; FOLLMER, 2008).

Ureases bacterianas sao formadas por duas ou trés cadeias polipeptidicas distintas, UreA,
UreB e UreC na maioria das bactérias e UreA e UreB no género Helicobacter. Em bactérias,
além de disponibilizar nitrogénio, a hidrolise da uréia pode proteger o microrganismo da morte
em ambientes 4cidos através da formag¢do de amonia, o que ocorre em diversos processos
patologicos humanos, como gastrites, pielonefrites e formacdo de pedras no trato urinario
(MOBLEY et al., 1995).

Ureases de plantas sdo proteinas homo-oligoméricas, formadas por trimeros ou
hexameros de uma uUnica subunidade, e sua principal fungdo parece estar relacionada a
reciclagem de nitrogénio a partir da uréia (SIRKO & BRODZIK, 2000; FOLLMER, 2008). A
urease catalisa a conversdo de uréia a amonia, que ¢ assimilada na via da sintese de glutamina

(LAM et al., 1996), e é responsavel pela reciclagem da uréia aplicada como fertilizante (WITTE



et al., 2002). A uréia, no entanto, ndo ¢ um metabolito majoritario em plantas, sugerindo que a

urease pode possuir outras fungdes em plantas (CARLINI & POLACCO, 2008).

1.2. Jack bean Urease (JBU)

A Canavalia ensiformis (Jack bean) ¢ uma leguminosa de excepcional resisténcia a
insetos, e ¢ fonte de varias proteinas de interesse bioquimico e biotecnoldgico, tais como a
lectina concavalina A (SUMNER & HOWELL, 1933), inibidores de tripsina (UBATUBA, 1955),
urease, e a Canatoxina (CNTX) (CARLINI & GUIMARAES, 1981).

A urease de Canavalia ensiformis (JBU) foi a primeira enzima a ser cristalizada
(SUMNER, 1926), contribuindo para a demonstracdo da natureza proteindcea das enzimas. A
JBU nativa existe na forma de trimeros e hexameros de cadeias idénticas de 91 kDa, cada uma

contendo dois ions niquel (SIRKO & BRODZIK, 2000; FOLLMER, 2008).

1.3. Canatoxina (CNTX)

A CNTX ¢ uma proteina téxica isolada da Canavalia ensiformis (CARLINI &
GUIMARAES, 1981) e caracterizada como uma isoforma da JBU (FOLLMER et al., 2001),
possuindo aproximadamente 85% de homologia com esta, e cerca de 30-40% de sua atividade
ureolitica. Sua forma estrutural ¢ um dimero de cadeias polipeptidicas de 95 kDa ligadas ndo-
covalentemente, e contendo um atomo de Zn ¢ um de Ni em cada subunidade (FOLLMER et al,
2001; 2002). A CNTX apresenta também atividades biologicas independentes de sua atividade
ureolitica (FOLLMER et al., 2001). A CNTX mostrou acdo inseticida quando administrada

oralmente a insetos com digestdo baseada em enzimas acidas do tipo catepsinas, mas ndo em
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insetos com digestdo baseada em enzimas basicas do tipo tripsinas (CARLINI et al., 1997). A
CNTX provoca também convulsdes e morte quando aplicada intraperitonealmente em
camundongos e ratos (DLsy = 0,5-2,0 mg/kg, CARLINI et al., 1984), mas sem produzir efeitos
letais por via oral.

Foi demonstrado que a entomotoxicidade da CNTX ¢ devida a um peptideo interno de 10
kDa (pepcanatox), liberado através da hidrolise da proteina por catepsinas de insetos suscetiveis,
podendo ser produzido in vitro por esse processo (FERREIRA-DASILVA et al. 2000). A CNTX
ndo apresenta atividade inseticida em insetos de digestdo acida baseada em tripsinas. Ureases
bacterianas, que possuem apenas parte da seqiiéncia do pepcanatox, ndo apresentam efeito

inseticida (FOLLMER et al, 2004, Eur. J. Biochem.).

1.4. Peptideo Jaburetox-2Ec

Devido ao baixo rendimento dos métodos de produgdo do pepcanatox, foi desenvolvido
um peptideo recombinante a partir do gene de urease JBURE-II (PIRES-ALVES et al., 2003),
expresso em Escherichia coli, denominado Jaburetox-2Ec (MULINARI et al., 2004). Este
peptideo induziu taxa de mortalidade de 100% nos insetos testados, mesmo nos de digestdo
baseada em tripsinas, € se mostrou indcuo se ingerido ou injetado em ratos e camundongos,
mesmo em altas doses (MULINARI et al, 2007). Através de modelagem ab initio, foram
propostas possiveis estruturas conformacionais para esse peptideo. Em 9 dos 10 melhores
modelos produzidos, observou-se a formac¢ao de uma proeminente estrutura de lago  (Figura 1;
MULINARI et al, 2007; BARROS et al., 2009). Esta estrutura também ¢ comum a uma série de
peptideos formadores de poros em membranas (BROGDEN, 2005), bem como alguns tipos de

neurotoxinas de artropodes (MENEZ, 1998). A existéncia desse grampo f na estrutura da JBU
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foi recentemente confirmada com a resolucdo da estrutura cristalografica dessa proteina
(BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ, 2010).

Trabalhos anteriores demonstraram que o peptideo Jaburetox-2Ec ¢ capaz de induzir
extravasamento em vesiculas lipossomicas unilamelares, e que e esse efeito ¢ dependente do
estado de agregacdo do peptideo. O mesmo trabalho também realizou simulagdes
computacionais que sugerem que o Jaburetox-2Ec tem a tendéncia a se ancorar em interfaces
polar/apolar (BARROS et al., 2009)

A seqiiéncia de aminoacidos do Jaburetox-2Ec ¢ apresentada na Figura 2.
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Figura 1: a) Esquerda: Um dos 10 melhores modelos ab initio do Jaburetox-2Ec. H4 um
predominio de residuos hidrofébicos (amarelo) na face esquerda, enquanto residuos hidrofilicos
(branco) predominam na outra face. Regides azuis contém nitrogénio (Lisina e Arginina) e as
vermelhas contém oxigénio (Treonina, Ac. Aspartico e Ac. Glutdmico). (MULINARI et al,
2007) b) Direita: Estrutura da regido da JBU contendo o peptideo pepcanatox, obtida
experimentalmente (em verde) superimposto com as regides correspondentes de urease de H.
pyvlori (HPU, laranja), K. aerogenes (KAU, azul) e B. pasteurii (BPU, vermelho). A caixa a
direita mostra em detalhes a regido do grampo . (BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ,

2010)
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=

[ATGGGT CCAGT TAATGAAGEC EMT TGTAAAGCAGCTATGGAGATTGT GTGCAGAAGGGAA 1]
M 6 P V N E A NCIKAWAMETI V CRURE 2
TTTGGACATAAGGAAGAAGAAGAT GCAAGT GAGGGTGTTACCACAGGAGACCCTGATTGT 120
F G H K E E E D A 8§ E GV T™ ™™ G D P D C 4
CCTTTCACCAAAGCCATTCCTCGT GAAGAATATGCTAACAAGTATGGTCCGACTATTGGT 180
P F T K A I P R EE Y A N K Y GG P T I G &
GACAAAATCCGTCTTGGTGACACTGATTTGATTGCT GAAAT TGAAARAGGATTTTGCCCTT 240
DK I R L G D T DL I A E I E K DUF AL &
TATGGTGATGAAAGTGTTTTT éGAQ‘;T GGAAAAGT TATAAAGGGCGAGCT CAATTCGAAG 300
Y 6 D E 8 VP 666G G K VI k ge l n s k100
CTTGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGETCTCGATTCTACGCGTACCGGTCAT 360
l e gk p i pnpl 1l gl d s t r t g hio

CATCACCATCACCATTGA 378
h h h h h* 125

Figura 2: Seqiiéncia nucleotidica e sequéncia de aminoacidos deduzida para o cDNA do
Jaburetox-2Ec. A seqiiéncia deduzida de aminoacidos ¢ mostrada abaixo de seus respectivos
codons. Os nimeros de nucleotideos e aminoacidos estdo indicados no lado direito. O quadrado
indica o cddon de inicio de tradugdo. As regides dos primers (para amplicagdao e clonagem do
cDNA) estdao sublinhadas. A seqiiéncia do Jaburetox estd escrita em letras maitsculas, enquanto
as seqliéncias do epitopo V-5 e cauda de poli-histidina estdo em mintasculas (MULINARI et al.,

2007)
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Dado o alto indice de mortalidade nos insetos suscetiveis, bem como a auséncia de
toxicidade aguda em modelos mamiferos, hd um grande interesse na investigagdo deste peptideo
para uso como bioinseticida, visto que seu espectro de acdo inclui também um grupo de insetos
ndo suscetiveis aos efeitos das toxinas B¢ (que agem apenas sobre insetos de digestdo alcalina
baseada em enzimas do tipo tripsina), como percevejos e alguns grupos de besouros, e

provavelmente afideos.
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2. Objetivos

O primeiro objetivo do presente estudo foi o de analisar o comportamento de agregagao
do peptideo Jaburetox-2Ec frente & variaveis quimicas, tais como o pH, a presenca de fons (Na")
e agentes redutores (2-beta-mercaptoetanol), através da determinagdo dos raios hidrodinamicos
aparentes do peptideo em solugdo, por espectroscopia de espalhamento de luz dindmico.
Também objetivamos, através de espectroscopia de espalhamento de luz estatico, a determinacao
das massas molares das particulas em solug¢do para determinar seu estado de agregacdo, bem
como seus raios de giro, a fim de determinar a provavel arquitetura das unidades peptidicas e
seus aglomerados.

Em seqiiéncia, buscamos estudar o efeito do peptideo sobre membranas lipossomicas a
fim de verificar se esse provocava mudancas estruturais, tais como a formagdo de poros em
membranas celulares. Para isso foram preparados lipossomas miméticos de plaquetas humanas a
partir de cinco fosfolipidios e mais colesterol. A composicdo dos lipossomas, baseado em
plaquetas humanas, foi escolhida devido a este ser um modelo bem estudado de membrana
celular (CASAL et al., 2003), enquanto que a composi¢do lipidica das membranas celulares de

insetos ndo é bem conhecida.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Extracao e preparacio da amostra

O peptideo recombinante Jaburetox-2Ec, ¢ expresso por células de Escherichia coli
modificadas, contendo a seqiiéncia de 91 aminodcidos com atividade entomotoxica, mais um
epitopo de reconhecimento V-5 e uma cauda de seis histidinas, para facilitar a purificacao por
cromatografia em metal imobilizado (MULINARI et al., 2007). A massa molar do peptideo foi

calculada em 13668,26 g.mol, com um ponto isoelétrico de 5,30 (http:/ca.expasy.org/).

Para a extracdo do peptideo do meio celular, as células congeladas foram suspensas em
tampao de equilibrio (Na;PO4 50 mM, pH 7,5; 300 mM NacCl; 20 mM imidazol) e submetidas a
lise ultra-sonica para o rompimento das paredes celulares. O extrato obtido foi centrifugado a
12000 rpm por 20 min, em centrifuga refrigerada Eppendorff, sendo o sobrenadante obtido
centrifugado novamente nas mesmas condicdes.

O sobrenadante da segunda centrifugagdo foi submetido a cromatografia de afinidade em
resina de acido iminodiacético-Sepharose (GE HealthCare) carregada com fons Ni*" (IDA-Ni). A
coluna foi lavada com o tampao de equilibrio para remogdo da fragdo ndo retida, em volume
suficiente até ndo se verificar mais presenga de proteinas (teste com o Reagente de Bradford a
base do corante Coomassie Blue) no eluato. O peptideo Jaburetox-2Ec fica retido na coluna
devido a sua cauda de histidina, sendo eluido com tampao Na;PO4 50 mM, pH 7,5; 300 mM
NaCl acrescido de 250 mM imidazol. As fra¢des eluidas contém o peptideo. Estas foram
reunidas e submetidas a didlise em tampdo de NazPO, 50 mM, pH 7,5; B-ME 5mM e EDTA

ImM para retirada do imidazol.
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A concentracdo protéica da solucdo ¢ medida apos reacdo com o reativo de Bradford por
absorbancia a 595 nm, contra padrdes de albumina sérica bovina (BSA), usando o tampao de
dialise como branco (BRADFORD, 1976).

Para testar a pureza da amostra apds o processo, uma aliquota de uma das extragdes foi

aplicada em gel de SDS-PAGE.

3.2. Estudo das variac¢oes das condicoes do meio

Para as analises a diferentes pHs foram utilizados tampdes de Na,HPO,4 0,2 mol.L"' e
acido citrico 0,1 mol.L"! na faixa de pH 4 a 8 e de NaOH 0,1 mol.L"! e H;B0;.KC1 0,1 mol.L!
para a faixa de pH 9 a 10.

As aliquotas para andlise foram preparadas por diluigdo da amostra em 4gua deionizada e
adicdo do tampao até completar 4 mL. A concentrag¢do final da amostra nas analises foi prevista
para ficar em torno de 0,05 mg/mL.

O pH das aliquotas foi medido em medidor de pH de eletrodo de vidro (previamente
calibrado) e, quando necessario, ajustado por adi¢ao do acido ou base do tampao.

Para as amostras submetidas a exposi¢ao a oxigénio, foi borbulhado ar dentro da solugao
por 120 minutos, através de uma micropipeta de vidro e filtro de algoddo, conectados a uma
linha de ar. Os frascos das amostras foram mantidos fechados durante o borbulhamento, exceto
pelos orificios de entrada e saida de ar.

As amostras foram filtradas imediatamente antes da analise em filtro de 0,45 um para

cubetas previamente lavadas com acetona para retirada do po.
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3.3. Preparacio dos lipossomas

Os lipossomas miméticos de plaquetas humanas foram preparados a partir de 60 mg de
lipideos e colesterol, constituindo numa mistura (em % de peso) de 34,1% L-a-fosfatidilcolina,
24,3% L-a-fosfatidiletanolamina, 6,1% L-a-fosfatidilserina, 2% L-a-fosfatidilinositol, 7,7%
esfingomielina e 25,8% colesterol. Todos os regentes foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich. A preparacdo dos lipossomas se deu pelo método de evaporagdo em fase reversa
(MERTINS, 2005), como representado na Figura 3.

Primeiramente, quantidades especificas dos constituintes dos lipossomas foram pesadas
em balanga analitica modelo Cahn C-35 Ultra-Microbalance, cuja sensibilidade estd na faixa de
0,1 a 0,0001 mg. Em seguida as moléculas foram dissolvidas em cloroférmio (etapa 1). Apods a
dissolu¢dao das mesmas, uma por¢ao de 100 pL de 4dgua ultra-pura (Mili-Q) foi adicionada (etapa
2), ocorrendo a formacdo de duas fases: uma aquosa e outra contendo o solvente organico. A
mistura foi entdo submetida a sonicagdo por dois minutos (etapa 3) em ultra-som modelo
Thornton-Inpec, para a formagao das micelas reversas. Na etapa 4, o cloroféormio foi evaporado
em um evaporador rotatorio modelo Fisatom 801, com bomba de vidcuo modelo Tecnal-0581
(pressdo reduzida de 620 mm/Hg). Apds a sua total eliminag¢do, houve a formacdo de um
organogel que se depositou junto a parede do baldo (etapa 5). Na etapa final (etapa 6), foi
adicionada agua ultra-pura ao baldo contendo o organogel, sob agitacdo, para a formacao dos
lipossomas, originando uma suspensdo aquosa dos mesmos (suspensao mae). O resultado final ¢
a obtencdo de vesiculas lipossomicas multilamelares contendo 4agua, com distribui¢do

homogeénea dos seus componentes entre as vesiculas.
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Figura 3: Preparacao dos lipossomas.

1. 30mg (34,1% PC; 25,8% CHOL; 24,3% PE; 7,7% SM; 6,1% PS; 2% PI) + cloroformio (5mL).
2. Adigao de 100puL de dgua ultra-pura (18,3 uS). 3. Sonicag¢do. Formagao de micelas reversas. 4.
Evaporacao do solvente. 5. Formacdo do ORGANOGEL. 6. Adi¢do de dgua ultra-pura (5 mL) e

obtencao da SUSPENSAO DE LIPOSSOMAS.
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3.4. Espectroscopia de espalhamento de luz

3.4.1. Espalhamento de luz diniAmico (DLS)

O espalhamento de luz ¢ um método em que um feixe de luz monocromatica atinge a
amostra, e a luz espalhada ¢ detectada por uma fotomultiplicadora. Em uma analise de
espalhamento de luz dinamico (DLS), o raio hidrodinamico (Rh) das particulas em solu¢do pode
ser caracterizado, considerando-se as flutua¢des de intensidade e as distribui¢cdes de freqiiéncia
(T') originadas da difusdo translacional das particulas em solu¢do. A funcdo obtida a partir destas

flutuacdes de luz espalhada no tempo ¢ dada por uma integral de Laplace do tipo:
G(t) = j: G()e™.dr (Eq. 1)

A resolucdo espacial da técnica ¢ definida pelo vetor de espalhamento ¢, dado pela

Eq.(2):

onde Ay denota o comprimento de onda da luz incidente, n o indice de refracdo da solucdo, e 0 o
angulo de espalhamento.

Relacionando-se I' com o vetor ¢, determina-se o coeficiente de difusdo translacional

(D T) .

r
Dy =(]_2 (Eq. 3)
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Extrapolando-se para angulo (0) e concentragdo (c) zero, obtém-se o valor do coeficiente

de difusdo a diluicdo infinita (D,) através da equagao:

D.=D,(1+k,c) (Eq.4)

Este, quando relacionado com a temperatura (7) e a viscosidade (1,) do solvente, permite

o calculo do Ry, das espécies em solugdo pela relagao de Stokes-Einstein:

k,T
R,=—2— (Eq.5
h67Z'77D(q)

o o

A presenca de impurezas como contaminantes, poeira, fibras e particulas prejudica as
medidas de espalhamento de luz, por isso as amostras em solu¢do devem ser cuidadosamente

filtradas e/ou centrifugadas antes da realiza¢do das medidas.

3.4.2. Espalhamento de luz estatico (SLS)

O espalhamento de luz estatico (SLS) é um método absoluto para a determinagdo da
massa molar média (M, ) de macromoléculas, embora a obtencio de dados e a sua interpretagio

tornem-se mais dificeis quando as espécies em estudo apresentam comportamento associativo
que pode resultar em agregados macromoleculares, como € o caso da urease. Este problema pode

ser evitado se forem escolhidas faixas de concentragdo e solventes adequados, ¢ mesmo a
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M, dos agregados pode ser determinada, juntamente com a M, da urease, se ambas as espécies

estdo presentes na amostra.

A presenca de impurezas como contaminantes, poeira, fibras e particulas também
prejudica as medidas de SLS, por isso as amostras em solugdo devem ser cuidadosamente
filtradas e/ou centrifugadas antes da realizagcdo das medidas (MERTINS, 2004).

No espalhamento de luz estatico, considera-se apenas a quantidade média de luz
espalhada (I) em uma determinada dire¢do, sem levar em conta a modificagdo ou distribui¢cdo de
freqiiéncias. No SLS mede-se o excesso de intensidade da luz espalhada por uma solucdo
comparada a intensidade da luz espalhada pelo solvente puro (BROWN, 1996). Um dos métodos

mais empregados para a analise da luz espalhada por macromoléculas ¢ a relacdo de Zimm
(ZIMM, 1948), que permite obter o valor de M, » através da extrapola¢do de uma reta formada

pelos pontos de um grafico Kc/Rg x sen” 6/2, tal que para:

(sen” 0/2) =0, (Eq. 6)

(1/M,,) = (Kc/Ry). (Eq. 7)

onde 0 ¢ o angulo formado entre o feixe de luz incidente na amostra e o detector e c a

concentragdo da amostra, sendo o valor da razao de Rayleigh Rg definido por:

Re = Resolugéo - Resolveme(égua) (Eq 8)

Resolugéo = Rtolueno .sen 0. I/Itolueno (Eq 9)
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Sendo Ryoneno @ razdo de Rayleigh do tolueno (14)(10'6 cm'l) (BROOKHAVEN
INSTRUMENTS, 1989), I a intensidade medida para o angulo 0 e Ieno @ intensidade do

tolueno a um angulo de 90°. O valor de K, por sua vez, é definido por:

K 47n’ (dn

2
= =1 (Eq. 10
N A dcj(q )

onde n = indice de refracdo, Ny = numero de Avogadro, Ag = comprimento de onda da luz
incidente (em cm) e (dn/dc) o incremento do indice de refragdo com a concentragdo da solugao.

O raio de giro Rg pode ser obtido através da equagdo 11, abaixo:

i 34,"M,, (incl.)

£ 167°

(Eq. 11)

onde Ay = comprimento de onda da luz incidente (em nm) e (incl.) = coeficiente angular da reta

representada pelos pontos de Kc/Ry x sen” 0/2.

3.5. Espectroscopia de raios-X a baixos angulos

Em um experimento de SAXS, o quantidade de fétons espalhada por uma certa amostra é
contada como uma fungdo do angulo de espalhamento 6. A quantidade de fotons coletados ¢é
dependente das caracteristicas da amostra, do fluxo de elétrons do feixe incidente e da distancia
entre a amostra e o detector. O espalhamento em baixos angulos é completamente elastico, o que

significa que as magnitudes dos vetores de onda incidente e espalhado sdo os mesmos (Ki= Ks =
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21/A). O modulo de espalhamento (¢) ¢ dependente do angulo de espalhamento (0), e ¢ definido

matematicamente por:
g=K,-K, = 47”5111(%) (Eq. 12)

A magnitude do vetor de espalhamento indica a faixa de tamanho que pode ser analisada
pela técnica. Em experimentos de SAXS, a faixa de ¢ avalidvel tipicamente varia de 0,006 a 6
nm™, o que corresponde 4 dimensdes reais de ~Ipm a 1 nm.
A intensidade dos raios-X espalhados por uma amostra ¢ obtida a partir do vetor de

espalhamento de ¢:

N
1(g)=— =10ASAQgTz[%j(q)+BG (Eq. 13)

onde Is(¢g) ¢ a intensidade da radiagdo espalhada durante o experimento e corresponde ao nlimero
de fotons espalhados (Ng), para um angulo 6, que chegam a uma pequena area do detector na
unidade de tempo t;. O parametro Ags ¢ a area iluminada pelo feixe, AQ ¢ o angulo sélido
definido pelo tamanho de pixel do detector,e¢ a eficiéncia do detector, 7 e ¢ sdo,
respectivamente, a transmitdncia e a espessura da amostra, ¢ BG ¢ o ruido de fundo. A
transmitancia da amostra ¢ definida como a razdo de Ir e [y medida nos experimentos.
Finalmente, dX/dQ(g) ¢ o espalhamento diferencial da se¢do transversal (differential scattering
cross section) por unidade de volume. Este pardmetro tem unidade de cm™ e é a quantidade
obtida da calibrag¢do absoluta da intensidade de radiacdo medida.
Para um determinado sistema de particulas espalhantes, a intensidade de raios-X

espalhada 1(q) ¢ resultado da multiplicagdo dos fatores forma — P(g) e estrutura — S(g), de
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acordo com a equagao:

I(g)=nP(q)S(q)(Eq.14)

onde n ¢ a densidade numérica de particulas. P(g) refere-se a forma e tamanho das particulas e
estd relacionado com o espalhamento de uma particula simples isolada, e S(g) ¢ denominado
fator estrutura e € proveniente de interagdes de longo alcance entre diferentes particulas.

Assim, para sistemas diluidos de particulas esféricas uniformes, a interacdo entre as
particulas pode ser desprezada - S(g) ~ 1 - e a intensidade de espalhamento de raios-X resulta da

soma dos espalhamentos de particulas individuais que ndo interagem (/(q) = nP(g)).

3.6. Potencial Zeta

A presenga de uma carga superficial em particulas suspensas num liquido afeta a
distribui¢do de ions que estdo numa regido muito proxima da particula, ou seja, na interface entre
a superficie da particula e o meio de suspensdo o que leva ao acumulo de ions de carga oposta a
carga da superficie na regido que cerca a particula. Dessa forma, uma bicamada elétrica ¢ criada
ao redor de cada particula. Potencial Zeta €, portanto, a diferenca de potencial entre o meio de
dispersdo e a dupla camada elétrica na superficie da particula. A magnitude deste potencial
permite uma avaliagdio da estabilidade das particulas em suspensio (MALVERN

INSTRUMENTS, 2004).

3.7. Analises

3.7.1. Espalhamento de luz
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Neste trabalho, as amostras foram analisadas em um espectrometro de espalhamento de
luz Brookhaven Instruments (gonidmetro BI-200, correlator digital AT BI-9000), com laser de
He-Ne (Ay = 632,8 nm) como fonte de radiagdo. Para as andlises em DLS, o volume de
espalhamento foi minimizado com uma abertura de 4 mm e um filtro de interferéncia antes da
detec¢do do sinal na fotomultiplicadora, com angulo de leitura de 90°. As fungdes de correlagdo
temporal foram medidas em modo multi-t, usando-se 224 canais. A cubeta foi imersa em
decahidronaftaleno (decalina, Aldrich), com viscosidade de 0,9779 cP, a 21°C. As fungdes de
correlacdo temporal foram analisadas utilizando-se o método dos cumulantes (software
Brookhaven Instruments). Todos os valores foram obtidos em triplicata, ¢ o didmetro das
particulas foi obtido através da média aritmética dos valores dos didmetros efetivos obtidos. A
faixa de erro foi obtida através da raiz quadrada da soma dos quadrados dos erros absolutos

individuais.

Para as analises em SLS, foi utilizada uma abertura de 1 mm e filtro de 633 nm, com
varredura dos angulos 45°, 55°, 65° 75° 85°90°,95°, 105° 115° 125°,135° ¢ 145°. As
amostras foram inicialmente medidas para concentracdo de 0,05 mg.mL'l, € posteriormente 0s
valores de intensidade obtidos foram normalizados pelo valor de intensidade a 90° de uma
analise a concentragio de 0,01667 mg.mL™". As intensidades foram entdo normalizadas para
serem representadas como razao de Rayleigh (Ry), segundo as Equacdes 8-9, e os graficos Kc/Rg
x sen’ 6/2 obtidos para valores de ¢ = 0,01667 mg.mL'l, n = 1,33 para dgua, Ny = 6,022 x 1023,
Ao = 6,328 x 10™ cm e (dn/dt) = 0,1791 cmS.g'1 (valor referente a albumina sérica bovina, usado

como referéncia)
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3.7.2. SAXS

As andlises de espalhamento de raios-X a baixos angulos (SASX) foram realizadas na
linha de luz de alto fluxo SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz Sincroton (Campinas, SP). As
amostras liquidas foram inseridas em um porta-amostras de aco inoxidavel fechado por duas
janelas de mica com 25 mm de espessura e termostatizadas a 20(x= 0,1 ) °C. O tempo de
exposi¢ao requerido para cada analise foi de cerca de 10 min. O comprimento de onda do feixe
incidente foi de 1,488 A, e um detector linear (Princeton Instruments) foi posicionado a 1028 cm
da amostra. As intensidades foram corrigidas levando em conta a resposta do detector e os sinais

de ruido escuro, bem como a transmitancia da amostra e o espalhamento de fundo.

3.7.3. Potencial Zeta

O equipamento utilizado para a realizagdo da andlise de PZ foi o Zetasizer Malvern
Intruments ZEN3500. A metodologia de andlise consiste na velocimetria (Laser Doppler
Velocimetria — LDV), que neste caso utiliza um laser de comprimento de onda igual a 632,8 nm
(He-Ne, 4,0 mV). Este equipamento dispde de um detector que envia informacdes da luz
espalhada num angulo de 17° a um computador. No computador, um software produz um

espectro de freqliéncia e, apds andlise deste, calcula o PZ resultante.

4. Resultados e Discussao

4.1. Jaburetox-2Ec em solucio aquosa

4.1.1. Raio hidrodindmico

Os resultados obtidos com a amostra de Jaburetox-2Ec em solugdo através de

espectroscopia de espalhamento de luz dinamico (DLS) estdo sistematizados na Figura 4, na
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forma de raios hidrodinamicos (Rh) aparentes (para ¢ = 0,05 mg/mL ou 3,8 uM, considerando a
massa do mondmero), juntamente com os valores de polidispersdo associados a cada valor de
raio obtido. Os raios sdo considerados aparentes, pois os resultados ndo foram extrapolados para
concentracdo tendendo a zero (dilui¢do infinita). Os valores de Rh foram calculados como a
metade dos valores obtidos para o didmetro das particulas em solucdo. Para cada valor de
diametro hidrodinamico obtido, um valor correspondente de polidispersdo da amostra foi
estimado. Esse valor indica a distribuicdo de valores de didmetro hidrodindmico na amostra,
valores baixos indicam particulas de tamanho mais homogéneo, ¢ valores maiores uma maior
variacao de tamanho entre as particulas em suspensao.

A Figura 4 apresenta os raios aparentes obtidos para Jaburetox-2Ec em fungdo de pH e
em presenga de Na', 2-beta-mercaptoetanol (B-ME), e ainda apos oxidagdo por exposigdo das
amostras a borbulhamento de ar (~22% O,) por 2h. Observa-se que, partindo-se de pH 4,0, onde
o peptideo apresenta um raio hidrodindmico aparente de aproximadamente 75 nm, o Rh da
estrutura tende a aumentar até um maximo de aproximadamente 200 nm, em torno de pH 5,5.
Em faixas de pH mais alcalinos, a estrutura apresenta tamanhos gradualmente menores, até
voltar a atingir o tamanho médio de 75 nm de raio a partir de pH 7,0, que permanece estavel até
pH9,5.

Estes resultados indicam que o peptideo sofre agregacdo em func¢do do pH, um fendmeno
que atinge seu maximo em torno de pH 5,5. Esse valor de pH ¢ proximo do ponto isoelétrico
tedrico (pH 5,3). Uma explicacdo para esse fato seria que em valores afastados do PI, onde a
carga elétrica liquida do peptideo € positiva ou negativa, a agregacdo seria dificultada por
repulsdo entre as moléculas. As andlises subseqlientes para testar diferentes fatores foram
realizadas apenas para dois valores de pH cada, de modo geral, um valor proximo de pH 5 e
outro superior a 7.

Para verificar quais os aspectos moleculares envolvidos na agregacdo, utilizou-se o
agente redutor 2-beta-mercaptoetanol. Agentes redutores podem estabilizar a estrutura do
peptideo por reducdo dos dtomos de enxofre dos grupamentos tidlicos de residuos de cisteina,
prevenindo a formagdo de pontes dissulfeto entre unidades peptidicas (ANFISEN & HABER,
1961). O peptideo jaburetox-2Ec contem 3 residuos de cistéina em sua sequéncia. Conforme
pode observar-se na Figura 4, a adicdo de B-ME ndo foi capaz de prevenir a agrega¢do em pH

proximo de 5,5, enquanto em pH 6,7 observa-se a mesma estrutura ja observada na auséncia de
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B-ME. Este resultado ¢ similar ao encontrado para a analise de JBU sob as mesmas condig¢des, no
qual a adicdo do agente redutor B-ME ndo modificou o estado oligomérico da proteina
(FOLLMER et al, 2004a). Isso indica que, tanto para a JBU quanto para o Jaburetox-2Ec, a

formacao de agregados nao ¢ dependente da formacgao de pontes dissulfeto.
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Figura 4: Resultados obtidos por analises de espalhamento de luz dindmico em amostras
de Jaburetox-2Ec em solu¢do aquosa 0,05 mg/mL (3,8 uM) com pH ajustado por tampao
Na,HPO, 0,2 M/4cido citrico 0,1 M para a faixa de pH de 4 a 8 e H3BO3.KCl 0,1 M para a faixa
de pH 9 a 10. Painel superior: valores de raio hidrodinamico aparente em relagdo ao pH para
vérias condi¢des de amostra tais como forga id6nica de Na™ 150 nM, adi¢do de B-ME a SmM e
borbulhamento de O, 22%. Painel inferior: respectivos valores de polidispersao para cada

medida de DLS.
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Da mesma forma, a adi¢do de um eletrélito (Na') e o conseqiiente aumento da forca
ionica do meio para condicdes fisioldgicas ndo afetou os estados de agregacdo. Sendo essa (150
x 10° mol.L™") a concentragio i6nica aproximada de Na* em condicdes fisiologicas, conclui-se
que o estado agregado do peptideo pode existir em condi¢des naturais.

Por outro lado, a exposi¢dao do Jaburetox-2Ec a um meio oxidante (oxigénio do ar durante
2h) provocou o aparecimento de agregados em pH 7,4, onde originalmente havia sido observado
apenas unidades “monoméricas” de Jaburetox-2Ec. Este fato sugere que a oxidacdo dos grupos
tidis das trés cisteinas presentes na seqiiéncia do peptideo leva a formagao de pontes dissulfeto,
que nao se formariam em condi¢des normais, entre diferentes unidades peptidicas, provocando
agregacao mesmo em faixas de pH que ndo propiciam esse comportamento.

Adicionalmente, verificou-se que, para periodos maiores de estocagem da amostra sob
refrigeragdo, hd uma tendéncia ao aumento na polidispersao e na faixa de erro das medidas de
diametro (resultados ndo apresentados).

O processo de oligomerizacdo do peptideo em fungdo do pH pode ser importante para o
mecanismo de acdo do peptideo, pois o efeito maximo ocorre justamente na faixa de pH
existente no trato digestorio dos insetos suscetiveis aos efeitos das ureases, que sdo as moléculas
precursoras que liberam esse peptideo quando hidrolisadas (CARLINI et al., 1997; FERREIRA-
DASILVA et al, 2000).

A formacao de estruturas oligoméricas tem sido observada para diversos tipos de toxinas
formadoras de poros em membrana, de estrutura similar a prevista para o Jaburetox-2Ec
(MULINARI et al, 2007), tais como as toxinas do tipo Cry do Bacillus thuringiensis (BRAVO A.
et al., 2007), a toxina Alpha do Clostridium septicum (MELTON-WITT et al., 2006) ¢ a
streptolisina O do Streptococcus pyogenes (GHANI et al., 1999), nos quais a capacidade das
toxinas em formar poros em membranas celulares, e sua conseqiiente toxicidade, se demonstrou
dependente da sua capacidade de se oligomerizar previamente. Nesses casos, também, o pH foi

um dos fatores determinantes na formag¢ao de oligobmeros. (GONZALEZ et al., 2008)
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4.1.2. Massa molar e raio de giro

O espalhamento de luz estatico foi usado para a determina¢do do raio de giro e massa
molecular ponderal média (M, ) das particulas de Jaburetox-2Ec em solugdo. Os resultados

obtidos foram analisados usando formalismo de Zimm ou Berry, de acordo com a dependéncia
angular verificada durante os experimentos. Tipicamente foram usadas cinco amostras de
Jaburetox-2Ec para cada experimento, com a concentragdo peptidica variando de 0,005 mg/mL a
0,05 mg/mL (0,38-3,8 uM), diluidas em agua ultra-pura (MilliQ) e com pH ajustado a 5,6 ou 8,1
com tampao de Na,HPO4 0,2 M/4acido citrico 0,1 M.

Tabela 1: Valores de M_W , Rg e Rh para Jaburetox-2Ec em soluc¢do, de acordo com pH.

pH Rh Rg + sd M,
5,6 200 128+ 15 1,66x10°
8,1 80 54455 1,39x10*

Os resultados de massa molar ponderal média obtidos indicam que, em pH 5,6, o peptideo esteja

na forma de um dodecamero da forma monomérica (Mr 13.900) presente em pH 8§,1.

4.3. Dimensao Fractal dos agregados de Jaburetox-2Ec

A dimensao fractal de um sistema fisico ¢ um valor estatistico de como a estrutura tende a
preencher o espaco a medida que cresce em tamanho (ou ao ser analisada em ampliacdes
crescentes). A dimensdo fractal dos agregados em solugdo (d) pode ser obtida a partir da andlise
da intensidade de luz espalhada (I) (SLS) em funcdo do angulo de observacio (HARRISON,

1995), de acordo com a expressao:

L@ = q(Eq. 15)
A Figura 5 ilustra o grafico utilizado para determinacdo do parametro d, para a amostra

em pH 5,15.
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Figura 5: Dimensao fractal para a amostra de Jaburetox-2Ec em pH 5,15. O logaritimo da
intensidade de luz espalhada ¢ plotado contra os logaritmos de diferentes valores de ¢, obtidos
pela variacdo dos angulos de andlise de acordo com a Eq. 2. O médulo da declividade da reta

resultante € o valor da dimensao fractal d.
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Os valores de dimensao fractal d obtidos para amostras em pH 7,78 e 5,15 foram de -1,36
e -2,51, respectivamente. De acordo com essa abordagem, quando Rg.q ~ 1.0, a fractalidade
massica dos agregados poder ser investigada (HARRISON, 1995). Valores de dimensao fractal
(d) com modulos préximos de 1 indicam a presenga de estruturas moleculares em solucio
(estrutura peptidica dissolvida), o que efetivamente ¢ encontrado para o pH 7,78, onde o peptideo
Jaburetox-2Ec encontra-se na forma ndo-agregada em solucdo. Ja para a situacdo onde o
peptideo encontra-se agregado, observou-se valores iguais ou maiores que 2,5. Em sistemas
bioldgicos encontra-se fractalidades entre 2,73 e 2,79, como por exemplo, ao se analisar os
bronquios pulmonares, ou mais especificamente, a forma como as estruturas se reproduzem ao
longo dos pulmdes. Os valores de fractalidade d encontrados neste trabalho para o peptideo
agregado (pH 5,15, por exemplo), considerando-se que deve-se estimar um erro absoluto em
torno de 10%, apontam para estruturas fractais de crescimento irregular, semelhantemente ao que
observa-se em sistemas bioldgicos. Este fato torna relevante a necessidade de aprofundar-se o
conhecimento sobre os mecanismos de agregagao que ocorrem em sistemas desta natureza, pois
0os mesmos obedecem a interagdes possiveis (estatisticamente determinadas), e ndo apenas a
interagdes provaveis entre diferentes moléculas. Deve-se salientar ainda que o pardmetro d
corresponde nesse trabalho a uma fractalidade estatistica, sujeita, portanto a uma variagao

propria dos sistemas biologicos.

4.2. Interacido com membranas lipidicas

4.2.1. Raio hidrodindmico dos lipossomas

O espalhamento de luz dinamico também foi usado para analisar os efeitos do Jaburetox-
2Ec nos raios hidrodindmicos de vesiculas lipossomicas miméticas de plaquetas humanas. Os
lipossomas foram suspensos em solu¢dao de NaCl 0,15 M, pH 7,0 e o seu tamanho foi monitorado
ao longo do tempo, tendo sido adicionado 0,025 mg/mL (1,9 uM) de Jaburetox-2Ec apds a
primeira medida. A Figura 6 compara os resultados de amostras de lipossomas puros em solugao
salina e lipossomas na presenca do peptideo. Lipossomos foram também exposto ao detergente

Triton X-100 1% como para comparagao.
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Embora tenha ocorrido uma pequena diminui¢do de tamanho do lipossomas na presenca
de peptideo, essa ndo parece ser significativa para demonstrar claramente que o Jaburetox-2Ec
cause um efeito sobre o tamanho das vesiculas. A andlise do efeito do Triton X-100 foi realizado
com propdsitos comparativos, ja que esperava-se um efeito inequivoco do detergente sobre as
membranas lipossomicas. Foi observado que, na presenga do detergente, as vesiculas foram
prontamente reduzidas a metade do seu tamanho original. No entanto, observou-se que as
vesiculas ndo foram completamente destruidas no tempo de andlise do experimento, tendo se
reorganizado na presenga do Triton X-100 para formarem um nova populacdo com tamanho
menor (com ~50% do Rh original) — que pode estar composta de vesiculas menores (ataque do
Triton X-100 as bicamadas lipidicas mais externas do lipossoma), bem como de micelas lipidicas
formadas no meio devido a liberagdo/desorganizacdo dos lipideos a partir do ataque do
detergente as vesiculas lipossOmicas — que se mostraram estaveis nas condi¢cdes do experimento.

Devido aos lipossomas terem sido inicialmente suspendidos em agua ultra-pura, apos a
sua diluicdo em solucgdo salina, espera-se que a diferenca de pressdo osmotica entre o interior e
exterior dos lipossomas resulte numa gradual passagem de NaCl para o interior dos mesmos. No
entanto, devido a caracteristica multilamelar dos lipossomas, acredita-se que esse efeito ocorra
num espago de tempo maior que o do experimento. E possivel que a formagdo de poros nas
lamelas exteriores pela agdo do Jaburetox-2Ec afete o processo, no entanto, a diferenca de raio

hidrodindmico observada ndo ¢ suficientemente significativa para comprovar esse efeito.
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Figura 6. Raios hidrodinamicos (Rh) em fun¢do do tempo para as vesiculas lipossdmicas em
solucdo salina NaCl 0,15 M (quadrados pretos), na presen¢a de Jaburetox-2Ec 0,5 mg/mL
(tridngulos verdes) e de Triton X-100 1% (circulos vermelhos).
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4.2.2. SAXS

Os resultados de SAXS foram obtidos na forma de imagens 2D, as quais foram ajustadas
levando em conta o ruido escuro € uma amostra “branca” contendo apenas solu¢dao de NaCl 0,15
M. Essas tiveram entdo a suas intensidades integradas ao longo de um intervalo de sua
circunferéncia e foram convertidas em graficos lineares através do programa Fit2D
(HAMMERSLEY). As diferentes intensidades obtidas em relagdo ao angulo de espalhamento, e
consequentemente o formato do grafico obtido, sdo representados pelo efeito dos fatores forma e
estrutura, tais como descritos na Eq. 14.

Para realizar o ajuste tedrico dos espectros experimentais foi utilizado um modelo teorico,
disponivel no software SASFit (ver. 0.89) (KOHLBRECHER, 2009). Nesse modelo, o fator
forma P(g) foi baseado em um modelo de vesicula composta de bicamada lipidica
(KOHLBRECHER, 2009) usando uma distribuicdo logaritmica normal (KOHLBRECHER,
2009), tal como dado abaixo;

K(Q9Rca77sol _77:)+K(QaRC +t¢a’7t _nh)

2
1(q) =( J (Eq. 16)
+K(q9RC +tt +th977h —77,)+K(Q,RC +2tr +ths77: _nsol)

com

RAR® singR — qRcosgR

K(q,R,An) =§7Z' (GR) (Eq. 17)

Os parametros utilizados no ajuste das curvas foram o raio do ntcleo micelar R, a
espessura da parte externa da bicamada (grupo cabeca) t,, a espessura da parte interna da
bicamada (grupo cauda) t;, a densidade de espalhamento da parte externa da bicamada ny, a
densidade de espalhamento da parte interna da bicamada m; ¢ a densidade de espalhamento do
solvente ns. (Figura 7)

O fator estrutura S(g) foi modelado utilizando-se uma estrutura multi-lamelar tal como
dada pela teoria de Caillé modificada (MCT) (ZHANG et al., 1994) usando uma aproximacao

monodispersa.
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N+2o

Suc(q,R.d,my,y) = ZXKSK,MC (Eq. 18)

Ng=N-20

com

2
N+l

_ i ’ 2 _ i 2
Seme = N +2 Y (N —m)cos(mgd)e (e o () (3] (Eq. 19)

m=1

Os parametros considerados aqui foram o numero total de bicamadas no dominio de
espalhamento N, a distdncia de separagdo entre as bicamadas d, o pardmetro de Caillé 1, que
consiste numa medida para as flutuagdes da bicamada conforme representadas na Fig. 8, e a

constante escalar de espalhamento difuso adicional Nu.

A Figura 9a mostra o sistema contendo apenas os lipossomas em solugdo salina. A linha
vermelha corresponde ao ajuste obtido a partir dos modelos descritos acima. As duas linhas na
figura 9b correspondem as contribuicdes separadas do fator forma P(g) e do fator estrutura S(g).
O pequeno “ombro” visivel na curva experimental em 9a, na faixa de ¢g~5,5 corresponde a
irregularidades na membrana na faixa de 10 nm (FERNANDEZ et al., 2008). Os parametros

obtidos desse ajuste estdo listados na Tabela 3.

Os resultados na Tabela 3 s3o consistentes com um sistema de vesiculas relativamente
monodispersas com estrutura multilamelar. A figura 9b mostra o modelo do ajuste decomposto
em seus fatores forma e estrutura. Esse fator forma ¢ caracteristico de vesiculas bicamada de
grande raio e ndo-interativas em solu¢do. O formato da curva ndo ¢ afetado pelo tamanho da
vesicula inteira, ja que o raio total dessa estd além da faixa de ¢ coberta pela técnica de SAXS. A
forma do pico largo principal da curva ¢ influenciada pela espessura dos grupos “cabega” polares
e das “caudas” hidrofobicas dos componentes lipidicos da bicamada, que possuem densidades
eletronicas diferentes. O pico do fator estrutura ¢ causado por difragdo de Bragg entre multiplas
lamelas de bicamadas na vesicula. A distancia de separa¢do d entre essas camadas pode ser
obtida a partir do valor de ¢ em que esse aparece no espalhamento. Como visto na Tabela 2, a

distancia obtida para esse ajuste foi de aproximadamente 6,2 nm.
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Figura 8: Flutuacdes na fase La da vesicula lipossomica causadas por ondulagdes de bicamada.
Os picos resultantes sdo descritos pela MCT (KOHLBRECHER, 2009).
Usando ambos os modelos, foi possivel ajustar curvas teoéricas aos dados experimentais e

inferir, a partir dos pardmetros que geraram os melhores ajustes, as propriedades das amostras.
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0,0 0,5

Figura 9. Dados de SAXs para as vesiculas lipossdmicas em solucdo de NaCl 0,15 M. Os
valores de intensidade das imagens de espalhamento foram integrados e plotados em graficos. As
curvas experimentais assim obtidas foram tratadas no programa SASFit de modo a ajustar os
modelos teoricos aos resultados experimentais. a) A curva sélida representa o modelo de ajuste
descrito no texto. b) Decomposi¢ao do modelo de ajuste em seus fatores forma (azul) e estrutura

(verde).

Tabela 2. Parametros fisicos dos modelos utilizados no ajuste da curva de SAXS na figura 9, tais
como descritos na se¢ao 4.2.2. R, t;, t; € d sao dados em nm.

2,5

3,0

b)

0,00004

0,00003

0,00002

Intensidade

0,00001

0,00000

Ajuste fator forma

Ajuste fator estrutura

0,0

Fator Forma Fator Estrutura
Amostra R, th t Nh Nt MNsol N d n
Lipossomas | 150* | 1.406 | 2.292 | 5.6576 | 5.66073 | 5.6591 | 13.73 | 6.23 | 0.96

*Q valor de R, foi mantido fixo
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A Figura 10 mostra um sistema similar de lipossomas em solu¢do salina, com a adi¢ao do
peptideo Jaburetox-2Ec (pH 7,5) a uma concentracdo de 0,1 uM imediatamente antes da analise.
Foram obtidas, em seqiiéncia, 4 imagens do espalhamento resultante, cada uma com um tempo
de exposi¢ao de 10 minutos. Foi realizada também uma anélise da mesma amostra apds 12 horas
(720 min).

Os graficos obtidos para as andlises nos primeiros 40 minutos sdo similares ao grafico
apresentado na Figura 9. A principal diferenga ¢ o aparecimento de um pico de intensidade
crescente em g~1,3. Comparando os méaximos dos picos g~1,0 e g~1,3 entre as medidas a e d,
pode se verificar que o pico g~1,0 € inicialmente mais intenso que o pico g~1,3, mas que ao
longo do tempo ha uma inversdo na intensidade dos mesmos. No entanto a mesma amostra,
medida apods 12 horas, revela um pico ¢g~1,0 consideravelmente menos intenso e o pico em g~1,3
torna-se irrelevante.

Foi analisada também uma amostra similar para a qual foi adicionado o peptideo
Jaburetox-2Ec a uma concentragdo de 0,5 uM. Foram obtidas, para essa amostra, 3 imagens de
espalhamento ao longo de 30 minutos, bem como uma analise da mesma amostra apds 12 horas
(720 min). Os resultados estdao apresentados na Figura 11.

Em contraste com a amostra contendo 0,1 uM de peptideo, nessa amostra foi observado
j& na primeira medida um pico em ¢~1,3 muito mais intenso que o pico em g~1,0. E
diferentemente da amostra anterior, ndo se verificou nenhuma mudanca de intensidade
significativa ao longo das medidas. Na medida apds 12 horas (720 min), nenhum dos dois picos
permanece claramente visivel, possivelmente devido ao efeito prolongado do peptideo que causa

a diminui¢@o ou desaparecimentos das multilamelas.

Uma comparagdo entre os resultados das Figuras 10 e 11 sugere que o efeito do
Jaburetox-2Ec sobre os lipossomas ¢ dose-dependente, sendo mais rapido e pronunciado na
concentragdo de 0,5 uM, sendo que em uma concentrag¢do de 0,1 uM ainda € possivel observar o
seu efeito ocorrendo durante o tempo de andlise.

Os melhores ajustes obtidos para os sistemas de lipossomas na presenga de Jaburetox-2Ec
consideraram os dois picos principais como originarios de dois fatores estrutura diferentes, sobre

0 mesmo fator forma.
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Figura 10: Dados de SAXS para as vesiculas lipossdmicas en solu¢ao de NaCl 0,15 M apo6s a
adicdo de Jaburetox-2Ec a uma concentragdo de 0,1 uM. As diversas linhas representam medidas
finalizadas nos tempos indicados na legenda. No canto superior direito pode-se visualizar uma
ampliacao dos dois picos principais € a sua variagao ao longo do tempo.

a (10 min)
0,00005 .
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Figura 11: Dados de SAXS para as vesiculas lipossdmicas en solu¢do de NaCl 0,15 M apds a
adi¢ao de Jaburetox-2Ec a uma concentragdo de 0,5 uM. As diversas linhas representam medidas
finalizadas nos tempos indicados na legenda. No canto superior direito pode-se visualizar uma
ampliagdo dos dois picos principais € a sua variagdo ao longo do tempo.
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Na Figura 12 estdo representados os ajustes da curva de SAXS dos lipossomas na
presenca de Jaburetox-2Ec 0,5 uM (medida a da Fig. 11). As Figuras 12b e 12c mostram cada
um dos ajustes decompostos em seus fatores forma e estrutura.

A Tabela 3 lista os parametros obtidos da modelagem para ambos os picos do grafico. A
principal diferenca entre os dois modelos foi a distancia de separagdo entre as bicamadas d, para
a qual foi encontrado um valor de 6,23 nm para o primeiro pico, valor similar ao obtido na
modelagem dos lipossomas puros em solugcdo (como visto na Tabela 2), e um valor
consideravelmente menor de 4,72 nm para o segundo pico, causado pela interacdo do peptideo
com os lipossomos. A maior intensidade da curva experimental para o minimo em ¢~0,5 —
indicado pela caixa vermelha na Figura 12a — em comparagao ao fit tedrico e a curva da amostra
contendo apenas lipossomas vista na Figura 9, ¢ provavelmente devido a presenca de
aglomerados do peptideo na solucdo. Um pequeno pico correspondendo a irregularidades da

membrana também pode ser reconhecido em ¢g~0,55, indicado peal caixa azul na Figura 12.

Experimentos de SAXS com os lipossomos sob efeito da urease (JBU) e de Triton X-100
também foram realizados, bem como ajustes preliminares para graficos reslutantes. Em ambos os
casos os resultados se mostraram notadamente diferentes dos obtidos com a adi¢do apenas do

peptideo Jaburetox-2Ec. Esses experimentos estdo discutidos no Anexo 1.
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Figura 12. Dados de SAXS para as vesiculas lipossomicas em solu¢do de NaCl 0,15 M apo6s a
adi¢do de Jaburetox-2Ec a uma concentragdo de 0,5 uM. a) As curvas solidas representam os
dois diferentes ajustes que constituem as maiores contribui¢des a curva experimental. A regido
marcada pela caixa azul indica irregularidades na membrana da ordem de 10 nm. A regido da
caixa vermelha indica a presenga de aglomerados de peptideos livres na solu¢do. b) e c)
Decomposi¢ao dos modelos de ajuste em seus fatores forma (azul) e estrutura (vermelho). O
fator forma ¢ o mesmo para os dois ajustes e os fatores estrutura estdo ajustados para representar
cada um dos dois picos principais na curva experimental.

Tabela 3. Parametros da amostra de lipossomas na presenca de Jaburetox-2Ec 0,5 uM obtidos
dos ajustes 1 e 2, levando em consideragdo o primeiro e segundo pico, respectivamente. R, #;, ¢,
¢ d sdo dados em nm.

Fator Forma Fator Estrutura

Lip-I2Ec R, t, t N M Neol N d n

Ajuste 1 150* | 1.38 | 2.75 | 5.6577 | 5.66005 | 5.6594 9 6.32 | 0.96

Ajuste 2 150* | 1.38 | 2.75 | 5.6577 | 5.66005 | 5.6594 9 4,72 | 0.85

*Q valor de R, foi mantido fixo.
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Uma possivel explicagdo para o aparecimento do segundo pico € a criagdo de poros na
membrana por a¢do do peptideo causando a aproximacdo entre as lamelas nas regides afetadas,
bem como alteragdes na rigidez da membrana. No entanto, as regioes da membrana ndo afetadas
continuariam a contribuir para o espalhamento de maneira similar a da amostra de lipossomas

puros, de modo que o primeiro pico continua visivel.
As Figuras 13a, 13b e 13¢c mostram os ajustes para os sistemas de lipossomas na presenca

de Jaburetox-2Ec 0,1 pM e como esses se diferenciam ao longo do tempo de agao do peptideo. A

Tabela 4 mostra os diferentes valores dos parametros dos fatores estrutura para cada medida.
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c) Tabela 4: Parametros obtidos do ajuste dos
fatores estrutura para as analises dos
0.00006 - E i | .
| " Fator Forma lipossomas na presenca de Jaburetox-2Ec

Ajuste Pico 1

oooos| ] Ajuste Pico 2 0,1uM ao longo do tempo.
S@ | N | d [ n
Lip-J2Ec 0,1puM — a (10 min)
Fit 1 8 6,36 | 0,8
Fit 2 8 475 | 1,05
Lip-J2Ec 0,1uM — b (20 min)
Fit 1 8 6,36 | 0,77
< A Fit 2 8 4.80 | 0,99
0.0 05 10 15 20 25 Lip-JZEC O,IHM —C (30 mln)
a(om’) Fit 1 8 6,36 | 0,77
Fit 2 8 4,77 | 0,99
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Figura 13: Dados de SAXS para as vesiculas lipossomicas em solucdo de NaCl 0,15 M apo6s a
adi¢do de Jaburetox-2Ec a uma concentragdo de 0,1 uM juntamente com as curvas de ajuste
obtidas para cada pico principal e a curva de fator forma do sistema. A evolucdo do sistema ao
longo do tempo ¢ demonstrada na seqiiéncia dos graficos. a) Andlise durante os 10 primeiros

minutos apos a adi¢do do peptideo. b) Analise entre 10 e 20 minutos. ¢) Analise 20-30 minutos
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4.2.3. Potencial Zeta

As amostras de lipossomas para analise do PZ foram diluidas (20 pL da suspensdo de
lipossomas em 10 mL de uma solu¢@o aquosa 0,1 mM de NaCl), de forma a proporcionar um
meio eletrolitico. As amostras foram filtradas através de uma membrana com porosidade de 0,45
um e a temperatura de analise foi de 25°C.

Foram realizadas medidas de PZ para as amostras de lipossomas puros e lipossomas na
presenca de Jaburetox-2Ec 0,5 uM a pH 7,1 e 5,0. Os valores de PZ resultantes estdo expressos

na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de Potencial Zeta para as vesiculas lipossomicas em solugao salina na
presenca de Jaburetox-2Ec em diferentes valores de pH.

Amostra PZ (mV)
Lipossomas -19,90
+J-2Ec pH 7,1 -35,77
+ J-2Ec pH 5,0 -30,10

O valor negativo do potencial dos lipossomas em solugdo indica que as vesiculas
apresentam superficie externa com predominancia de cargas negativas, na qual os fons Na" que
estdo presentes na suspensdo estao sendo atraidos pela carga superficial negativa dos lipossomas.
Assim, o potencial elétrico superficial dessas vesiculas ¢ negativo. Este valor de PZ pode ser
explicado pela presenca da fosfatidilserina (PS), que ¢ um fosfolipidio anidnico e que estaria
preferencialmente na camada externa da vesicula. O fosfatidilinositol (PI) também ¢ anionico,
mas estd em pequenissima quantidade na composi¢do lipossomica. A fostatilcolina (PC) e a
fosfatidiletanolamina (PE) sdo zwiteridnicas, e portanto neutros.

O aumento do potencial negativo dos lipossomas estd provavelmente relacionado a
aminoacidos carregados do peptideo, que nao estdo distribuidos de maneira homogénea na sua
seqiiéncia, resultando em regides hidrofobicas que podem se inserir no lipossomo, deixando para
fora as regides carregadas (BARROS et al., 2009). Adicionalmente, o peptideo possui um ponto
isoelétrico tedrico de 5,3, o que significa que este possui uma carga bruta positiva em pH 5,0 e
negativa em pH 8,1. A mudanca de razdo positivo/negativo entre os aminoacidos expostos pode

explicar a diferenca de potencial para diferentes valores de pH.
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5. Conclusoes

O peptideo entomotoxico recombinante Jaburetox-2Ec, derivado da urease de Canavalia
ensiformis, foi analisado por técnicas de espalhamento de luz e raios-X a fim de determinar o seu
comportamento em diferentes condi¢des. Foi verificado que o peptideo em solucdo aquosa
neutra apresenta-se como uma particula com 80 nm de raio hidrodindmico e 54 nm de raio de
giro. Sua massa molar foi estimada em 1,39x10* mol.g™', proximo ao valor teérico. O peptideo
mostrou tendéncia a agregar quando exposto a um meio com pH em torno de 5,5, proximo ao seu
ponto isoelétrico. O comportamento de oligomerizacdo persiste em condigdes de forga idnica
fisiologica, e ndo ¢ determinado pela formacao de pontes dissulfeto. Em pH 5,5, o agregado do
Jaburetox-2Ec apresentou-se como uma particula com 200 nm de raio hidrodindmico, 128 nm de
raio de giro ¢ sua massa molar foi estimada em 1,66x10° mol.g", correspondendo provavelmente
a um dodecamero da forma encontrada em meio neutro.

Considerando que a estrutura tridimensional proposta para o peptideo, bem como a suas
caracteristicas de oligomerizacao, sdo similares as de alguns polipeptideos formadores de poros,
o seu efeito sobre membranas lipossdmicas foi estudado. Membranas miméticas de plaquetas
humanas foram produzidas para estudos de interacdo com o peptideo.

Para comparar as propriedades das membranas lipossdmicas na auséncia e na presenga
do peptideo Jaburetox-2Ec, essas foram analisadas por espectroscopia de espalhamento de raios-
X a baixos angulos (SAXS). As curvas experimentais foram aproximadas por modelos tedricos
usando um software de fit, que proveu boas aproximagdes em relagdo as curvas experimentais. A
partir dos pardmetros usados para as modelagens, foi possivel inferir as caracteristicas fisicas das
vesiculas lipossomicas sozinhas e em presenga do peptideo. Foi verificado que a presenca de
Jaburetox-2Ec causa uma significativa mudanga na membrana em bicamada dos lipossomas, e
que esse efeito, caracterizado pela diminui¢do de intensidade do pico g~1,0 e aparecimento de
um pico intenso em g~1,3 no grafico de espalhamento, se mostra mais intenso e de agdo mais
rapida em concentragcdes maiores do peptideo. Na modelagem teodrica dos graficos, a presenca
desses dois picos foi representada como o efeito de dois fatores estrutura (caracteristica da
camada bilipidica) sobre um mesmo fator forma (caracteristica da vesicula). O aparecimento do
pico g~1,3 e o aumento de sua intensidade com a maior concentracdo de Jaburetox-2Ec sugere

que esse provenha da contribuicdo de espalhamento de regidoes da membrana afetadas pelo
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peptideo, enquanto o pico g~1,0 provém de regides ndo-afetadas. De acordo com a modelagem,
as principais diferencas entre os dois fatores estrutura sdo a diminuicdo da distancia de
espagcamento inter-lamelar d na presenca do peptideo e o parametro de Caillé n, indicativo de um

aumento na rigidez da membrana.
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Al. Anexo I

Em comparagdo com os graficos obtidos para a interagdo dos lipossomas com Jaburetox-
2Ec representados nas figuras 10 e 11, a figura 14 apresenta os graficos resultantes da interagao
dos lipossomas com a urease de C. ensiformis (JBU) em solugdo (0,5 uM) (a) e com o detergente
Triton X-100 (1% v/v) (b), bem como os respectivos ajustes teoricos. Embora esses resultados
ndo sejam analisados a fundo nesse trabalho, é possivel verificar que o efeito do peptideo
Jaburetox-2Ec sobre os lipossomas foi significativamente distinto dos efeitos de tanto a JBU
quanto do Triton X-100.
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Figura 14. Dados de SAXS para as vesiculas lipossomicas em solu¢do de NaCl 0,15 M apo6s a
adicdao de JBU a uma concentracdo de 0,5 uM (esquerda) e Triton X-100 a 1% v/v (direita). As
curvas so0lidas vermelhas representam os ajustes tedricos obtidos.
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