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EFEITO DE IONS DE HOFMEISTER SOBRE A AUTO-ORGANIZACAO
MOLECULAR DE UM PEPTIDEO NANOESTRUTURADO

RESUMO

Na busca de novos biomateriais, as estruturas de peptideos auto-organizaveis sao
promissoras para aplicacdes em &reas como biossensoiramento, eletrdnica molecular,
diagnostico, desenvolvimento de farmacos e reparo de tecidos. Esses “blocos de
construcdo” s@o capazes de se auto-organizarem em nanoestruturas em 1, 2 ou 3
dimensGes de uma maneira muito simples sem o uso de maquinas especializadas ou
condicBes extremas de temperatura ou pressdao. Ha uma série de peptideos capazes de se
auto-organizar em nanoestruturas. Estes podem ser encontrados na natureza ou
sintetizados no laboratério. No presente trabalho foi utilizado um peptideo sintético Py;-
2, para observar como alguns ions da série de Hofmeister (cloreto e sulfato) alteram sua
conformacao, utilizando técnicas espectroscopicas de UV-vis, fluorescéncia e dicroismo
circular. O P1;-2 foi desenvolvido por Neville Boden e colaboradores na Universidade
de Leeds-Inglaterra, € um peptideo que possui propriedades fisico-quimicas amplamente
conhecidas e que tem a propriedade de se auto-organizar com a concentracdo de
maneira totalmente controlada e de forma hierarquica partindo da forma molecular e
com o aumento da concentracdo formando estruturas supramoleculares complexas
formando fitas, fibras e géis. Com as andlises foi possivel observar que o peptideo na
conformagao random coil pode mudar para a conformagao folha B apenas adicionando
ions cosmotrdpicos como o sulfato, que altera a estrutura da agua fazendo com que o
peptideo precipite (salting-out). Outra observacdo foi que o cloreto apesar de ser
considerado um ponto divisor entre ions caotropicos e cosmotrépicos, possui uma leve
tendéncia caotropica, porém, interage diretamente com a camada hidrofébica do
peptideo favorecendo em parte o colapso hidrofébico. Diversos trabalhos mostram uma
série de debates sobre o mecanismo do efeito Hofmeister, e ainda ndo existe um
consenso sobre tal. E devido a importancia desse efeito sob a biologia e a tecnologia,
sd0 necessarios estudos mais aprofundados de simulagcGes moleculares, juntamente com
experimentos espectroscépicos, termodinamicos e de microscopia eletronica de
transmissdo para uma maior compreensao desse importante fendmeno.

Palavras-chave: Efeito Hofmeister, P1;-2, Auto-organizagdo molecular
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HOFMEISTER EFFECT ON THE MOLECULAR SELF-ASSEMBLY OF A
NANOSTRUTURED PEPTIDE

ABSTRACT

In the search for new biomaterials, self-organizing peptide structures are
promising for applications in areas such as biosensing, molecular electronics,
diagnostics, drug development and tissue repair. These building blocks" are able to self-
organize into nanostructures in 1, 2 or 3 dimensions in a very simple way without the
use of specialized machines or extreme conditions of temperature or pressure. There are
a number of peptides capable of self-organizing in nanostructures. These can be found
in nature or synthesized in the laboratory. In the present work a synthetic peptide P1;-2
was used to observe how some ions of the Hofmeister series (chloride and sulfate) alter
their conformation, using spectroscopic techniques of UV-vis, fluorescence and circular
dichroism. P1;-2 was developed by Neville Boden and colleagues at the University of
Leeds-England. It is a peptide with physicochemical properties widely known and has
the property of self-organizing with concentration in a totally controlled and
hierarchical way starting from the molecular form and with increasing concentration
forming complex supramolecular structures forming ribbons, fibers and gels. With the
analyzes, it was possible to observe that the peptide in the coil random formation can
change to the B-sheet conformation only by adding cosmotropic ions such as sulfate,
which changes the water structure causing the peptide to precipitate (salting-out).
Another observation was that the chloride, although considered a dividing point
between chaotropic and cosmotropic ions, has a slight chaotropic tendency, however, it
interacts directly with the hydrophilic layer of the peptide, favoring in part the
hydrophobic collapse. Several papers show a series of debates on the mechanism of the
Hofmeister effect, and there is as yet no consensus on this issue. And due to the
importance of this effect under biological and technological standpoint, further studies
of molecular simulations are required, along with spectroscopic, thermodynamic
experiments and transmission electron microscopy for a better understanding of this
important phenomenon.

Key-words: Hofmeister lons, P1;-2, Molecular self-organization
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1 INTRODUCAO

A analise quantitativa das forcas envolvidas no processo de origem da estrutura
biologica é importante para o desenvolvimento de novos medicamentos na inddstria
farmacéutica, bem como para modelagem de processos bioldgicos, destacando-se a
transducéo de sinal via fluxos idnicos e dobramento de proteinas (AKRAM et al., 2016;
COLLINS etal., 2007; LIU, ZHIJING et al., 2016; TIAN et al., 2015).

O efeito Hofmeister, também chamado de efeito de ion especifico refere-se a
capacidade de cétions ou anions interferirem nas propriedades fisicas de
macromoléculas. Esse efeito foi notificado pela primeira vez em 1888 pelo pesquisador
Franz Hofmeister, ao observar a capacidade de ions estabilizarem solucdes de proteinas
evitando a precipitagdo. Também foi observado que a agregacao e a sedimentacdo das
proteinas em solucédo de cétions e anions pode variar notavelmente com espécies inicas
diferentes, mesmo que a valéncia e a natureza quimica desses ions sejam semelhantes
(HOFMEISTER, 1888; KUNZ; HENLE; NINHAM, 2004).

Nos Ultimos anos, uma ampla variedade de fenbmenos bioldgicos, a partir da
dobragem de proteina, atividade enzimatica para montagem coloidal e cristalizacdo de
proteinas, tem mostrado seguirem a série Hofmeister, na qual classifica a influéncia
relativa dos ions no comportamento fisico dos processos aquosos. Esse comportamento
€ mais caracteristico utilizando anions ao invés de cations (JANC et al., 2016; LIU et
al., 2013; LO NOSTRO et al., 2006; NAMUR et al., 2009; NORONHA et al., 2015;
PEGRAM et al., 2010; SALAY et al., 2009; TOLEDO GRIJALBA et al., 2006; YANG
et al., 2006).

Uma ordem tipica para a reatividade desses ions é:

CO5” > SO4* > S0,03% > H,POs > F > Cl" > Br ~ NO3 > 1" > ClO, > SCN

O ion cloreto é considerado o ponto divisor entre esses dois comportamentos,
pois 0 mesmo ndo apresenta interferéncia relevante (COLLINS; NEILSON;
ENDERBY, 2007; LIGHT et al., 2016a; YEH et al., 2010; ZHANG; CREMER, 2010a).
fons a esquerda do cloreto sdo chamados cosmotrépicos, enquanto jons a direita do
cloreto sdo denominados caotrépicos. Esses ions sdo conhecidos por afetarem a

solubilidade de compostos relativamente apolares em &gua, bem como a sua
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distribuicdo entre agua e solventes organicos (COLLINS; NEILSON; ENDERBY,
2007). Os ions cosmotrépicos interagem mais fortemente com as moléculas de agua e
diminuem a solubilidade do soluto, enquanto 0s agentes caotropicos provocam o oposto.
Esses termos foram originalmente desenvolvidos referindo-se a habilidade que esses
ions tém de alterarem as ligacdes de hidrogénio das moléculas de agua que envolvem os
solutos (COLLINS; NEILSON; ENDERBY, 2007; SCHREIER; MALHEIROS; DE
PAULA, 2000).

Embora seja evidente que os efeitos de Hofmeister sdo associados com cargas de
superficie, a compreensdo do seu mecanismo ainda é tema de debates. Entretanto,
alguns estudos recentes indicam que a ac¢ao central sobre a 4gua pode n&o ser o principal
fator que descreve as propriedades dos ions de Hofmeister, e alguns resultados mostram
que esse efeito decorre da interacdo direta entre o ion e a macromolécula, bem como, a
interacdo dos mesmos com a primeira camada de hidratacdo. Porém ainda ndo ha um
consenso a respeito desse importante fendmeno (SALAY et al., 2015; SALIS;
NINHAM, 2014; TIAN et al., 2015; WILLIAMS; NINHAM; BOSTRO, 2003,
ZHANG; CREMER, 2006, 2010; OKUR et al., 2017).

Nos ultimos anos uma série de biomateriais nanoestruturados vem sendo
desenvolvidos com um grau altissimo de controle sobre sua composicdo, estrutura e
propriedades. Um material nanoestruturado em particular chama a atencdo, o peptideo
P1;-2, desenvolvido por Neville Boden e colaloradores na Universidade de Leeds -
Inglaterra, e que tem a propriedade de se auto-organizar com a concentracdo de maneira
totalmente controlada e de forma hierarquica, partindo da forma molecular formando até
estruturas supramoleculares complexas (fitas, fibras e géis) com o aumento da
concentracdo. Nesse caso particular foi feito um estudo tedrico e experimental muito
elaborado que permitiu se obter um conhecimento fisico-quimico profundo e detalhado
do peptideo (DAVIES et al., 2009; FISHWICK et al., 2003; NYRKOVA et al., 2000).

Por outro lado, o efeito de ions da série de Hofmeister apesar de sua grande
importancia bioldgica como a homeostase e sinalizacdo de célcio, até papéis
fundamentais de cations especificos em metaloproteinas, ainda € matéria de debates e de
muitas investigacGes acerca de seu mecanismo (OKUR et al., 2017). Assim, o peptideo
P11-2, constitui-se um modelo ideal para se investigar os ions da série de Hofmeister e
contribuir para o entendimento fisico-quimico desse fendbmeno de importancia téo
ampla em nanobiotecnologia. Entdo, propomos usa-lo como um sistema modelo para se

compreender a acdo de ions de Hofmeister, investigando como esses ions influenciam o
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processo de auto-organizacdo desse peptideo. Com isso, esperamos adquirir uma melhor
compreensdo em nivel molecular do efeito de ions de Hofmeister, contribuindo para a

compreensdo dos aspectos fisico-quimicos desse importante fenémeno.
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2.1

2.2

OBJETIVOS
Objetivo Geral
Descrever a acao dos ions Hofmeister e como esses ions influenciam o
processo e auto-organizacdo do peptideo sintético Py;-2, utilizando técnicas
instrumentais.
Objetivos Especificos
e Estudar o efeito dos ions Hofmeister sobre a auto-associagdo do peptideo
nanoestruturado P;3-2 utilizando as técnicas de espectroscopia de
fluorescéncia e UV-vis.
e Estudar o efeito dos ions Hofmeister sobre a conformacdo do peptideo

nanoestruturado Pq;-2 utilizando a técnica de espectroscopia de

dicroismo circular.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1  Nanotecnologia

O século XI1X foi considerado a era do ferro e do aco, devido ao fato de que os
mesmos eram projetados de forma controlada e/ou adaptada e utilizados para diversos
fins. O século XX trouxe ao mundo o desenvolvimento de novos tipos de materiais,
especificamente polimeros. Na segunda metade deste século surge uma classe
importante de material inorganico, os semicondutores. Esses sdo a base para a segunda
revolucdo industrial e o surgimento da tecnologia da informacdo. No entanto, parece
justo dizer que muitas propriedades dos materiais duros sdo bem compreendidas,
enquanto ainda existe muito a se aprender sobre a matéria mole. Somente no século
XX1 diversos pesquisadores criaram estruturas complexas, baseadas na natureza,
formadas por biopolimeros, e exploraram a nanotecnologia para criar dispositivos
baseados em auto-organizacao de polimeros (HAMLEY, 2007).

A nanotecnologia é a ciéncia que estuda as estruturas e fendbmenos em
nanoescala, mais precisamente na faixa de cerca de 1 a 100 nandmetros (Figura 1). Na
area de quimica esse tamanho esté relacionado, de modo geral, a col6ides, micelas e
polimeros (VISAKH, 2016).

Figural — Escala nanométrica.

Agua Ghicose Anticorpo Virus Bactéria Célula Cancerosa Bola de ténis
» Y @ &
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| | | | | | | |
| | | | | | | | i
o A A KX \000 QQQQ K Ky
¥ R
29 ®n n
l IJ |
Nanodispositivos:

Nanoporos, dendrimeros, nanotubos,
pontos quanticos, e nanocartuchos

Fonte: VISAKH, 2016 (traduc&o propria)
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A nanociéncia e nanotecnologia tém como objetivo o estudo e aplicacdo de
materiais extremamente pequenos que podem ser usados em todos 0s outros campos da
ciéncia, como quimica, biologia, fisica, ciéncia de materiais e engenharia. Algumas
estruturas como nanotubos de carbono e 0s nanorods de silicio sdo exemplos
interessantes de nanoestruturas, que podem ser aplicadas como semicondutores (Figura
2).

Figura2 — Representacdo esquematica do nanorods
de silicio e nanotubo de carbono.

Fonte: NIEMEYER, 2007.

A nanobiotecnologia € um campo de pesquisa recente e em rapida evolucao,
envolve principio nos cruzamentos da biotecnologia e da nanociéncia, duas &reas
interdisciplinares, cada uma das quais combina avancos em ciéncia e engenharia.
Atualmente, a nanobiotecnologia € um campo que diz respeito a utilizacdo de sistemas
bioldgicos otimizados através da evolucao, como células, componentes celulares, acidos
nucleicos, proteinas e peptideos, para fabricar arquiteturas nanoestruturadas e
mesoscopicas funcionais composta de materiais organicos e inorganicos. A
nanobiotecnologia também diz respeito ao refinamento e aplicacdo de instrumentos,
originalmente concebidos para gerar e manipular materiais nanoestruturados, para

estudos bésicos e aplicados de processos bioldgicos fundamentais (NIEMEYER, 2007).

3.2  Peptideos

Um dos primeiros artigos sobre proteinas foi publicado em 1745 pelo estudioso
italiano Jacopo Bartolomeo Beccari, que isolou o gluten da farinha de trigo. Ja entre
1808 e 1810, outro pesquisador, John Dalton, foi pioneiro na elucidagdo de estruturas
proteicas. Em meados do século XIX, ja existiam diversas demonstracdes do efeito de
enzimas em substancias proteicas, nas quais se dissociavam em fragmentos chamados

de peptonas. Ainda nesse século ja eram conhecidos os aminoacidos. Entdo, a partir das
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informacdes disponiveis, Emil Fischer afirmou que provavelmente as proteinas eram
construidas de um conjunto de aminoacidos unidos por ligagdes peptidicas. A partir dai
Emil Fischer seguiu no campo da quimica de proteinas, onde para muitos pesquisadores
ainda era um tabu. Juntamente com E. Fourneau prepararam o primeiro dipeptideo livre,
a glicilglicina, por hidrolise parcial do diketopiperazina e em 1902, eles apresentaram o
nome de “peptideos” (BARRETT; ELMORE, 2004; JULIANO, 1990).

Proteinas sdo polimeros de aminoacidos, com cada residuo de aminoacido unido
ao seu vizinho por um tipo especifico de ligacdo covalente (o termo “residuo” reflete a
perda de moléculas de dgua quando um aminoacido é unido a outro). As proteinas
podem ser degradadas (hidrolisadas) em seus amino&cidos constituintes por varios
métodos, e os elementares envolvendo proteinas se concentraram naturalmente nesses
aminoacidos livres delas derivados. Vinte aminoacidos (Figura 3) diferentes sdo
comumente encontrados em proteinas. O primeiro descoberto foi a asparagina em 1806
e o ultimo dos 20 a ser descoberto (treonina) ndo havia sido identificado até 1938.
Todos os aminoacidos tém nomes comuns ou triviais, em alguns casos derivados da
fonte da qual foram primeiramente isolados. A asparagina foi descoberta primeiramente
no aspargo e o glutamato no glaten do trigo; a tirosina foi isolada a primeira vez a partir
do queijo (seu nome ¢ derivado do grego tyros, “queijo”); e a glicina (do grego glykos,
“doce”) foi assim denominada devido ao seu sabor adocicado (JULIANO, 1990;
NELSON; COX, 2014; SEWALD; JAKUBKE, 2009).

A importancia e o amplo papel funcional dos peptideos nos processos vitais
tornaram-se evidentes apenas nos anos 50 e no inicio dos anos 60, quando o
desenvolvimento continuo de métodos e técnicas analiticas, cada vez mais sensiveis
para isolamento e purificacdo, sinalizou o inicio de uma nova era neste campo de
pesquisa. Varios hormonios peptidicos importantes, por exemplo, insulina e glucagon
do péncreas, corticotropina da adenohipofise, oxitocina e vasopressina da neurohipoéfise,
e a angiotensina do plasma sanguineo foram isolados durante a década de 1950
(BARRETT; ELMORE, 2004; DAVIES, 1998; SEWALD; JAKUBKE, 2009).

Os peptideos sdo, formalmente, oligdmeros ou polimeros de aminoacidos,
ligados por ligacBes amidas (ligagcBes peptidicas) entre o grupo carboxila de um
aminoacido e o grupo amino do seguinte aminoacido. Os peptideos naturais e as
proteinas codificadas por DNA geralmente contém até 22 diferentes aminoacidos. As
diferentes cadeias laterais R dos aminoacidos contribuem fundamentalmente para o seu
modo de ac¢do bioquimica (SEWALD; JAKUBKE, 2009).
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Figura3 -

Os 20 amino&cidos comuns de proteinas. As formulas estruturais mostram o
estado de ionizacdo que predomina em pH 7,0. As porcdes ndo sombreadas sdo
aquelas comuns a todos 0s aminoécidos; aquelas sombreadas sdo os grupos R.
Embora o grupo R da histidina seja mostrado sem carga, seu pKa é tal que uma
pequena mas significativa fracdo desses grupos seja positivamente carregada

em pH 7,0.

Fonte: NELSON; COX, 2014
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Duas moléculas de aminoacidos podem ser ligadas de modo covalente por meio

de uma ligacdo amida substituida, denominada ligacdo peptidica, a fim de produzir um

dipeptideo. Tal ligacdo é formada pela remocao de moléculas de dgua (desidratacdo) do

grupo a-carboxila de um aminoacido e do grupo a-amino do outro (Figura 4). A
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formacéo da ligacéo peptidica € um exemplo de uma reacéo de condensacgédo, uma classe
comum de reac¢Bes nas células vivas. Em condi¢des bioquimicas padrdo, o equilibrio
para a reacdo mostrada na Figura 4 favorece os aminoécidos em relagdo ao dipeptideo.
Para tornar a reacdo mais favoravel termodinamicamente, o grupo carboxila deve ser
modificado ou ativado quimicamente, de modo que o grupo hidroxila possa ser mais
rapidamente eliminado (DAVIES, 1998; LANGEL, 2011; NELSON; COX, 2014).

Figura4 — Formacéo de uma ligacdo peptidica
por condensagdo. O grupo a-amino
de um aminoéacido (com grupo R2)
atua como nucleofilo para deslocar
0 grupo hidroxila de outro
aminodcido (com grupo R1),
formando uma ligacdo peptidica

(sombreada).
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Fonte: NELSON; COX, 2014

Os aminoacidos podem ser unidos de modo covalente por meio de ligacGes
peptidicas para formar peptideos e proteinas. As células geralmente contém milhares de
proteinas diferentes, cada uma com uma atividade bioldgica diferente. As proteinas
podem ter cadeias peptidicas muito longas de 100 a muitos milhares de residuos de
aminoacidos. Entretanto, alguns peptideos que ocorrem naturalmente possuem apenas
alguns poucos residuos de aminoécidos. Algumas proteinas sdo compostas por varias
cadeias polipeptidicas associadas de modo ndo covalente, chamadas de subunidades.
Proteinas simples produzem, por hidrélise, apenas aminoacidos, ja proteinas conjugadas
contém além deles, alguns outros componentes, tais como um metal ou um grupo
prostetico (lipideos, carboidratos, fosfatos, porfirina férrica) (JULIANO, 1990;
NELSON; COX, 2014).

As proteinas possuem um esqueleto covalente formado por centenas de ligagdes

simples, sendo possivel a “livre” rotagdo entre essas ligagdes, conseguindo entdo
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assumir um grande numero de conformacgdes. Porém, cada proteina possui fungédo
quimica e bioldgica especifica, sugerindo entdo uma estrutura tridimensional Unica para
cada (Figura 5). Geralmente, o arranjo ordenado das moléculas em um cristal s6 pode
ocorrer se as unidades moleculares forem idénticas, a descoberta de que diversas
proteinas poderiam ser cristalizadas foi uma evidéncia de que até as proteinas muito
grandes sdo “entidades” quimicas separadas com estruturas unicas. Essa conclusdo
revolucionou o pensamento sobre as proteinas e suas fun¢des, mas esse conhecimento
foi incompleto, pois a estrutura proteica é sempre maleavel, algumas vezes de forma
surpreendente. Mudancas na estrutura podem ser tdo importantes para a funcdo da
proteina quanto a estrutura por si s6. Todas as proteinas passam por mudangas na
conformacdo variando desde sutis até bastante significativas (FANUN, 2010;
GSPONER; VENDRUSCOLO, 2006; NELSON; COX, 2014).

Figura5 — Estrutura da enzima quimotripsina, uma
proteina globular. A molécula de glicina (em
cinza) é representada para comparacdo de
tamanho

Fonte: NELSON; COX, 2014.

No contexto da estrutura de proteinas, o termo estabilidade pode ser definido
como a tendéncia em manter a conformacdo nativa. Proteinas nativas sdo apenas
marginalmente estaveis: o0 AG que separa os estados dobrados e ndo dobrados em
proteinas comuns, sob condic¢des fisiologicas, esta na faixa de apenas 20 a 65 kJ/mol.
Uma dada cadeia polipeptidica pode, teoricamente, assumir inimeras conformacdes e,
como resultado, o estado ndo dobrado de uma proteina é caracterizado por um alto grau

de entropia conformacional. Essa entropia, junto com as interacdes de ligacdes de
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hidrogénio dos diversos grupos da cadeia polipeptidica com o solvente (dgua), tende a
manter o estado ndo dobrado. As interagcBes quimicas que contrabalancam esses efeitos
e estabilizam a conformacéo nativa incluem ligagdes dissulfeto (covalentes) e interagdes
fracas (ndo covalentes); ligacbes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas e idnicas
(DEMING; AGGELLI, 2012; NELSON; COX, 2014) .

Para todas as proteinas de todos os organismos, as interacOes fracas sdo
especialmente importantes para o enovelamento das cadeias polipeptidicas em suas
estruturas secundarias e terciarias. A associacdo de multiplos polipeptideos para formar
estruturas quaternarias também tem como base estas interacbes fracas.
Aproximadamente 200 a 460 kJ/mol sdo necessérios para quebrar uma ligacao
covalente simples, enquanto interagdes fracas podem ser rompidas com apenas 0,4 a 30
kJ/mol. Individualmente, uma ligacdo covalente, como as ligacdes dissulfeto
conectando regides distintas de uma Unica cadeia polipeptidica, € claramente muito mais
forte que uma interagdo fraca. Entretanto, por serem muito numerosas, séo as interagdes
fracas que predominam como forcas estabilizadoras da estrutura proteica (BARRETT;
ELMORE, 2004; SEWALD; JAKUBKE, 2009).

Em geral, a conformacdo proteica de energia livre mais baixa é aquela com o
nimero maximo de interacbes fracas. A estabilidade de uma proteina ndo é
simplesmente 0 somatorio das energias livres de formacéo das diversas interacdes fracas
internas. Para cada ligacdo de hidrogénio formada em uma proteina durante seu
enovelamento, uma ligacao de hidrogénio (de forca equivalente) entre 0 mesmo grupo e
a agua é quebrada. A estabilidade resultante da contribuicdo de uma dada ligacdo de
hidrogénio, ou a diferenca de energia livre entre os estados dobrado e ndo dobrado, deve
ser proxima de zero. InteracGes idnicas podem ser tanto estabilizadoras, quanto
desestabilizadoras (BARRETT; ELMORE, 2004; NELSON; COX, 2014).

As ligacOes covalentes também impdem importantes restricbes na conformacao
de um polipeptideo. No final de 1930, Linus Pauling e Robert Corey iniciaram uma
série de estudos que lancaram os fundamentos do entendimento atual sobre estrutura de
proteinas. Eles comegaram com uma cuidadosa anélise da liga¢&o peptidica (JULIANO,
1990; NELSON; COX, 2014).

Os carbonos a de residuos adjacentes de aminoacidos sdo separados por trés
ligages covalentes, arranjados na forma Ca-C-N-Ca. Estudos de difragéo de raios X de
cristais de aminodcidos e de dipeptideos e tripeptideos simples mostraram que a ligacao

peptidica C-N é de alguma forma mais curta que a ligacdo C-N de uma amina simples, e
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que os atomos associados a ligacdo peptidica s@o planares. Isso indicava a ressonancia
ou o compartilhamento parcial de dois pares de elétrons entre o oxigénio carbonilico e o
nitrogénio da amida (Figura 6). O oxigénio tem uma carga parcial negativa e o
hidrogénio ligado ao nitrogénio tem uma carga liquida parcial positiva, formando um
pequeno dipolo elétrico. Os seis atomos do grupo peptidico estdo em um Unico plano,
com o atomo de oxigénio do grupo carbonilico trans ao atomo de hidrogénio do
nitrogénio da amida. A partir destas observacGes, Pauling e Corey concluiram que as
ligacGes peptidicas C-N ndo podem girar livremente, devido ao seu carater parcial de
ligacdo dupla. A rotacdo é permitida ao redor das ligacbes N-Ca e Ca-C (JULIANO,
1990; NELSON; COX, 2014).

Figura6 — Cada ligacdo peptidica tem algum carater de ligacdo dupla
devido a ressonancia, e ndo pode girar. Embora o &tomo de N
em uma ligacdo peptidica seja sempre representado com uma
carga parcial positiva, consideragdes cuidadosas dos orbitais
de ligagcdo e dos mecanismos quanticos indicam que o N tem
uma carga liquida neutra ou levemente negativa.
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Fonte: NELSON; COX, 2014.

O esqueleto de uma cadeia polipeptidica pode, entdo, ser descrito como uma
série de planos rigidos, com planos consecutivos compartilhando um ponto comum de
rotacdo no Ca (Figura 7). As ligacBes peptidicas rigidas limitam a variacdo de
conformacBes possiveis para uma cadeia polipeptidica. A conformacdo da ligacédo
peptidica é definida por trés angulos diedros (angulos de tor¢éo), chamados de @ (phi),
¥ (psi) e Q (06mega), que refletem a rotacdo sobre cada uma das trés ligacdes que se
repetem no esqueleto do peptideo (NELSON; COX, 2014).

Entdo, uma proteina tipica geralmente tem uma ou mais estruturas
tridimensionais, ou conformagfes que refletem sua funcdo. Algumas proteinas tém
segmentos intrinsecamente desordenados. A estrutura da proteina é estabilizada em
grande parte por multiplas interacGes fracas. As interages hidrofobicas, derivadas do

aumento da entropia da agua circundante quando moléculas ou grupos apolares estdo
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agrupados, sdo os principais fatores que contribuem para a estabilizacdo da forma

globular da maioria das proteinas sollveis. As interacfes de van der Waals também

contribuem. As ligagdes de hidrogénio e interacGes i0nicas sdo otimizadas nas

estruturas termodinamicamente mais estaveis. LigacOes covalentes nao peptidicas,

particularmente ligacOes dissulfeto, sdo importantes na estabilizacdo da estrutura de

algumas proteinas. A natureza das ligacGes covalentes no esqueleto polipeptidico

estabelece restri¢des a estrutura. A ligagcdo peptidica tem um carater parcial de ligacéo

dupla, que mantém todo o grupo peptidico de seis atomos em uma configuracéo planar

rigida. As ligagdes N-Ca e Ca-C podem girar para definir os angulos diedros @ e v,
respectivamente (DEMING; AGGELI, 2012; NELSON; COX, 2014).

Figura 7

— Trés ligagbes separam o0s carbonos a consecutivos em uma cadeia

polipeptidica. As ligagdes N-Ca e Ca-C podem girar, sendo descritas
pelos angulos diedros designados f e c, respectivamente. A ligacédo
peptidica C-N ndo esta livre para rotacdo. Outras ligacGes simples do
esqueleto também podem estar rotacionalmente obstruidas, dependendo
do tamanho e da carga dos grupos R.

Extremidade
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Extremidade O @

aminoterminal
—

Fonte: NELSON; COX, 2014.

Figura 8

(Esquerda) Atomos e planos que definem . (Direita) Por convengao, ® e
¥ sdo iguais a 180° (ou —180°) quando o primeiro e 0 quarto &tomos estdo
mais afastados e os peptideos estdo totalmente estendidos. Ao longo da
ligacdo que sofre rotagdo (para qualquer um dos lados), os angulos ® ¢ ¥
aumentam a medida que o quarto atomo gira no sentido horario em
relagdo ao primeiro.

120° -120°

«
a

60° @ —-60°
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Fonte: NELSON; COX, 2014.

27



O termo estrutura secundaria se refere a qualquer segmento de uma cadeia
polipeptidica e descreve o arranjo espacial de seus atomos na cadeia principal, sem
considerar a posi¢do de suas cadeias laterais ou sua relagdo com outros segmentos. Uma
estrutura secundaria comum ocorre quando cada angulo diedro, @ e y, permanece igual,
ou quase igual, ao longo do segmento. Existem alguns tipos de estruturas secundarias
que sdo particularmente estaveis e ocorrem extensamente em proteinas. As mais
conhecidas s@o as hélices e as conformagdes 3; outro tipo comum ¢ a volta . Quando
um padréo regular ndo é observado, a estrutura secundaria algumas vezes é chamada de
indefinida ou espiral aleatoria. Esta ultima, entretanto, ndo descreve adequadamente a
estrutura desses segmentos. O curso da maioria dos esqueletos polipeptidicos em uma
proteina tipica ndo é aleatdrio pois e altamente especifico e inalterado na estrutura e na
funcdo de uma proteina em particular (NELSON; COX, 2014).

Em 1948, Pauling na Universidade de Oxford desenvolveu um modelo de
estrutura estavel plausivel que poderia ser adotada por uma cadeia polipeptidica,
confirmado mais tarde no trabalho com Corey e o colaborador Herman Branson. Esse
modelo foi o0 arranjo mais simples que a cadeia polipeptidica pode assumir e maximizar
o0 uso de ligacdes de hidrogénio internas. E uma estrutura helicoidal que Pauling e
Corey chamaram de hélice a (Figura 9) (NELSON; COX, 2014).

Nessa estrutura, o esqueleto polipeptidico é firmemente enrolado em torno de
um eixo imaginario desenhado longitudinalmente no centro da hélice, e os grupos R dos
residuos de aminodacidos se projetam para fora do esqueleto helicoidal. A unidade que se
repete forma uma volta de hélice, que se estende por cerca de 5,4 A ao longo do eixo.
Os atomos do esqueleto dos residuos de aminoacidos em uma hélice a tipica tém um
grupo caracteristico de angulos diedros que definem a conformagao da hélice a (Tabela
1), e cada volta de hélice é formada por 3,6 residuos de aminoacidos (JULIANO, 1990;
NELSON; COX, 2014).

Tabelal - Angulos ® e ¥ ideais para
estruturas secundarias comuns.

Estrutura D W
Hélice a -57°  -47°
Conformacao f3
Antiparalela -139° +135°
Paralela -119° +113°

Fonte: NELSON; COX, 2014 com modificagdes.
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Figura9 — Modelos de hélice a, mostrando os diferentes aspectos de sua estrutura. (a)
Modelo de esfera e bastdo mostrando as ligagdes de hidrogénio internas da
cadeia. A unidade que se repete forma uma volta da hélice: 3,6 residuos.
(b) Hélice a vista de uma de suas extremidades, ao longo do eixo central.
As posicdes dos grupos R sdo representados pelas esferas roxas. Modelo
de esfera e bastdo, que ressalta o arranjo helicoidal, d& uma falsa
impressdo de que a hélice € oca, pois as esferas ndo mostram os raios de
van der Waals de cada um dos atomos. (c) Como este modelo de volume
atdbmico mostra, 0s atomos no centro da hélice a estdo em contato estreito.
(d) Projecdo da rotacdo helicoidal de uma hélice a. Esta representacdo é
colorida para a identificacdo de superficies com determinadas
propriedades. Os residuos em amarelo, por exemplo, podem ser
hidrofobicos e fazer parte de uma interface entre a hélice mostrada aqui e
outra parte do mesmo ou de outro polipeptideo. Os residuos vermelhos
(negativo) e azuis (positivo) ilustram o potencial de interacdo de cadeias
laterais de cargas opostas, separadas por dois residuos na hélice.

Extremidade aminoterminal

© Garbono
O Hidrogénio
© Oxigénio
@ Nitrogénio
@ GrupoRr

(a) Extremidade carboxiterminal (b) © ()

Fonte: NELSON; COX, 2014.

Os segmentos de hélice o em proteinas, normalmente se desviam um pouco
desses angulos diedros, podendo até variar dentro de um mesmo segmento, gerando
curvaturas ou torcdes do eixo da hélice. Pauling e Corey consideraram as variantes da
hélice a voltadas tanto para direita quanto para esquerda. A elucidacdo da estrutura
tridimensional subsequente da hélice a da mioglobina e de outras proteinas mostrou que
a hélice a voltada para direita & a forma comum. As hélices o estendidas voltadas para
esquerda sdo teoricamente menos estaveis e ndo foram observadas em proteinas. De

forma geral, cerca de um quarto de todos os residuos de aminoacidos das proteinas é
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encontrado em hélices a (DEMING; AGGELI, 2012; JULIANO, 1990; NELSON;
COX, 2014).

Nem todos os polipeptideos podem formar uma hélice a estavel. Cada residuo de
aminoacido em um polipeptideo tem uma propensao intrinseca de formar uma hélice a
(Tabela 2), consequéncia das propriedades de seu grupo R e como elas interferem na
capacidade de seus 4&tomos de conexdo da cadeia principal em aceitar os angulos @ e ¥
caracteristicos. A alanina apresenta a melhor tendéncia a formar hélices o na maioria
dos sistemas-modelo experimentais. A posi¢do de um residuo de aminoacido em relacéo
a seus vizinhos também € importante. Interacdes entre cadeias laterais dos aminoacidos
podem estabilizar ou desestabilizar a estrutura a-helicoidal. Por exemplo, se uma cadeia
polipeptidica possui uma longa sequéncia de residuos Glu, esse segmento da cadeia ndo
ira formar uma hélice oo em pH 7,0. Os grupos carboxilicos, carregados negativamente,
dos residuos Glu adjacentes repelem-se mutuamente de forma tdo forte que impedem a
formacao da hélice a. Pela mesma razdo, se existem muitos residuos Lys e/ou Arg, com
grupos R carregados positivamente em pH 7,0, eles também se repelem, impedindo a
formagdo da hélice a. O volume e a forma dos residuos Asn, Ser, Thr e Cys também

podem desestabilizar uma hélice a se estiverem muito proximos na cadeia (DEMING;

AGGELLI, 2012; NELSON; COX, 2014).

Tabela2 — Tendéncia dos residuos de aminoacidos em assumir
a conformagao de hélice a.

Aminoacido (Iﬁ]?n?cjl) Aminoéacido (Ié?n?gl)
Ala 0 Leu 0,79
Arg 0,3 |_y5 0,63
Asn 3 Met 0,88
Asp 25 Phe 2
Cys 3 Pro >4
GIn 13 Ser 2,2
Glu 1,4 Thr 2,4
G|y 4,6 Tyr 2
His 2,6 Trp 2

lle 1,4 Val 2,1

Fonte: NELSON; COX, 2014 com modificacdes.
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Figura 10 — Niveis de estruturas nas proteinas.

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
primaria secundaria terciaria quaterndria

Residuos de a-hélice Cadeia Subunidades
aminoacidos polipeptidica montadas

Fonte: NELSON; COX, 2014..

Em 1951, Pauling e Corey reconheceram um segundo tipo de estrutura
recorrente, a conformacgdo . Essa ¢ uma conformacdo mais estendida das cadeias
polipeptidicas, e sua estrutura é de novo definida pelos esqueletos dos &tomos
arranjados de acordo com grupo caracteristico de angulos diedro (Tabela 1). Na
conformacdo P, o esqueleto da cadeia polipeptidica esta estendido em forma de “zigue-
zague”, em vez de em estrutura helicoidal (Figura 11). O arranjo de varios segmentos
lado a lado, os quais estdo na conformacao B, ¢ chamado de folha B. A estrutura em
“zigue-zague” dos segmentos polipeptidicos individuais d& origem a uma aparéncia
pregueada da folha em geral. As ligacdes de hidrogénio sdo formadas entre segmentos
adjacentes da cadeia polipeptidica, dentro da folha. Os segmentos que formam a folha 3
normalmente estdo préximos na cadeia polipeptidica, mas também podem estar bem
distantes uns dos outros na sequéncia linear do polipeptideo; eles podem até estar em
cadeias polipeptidicas diferentes. Os grupos R dos aminoacidos adjacentes se projetam
da estrutura em “zigue-zague” em dire¢des opostas, criando um padrdo alternado que
pode ser observado na visdo lateral da Figura 11. As cadeias polipeptidicas adjacentes
em uma folha B podem ser tanto paralelas quanto antiparalelas (apresentando uma
orientagdo aminocarboxiterminal igual ou oposta, respectivamente). As estruturas séo,
de alguma forma, semelhantes, apesar de o periodo de repeticdo ser menor na
conformaco paralela (6,5 A, versus 7 A para a antiparalela) e o padrdo das ligacdes de
hidrogénio ser diferente. As ligacGes de hidrogénio intersegmentos sdo alinhadas na
folha B antiparalela, enquanto elas sdo distorcidas ou ndo alinhadas na variante paralela.
As estruturas ideais exibem os angulos de ligacdo dados na Tabela 1; esses valores

variam um pouco nas proteinas verdadeiras, resultando em uma variagdo estrutural,
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conforme visto anteriormente para as hélices o (DAVIES, 1998; JULIANO, 1990;
NELSON; COX, 2014).

Figurall — A conformacdo [ das cadeias polipeptidicas. Estas visdes: ()
lateral e (b, c) superior mostram os grupos R saindo do plano da
folha B e enfatizam a forma pregueada formada pelos planos das
ligacGes peptidicas. As ligagdes de hidrogénio entre as cadeias
adjacentes também sdo mostradas. A orientacdo das cadeias
adjacentes (setas), do aminoterminal para carboxiterminal, pode ser
a mesma ou oposta, formando (b) folhas B antiparalelas ou (c)
folhas 3 paralelas.

(a) Folha g Cadeias laterais
Visdo lateral

(abaixo)

(b) Folha g antiparalela
Visao superior

"~

(c) Folha B paralela
Visdo superior

Fonte: NELSON; COX, 2014.
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Outro tipo de estrutura de proteinas € a estrutura terciaria que descreve todos os
aspectos do enovelamento tridimencional de um polipeptideo. A hélice € uma parte da
estrutura terciaria do polipeptideo enovelado, em que ele proprio consiste em uma
subunidade da estrutura quaternaria da proteina. Desse modo, uma proteina ao possuir
duas ou mais subunidades polipeptidicas, seu arranjo espacial é referente a estrutura
quaternéria (Figura 10) (FANUN, 2010; LANGEL, 2011; NELSON; COX, 2014).

3.2.1 Peptideos auto-organizaveis

A auto-organizacdo molecular, com o passar do anos, vem atraindo crescentes
esforgos e interesses internacionais de pesquisa devido & sua importancia central na
biologia e seu papel na compreensdo da origem molecular de uma ampla gama de
patologias, bem como o desenvolvimento industrial. Com o inicio de atividades
mundiais em nanotecnologia, a auto-organizacdo molecular também forneceu inspiracao
para a inovacdo e o0 desenvolvimento de novos produtos nos novos materiais
nanoestruturados e biomiméticos, para administracdo de medicamentos, cicatrizacdo de
feridas e engenharia de tecidos e rotas de processamento inovadoras. A auto-
organizacdo molecular € uma rota atrativa para materiais nanoestruturados, que podem
ter uma série de propriedades de desempenho chave, como a area de superficie macica
e, assim, propriedades funcionais maiores, como adsor¢édo ou ligagcdo. Os nanomateriais
podem ser leves e, portanto, apropriados para a miniaturizacdo, podem ser controlados,
por meio de ativacdo/desativacdo externa e, portanto, sdo injetaveis. Além disso, a auto-
organizacdo molecular é um fenémeno espontédneo, isto é, termodinamicamente
favoravel. Eles fornecem ainda uma metodologia barata, facil e potencialmente rapida
para a producdo em massa de estruturas funcionais complexas. Os processos simples
envolvidos na producéo de estruturas auto-organizadas usando técnicas convencionais
sob condicdes suaves, sem a necessidade de instrumentos caros e sofisticados, ou
configuracOes severas, sdo particularmente adequados para aplicacGes industriais em
grande escala (CASTILLO-LEON, 2012; RAD-MALEKSHAHI et al., 2016).

Os peptideos podem ser facilmente sintetizados em grande nimero de variages,
diversificando a estrutura e a funcdo, eles podem ser projetados para minimizar a
complexidade quimica e conformacional das proteinas biologicas e podem evoluir para
blocos de construgdo progressivamente mais complicados. Os peptideos criados de
forma racional que se auto-organizam em fitas longas de folha B oferecem um dos

sistemas mais simples e melhor entendidos para estudar a auto-organizagdo hierarquica
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de proteinas. As fitas sdo estabilizadas por interacdes intermoleculares precisas, a
estrutura agregada é bem estudada e inequivocamente estabelecida, e os blocos de
construcdo de peptideos oferecem versatilidade das propriedades quimicas e estruturais.
O objetivo da auto-organizacdo consiste em conceber um peptideo de complexidade
minima, que se auto-organize em fitas folhas B antiparalelas alongadas, em um
determinado solvente. Isto exige uma grande variacdo de energia livre negativa para a
transformacdo de um peptideo monomérico helicoidal/aleatério na solugdo ao fim de
uma fita em crescimento (Figura 12) (RAD-MALEKSHAHI et al., 2016;
WHITESIDES; KRIEBEL; MAYERS, 2004).

Figura1l2 — Representacdo esquematica da auto-organizacdo de moléculas
peptidicas de modo a formar uma fita folha B antiparalela
intermolecular crescente a partir de ligagdo de hidrogénio entre
espinhas dorsais de peptideos na conformagao de fios f
adjacentes.peptidicas. As ligacdes de hidrogénio entre as cadeias
adjacentes também sdo mostradas. A orientacdo das cadeias
adjacentes (setas), do aminoterminal para carboxiterminal, pode ser
a mesma ou oposta, formando (b) folhas B antiparalelas ou (c)
folhas [} paralelas.
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Fonte: RAD-MALEKSHAHI et al., 2016.

As nanoestruturas de peptideos auto-organizaveis (Figura 13) podem imitar ou
deslocar as diversas fungdes bioldgicas das proteinas naturais com propriedades
enraizadas ou com funcgdes de natureza sem precedentes. As nanoestruturas de peptideos
auto-organizaveis sdo construidas usando um processo de baixo para cima. Portanto, o
conhecimento convencional de processos de auto-organizagdo e técnicas de

nanotecnologia pode ser aplicado ao desenvolver nanoestruturas de peptideos auto-
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organizaveis. Além disso, os principios naturais relacionados a dobragem de proteinas e
auto-organizacao podem fornecer inspiracao valiosa para a construcdo de nanoestruturas
de peptideos auto-organizaveis artificiais. Nesse sentido, as nanoestruturas de peptideos
auto-organizaveis podem ser referidas como "nanoestruturas/nanomateriais de proteinas
artificiais”. A classificacdo das nanoestruturas de peptideos auto-organizaveis é baseada
em sua funcdo, estrutura quimica, propriedades nanoestruturais e uso (BAEK et al.,
2015; BOWERMAN e NILSSON, 2012; DAI e CHOI, 2013; MALEKSHAHI, 2015).

Figura 13 — Modelo de auto-organizacdo hierarquica dos peptideos da familia
P11 na qual a organizagdo das diversas estruturas é expressa em
termos de parametros energéticos moleculares. As Figuras (a) e (b)
sdo mondmeros, (¢) e (¢’) fitas, (d) e (d’) faixas, (e) e (e’) fibrilas,
(f) e () fibras.

(c) (d”) (e)

, X ) |
N i

monomer tape ribbon

®) © (d)
concentration >

Fonte: BAEK et al., 2015.

A auto-organizacdo é a formacdo espontdnea de estruturas ou padrdes bem
definidos a partir de blocos de construcdo sem intervencdo humana. A auto-organizagédo
é um processo de equilibrio de forca que ocorre entre trés forgas principais: uma forca
motriz que reline unidades de auto-organizacao, uma forca oposta que se equilibra com
a forca motriz e uma forga funcional que determina a direcionalidade e a funcionalidade
dos objetos auto-montaveis A forga motriz basica subjacente ao processo de auto-
organizagdo consiste em interagdes ndo covalentes, como interacGes hidrofobicas,

interacdes eletrostaticas, forca van der Waals, ligacGes de hidrogénio, interacdes de
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empilhamento n-m e ligagdes de coordenagio (BOWERMAN; NILSSON, 2012;
WHITESIDES; KRIEBEL; MAYERS, 2004).

As interacBes hidrofébicas séo relativamente mais fortes do que outras forgas
intermoleculares fracas (por exemplo, interacfes de van der Waals). As interacfes
hidrofobicas sdo importantes na dobragem de proteina, que pode ser representada como
colapso hidrofdbico. Além de proteinas, muitos outros anfifilicos bioldgicos e sintéticos
empregam interacGes hidrofébicas como determinantes principais para a associa¢do
(AGGELI et al., 2001; BOWERMAN; NILSSON, 2012).

A auto-organizacdo de um composto anfifilico é dirigida pela separacdo de
microfases de dois blocos diferentes. Quando o solvente seletivo (um bom solvente para
uma regido e um solvente pobre para a outra regido) € a 4gua, as regides ndo-polares do
agrupamento de substancias anfifilicas juntas expdem a menor area hidrofobica possivel
ao solvente aquoso, de modo que as regides polares maximizam suas interacdes com o
solvente. As interacdes hidrofébicas ndo se devem a nenhuma atragdo intrinseca entre as
regides ndo-polares, mas séo o resultado da tendéncia do sistema de alcancar a maior
estabilidade termodinamica. Quando um composto hidrofébico € inserido na 4gua, uma
rede de moléculas de agua ligadas ao hidrogénio é quebrada e as moléculas distorcidas
da agua produzem novas ligacBes de hidrogénio, formando uma concha altamente
ordenada, chamada clatrato, em torno do agente hidrofobico. Quando os compotos
hidrofobicos se juntam e interagem uns com 0s outros, a entalpia aumenta (AH> 0)
porque algumas das ligacdes de hidrogénio que formam o clatrato serdo quebradas. Ao
mesmo tempo, separar uma porcdo da concha de clatrato faz com que a entropia
aumente (AS> 0), uma vez que a formacao de clatrato diminui a entropia. Uma vez que
AH tem um pequeno valor positivo e AS tem um grande valor positivo neste processo, o
resultado liquido é um negativo -AG (AG = AH - TAS), que explica a auto-organizacao
espontdnea de comopostos anfifilicos em solucdo aquosa (BAEK et al., 2015;
CASTILLO-LEON, 2012).

A interacdo eletrostatica, que pode ser uma forca atrativa ou uma forca
repulsiva, ocorre entre dois atomos carregados, ions ou moléculas que conduzem a
interacdo de Coulomb. A interacdo de Coulomb é uma forca forte (500-1000 kJ/mol) e
de longo alcance (até ~ 50 nm). A lei de Coulomb descreve a forca (F) da interagédo
eletrostatica entre cargas separadas. As interacOes eletrostaticas séo muito mais fortes
em um ambiente menos polar (BAEK et al., 2015; CASTILLO-LEON, 2012).
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Nas proteinas e nos peptideos, as interacdes eletrostaticas ocorrem entre as
cadeias laterais de residuos carregados de forma oposta, bem como entre 0s grupos
carboxilato de terminal N-terminal e aménio do C-terminal. Devido ao seu estado
carregado, os aminoacidos geralmente sdo encontrados na superficie da proteina, onde
as interagdes com moléculas de agua enfraquecem drasticamente essas forcas. Como
resultado, as interacOes eletrostaticas geralmente ndo contribuem significativamente
para a estabilidade global das proteinas (CASTILLO-LEON, 2012).

As forcas van der Waals sdo forcas atrativas ou repulsivas entre moléculas que
ndo sejam devido a ligacdes covalentes ou as interagdes eletrostaticas de ions. As forcas
van der Waals originam-se de interagdes dipolo ou dipolo-induzidas no nivel atbmico e
molecular. Por outro lado, temos, os diferentes tipos de forcas de van der Waals:

1. InteracBes Keesom: interacdes permanentes de dipolos permanentes;

2. Interacdes de Debye: interacdes de dipolo induzidas por dipolo permanente;

3. Forcgas de London (ou forgas de dispersao): interagcdes de dipolo induzidos.

As forcas de van der Waals sdo muito importantes na dobragem de proteinas.
Como os atomos estdo constantemente oscilando, a inducdo de dipolos ocorre
constantemente. Quando comparados com outras forcas que influenciam a conformagéo
proteica, as forgas de van der Waals séo extremamente fracas. No entanto, o grande
namero de forcas de van der Waals em condicdes regulares organizadas em proteinas
torna essas interacGes significativas para a manutencdo da estrutura terciaria (AGGELI
etal., 2001; FENDLER, 1996).

As ligacOes de hidrogénio séo interagdes intermoleculares fortes e direcionais. A
ordem geral de resisténcia da ligacdo é a seguinte: liga¢bes covalentes (~ 500 kJ/mol)>
ligacbes de hidrogénio (10-40 kJ/mol)> forcas de van der Waals (~ 1 kJ/mol). As
interacdes de hidrogénio sdo importantes para a compreensdo da variedade de eventos
que ocorrem em um sistema bioldgico. Eles se formam rapidamente entre um atomo
eletronegativo e um atomo de hidrogénio covalentemente ligado a outro atomo
eletronegativo (o doador de hidrogénio) na mesma ou em outra molécula. As ligacoes
de hidrogénio sdo mais fortes quando as moléculas ligadas sdo orientadas para
maximizar a interacdo eletrostatica, que ocorre quando o atomo de hidrogénio e os dois
atomos que a compartilham estdo em linha reta - isto €, quando o atomo aceitador esta
alinhado com a ligag&do covalente entre o &tomo doador e o hidrogénio. As ligacdes de

hidrogénio contribuem significativamente para a estabilidade das hélices a, para a
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interacdo entre as folhas B e a intera¢do das bases de DNA. Como resultado, as ligagdes
de hidrogénio contribuem significativamente para a estabilidade geral das estruturas 3D
precisas de proteinas e moléculas de &cido nucleico, que possuem muitas ligacGes de
hidrogénio intramoleculares. Frequentemente, os atomos em cadeias laterais de
aminoéacidos formam ligacdes de hidrogénio com moléculas de dgua que estdo presas
dentro do interior de proteinas (CASTILLO-LEON, 2012; DEMING; AGGELLI, 2012).

3.2.2 Peptideo Py3-2

O peptideo Pi13-2, desenvolvido por Neville Boden e colaboradores na
Universidade de Leeds- Inglaterra, e que tem a propriedade de se auto-organizar com a
concentracdo de maneira totalmente controlada e de forma hierarquica partindo da
forma molecular e com o aumento da concentracdo formando estruturas
supramoleculares complexas formando fitas, fibras e géis (CARRICK et al., 2007;
DAVIES et al., 2009). O peptideo P;;-2 tem a sequéncia CH3CO-GIn-GIn-Arg-Phe-
GIn-Trp-GIn-Phe-Glu-GIn-GIn-NH, e foi projetado para ter lados hidrofébicos e
hidrofilicos, quando em uma conformacdo estendida, e, portanto, ap6s a auto-
organizacdo, produzira uma fita antiparalela que possui tanto um rosto hidrofébico
quanto hidrofilico (Figural4) (FISHWICK et al., 2003).

Figura 14 — Estrutura de peptideo folhas p mostrando detalhes da ligagdo de
hidrogénio e os alinhamentos da cadeia lateral do peptideo P;-2.
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N\;

Ty "
CONM,

Fonte: DAVIES et al., 2009.

O P11-2 possui natureza anfifilica, e as fitas formadas sdo associadas face-a face

em solucdo aquosa, atraves do contato entre suas faces hidrofébicas para produzir fitas
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diméricas. Para esse peptideo, a estrutura de faixa ¢ formada em concentragOes
relativamente baixas de modo que as estruturas de fitas iniciais serdo muito curtas,
constituindo apenas 3-4 peptideos de comprimento, para entdo as faixas comegarem a se
formar. A faixa é constituida por duas fitas em contato através de suas faces
hidrofobicas, e todo 0 objeto possui uma torcdo a esquerda sobre um eixo comum que
corre ao longo do centro da fita. Esta tor¢éo e a sua quiralidade séo devido a presenca de
residuos de L-aminodcidos a partir do qual o peptideo é composto e € indicativo da
tor¢do para esquerda de regides folhas B em proteinas naturais. Vale a pena destacar
que, como a faixa tem faces idénticas, ndo ha nenhuma dobra dentro da estrutura e, ao
contrario das fitas, existe como um objeto helicoidal, sem tor¢do. Estas faixas podem
empilhar-se para formar fibrilas torcidas, as caracteristicas estruturais das quais sdo
também racionalizadas por modelo teorico, o qual corresponde as dimensdes reais da
fibrila (em particular, o nimero de faixas empilhadas a partir do qual o composto é de
fibrila) com os parametros energéticos controlando o processo de auto-organizagao
(AGGELI et al., 2001; FISHWICK et al., 2003).

Em 1997 Aggeli e colaboradores projetaram peptideos da familia P1; onde
buscaram um desenho de peptideos de complexidade minima, que se auto-organizassem
em folhas P antiparalelas em um determinado solvente. Isso requer uma grande
mudanca de energia livre negativa para a transformacdo de um peptideo monomérico
com estrutura aleatoria (random coil) da solucéo até o final de uma fita em crescimento.
Os peptideos dessa familia de folhas P, auto-organizam-se unidimensionalmente em
hierarquias de estruturas bem definidas, governadas por parametros energéticos e pela
concentracdo peptidica.

A estabilidade relativa de uma folha p em comparacdo com a estrutura aleatéria
é explicada, ndo pelas diferencas nas energias de ligacdo de hidrogénio, mas sim pelas
forcas entre as cadeias laterais dos aminoécidos vizinhos e as energias de solvatacdo das
cadeias laterais (NELSON; COX, 2014).

O Py;-2 (Figura 14) foi projetado racionalmente para formar fitas de folha p em
agua. Foi construido por aminoacidos polares e ndo polares, que promovem a formacéo
de folha B através de ligagdes de hidrogénio entre fios do peptideo, que mesmo sendo
fracas, conferem grande estabilidade para a estrutura devido a quantidade. As porgdes (-
CH,-), dos seis residuos de glutamina (GIn) proporcionam interagdes intermoleculares
hidrofobicas atrativa entre as cadeias laterais. Os residuos de fenilamina (Phe) e

triptofano (Tpr) também sdo hidrofdbicos, portanto, fornecem interages hidrofdébicas
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entre as faces das cadeias e o reconhecimento intermolecular pelas interagdes m-m. Os
aminoacidos arginina (Arg) e Acido Glutdmico (Glu) fornecem forte interagdo
coulombiana e complementaridade idnica, além de favorecerem um alinhamento
antiparalelo. As cadeias laterais de Arg, GIn e Glu tornam uma superficie da folha 3
mais hidrofilica que a outra.

Nesse peptideo, existem dois fluoréforos, que sdo a Phe e o Trp. Esses séo
fluordforos intrinsecos que ocorrem naturalmente sem necessidade de adicioné-lo na
amostra. Porém, na pratica, a fluorescéncia do Trp € a mais estudada, pois possui um
rendimento quantico cerca de 6,5 vezes maior que a Phe.

Devido a quiralidade dos residuos de amino&cidos, a hierarquia estrutural dos
peptideos terd uma tor¢do intrinseca. Para a agregacgdo ocorrer, esses peptideos torcidos
devem dobrar e mudar sua tor¢do para caber na moldura estabelecida pela torcédo
imposta pelos peptideos vizinhos, resultando no gasto de energia elastica que deve ser

compensado pelo ganho de energia de atracdo para agregar-se a outros peptideos.

3.3 Série de Hofmeister

A ciéncia coloidal e a biologia de membranas podem ser descritas notavelmente
bem usando a teoria eletrostadtica de camada dupla de campo médio. A Unica
propriedade ibnica incluida nesta teoria é a carga ionica. No entanto, ndo h& nada de
especifico sobre ions nesta teoria que possa explicar por que, por exemplo, a protonacéo
proteica depende da escolha da solucdo salina de fundo. Os efeitos de Hofmeister que
sdo comuns na biologia apresentaram um mistério por mais de 100 anos. Uma
importante fonte de especificidade de ions perdida na teoria classica de dupla camada é
o0 potencial de dispersdo ibnico que atua entre um ion e uma interface. Os ions tém em
geral uma polarizacdo diferente do que a 4gua circundante (especifico para cada ion) e,
portanto, apresenta um potencial de dispersdo muito especifico perto de uma interface.
Em altas concentracdes de sal, onde os potenciais eletrostaticos se tornam mais e mais
divididos, esses potenciais de dispersdo idnica dominam a interacdo completamente
(LEBERMAN, 1991; LO NOSTRO et al., 2006).

Os efeitos dos ions da série Hofmeister foram observados pela primeira vez em
1888 pelo pesquisador Franz Hofmeister (dai o nome Série de Hofmeister), onde notou
que alguns ions estabilizam proteinas contra a precipitacdo, e a agregacdo e a
sedimentacdo das proteinas em solugdo de cétions e anions pode variar notavelmente

com espécies ionicas diferentes, mesmo que a valéncia e natureza quimica desses ions
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sejam semelhantes. O pesquisador observou também que os anions possuiam um maior
efeito salting-in/salting-out em proteinas do que os cations (efeito desprezivel)
(HOFMEISTER, 1888).

Esse comportamento é mais caracteristico utilizando anions ao invés de cétions.

Uma ordem tipica para a acao desses ions é:

CO5” > SO,* > S0,05% > H,PO4 > F > Cl" > Br ~ NO3 > 1" > ClO, > SCN

Os ions destacados a esquerda do cloreto sdo chamados ions cosmotropicos, e
possuem a tendéncia de precipitar proteinas em solucdo e prevenir o desenovelamento
de proteinas, por outro lado os ions que se encontram a direita do cloreto séo
denominados ions caotropicos, que por sua vez aumentam a solubilidade e promovem a
desnaturacdo de proteinas. O ion cloreto é considerado o ponto divisor entre 0s
comportamentos cosmotropicos e caotropicos. Esses termos foram originalmente
desenvolvidos referindo-se a habilidade que esses ions tém de alterarem as ligacGes de
hidrogénio da estrutura das moléculas de &gua que envolvem os solutos (SACHS;
WOOLF, 2003; SALAY; SCHREIER, 2004).

Esse efeito € importante para industria, pois diversas macromoléculas sofrem
alteracbes em suas propriedades fisicas devido a presenca de cétions ou anions em
solucdo. E apesar do grande nimero de estudos dedicados a esta questdo, que datam
mais de um século, a origem desse efeito ainda é debatida. Teorias classicas de solucao,
colbides e quimica de superficie com modelos eletrostaticos, as teorias do tipo DLVO
de superficie, e as interacBes intermoleculares, sdo insuficientes para quantificar a
especificidade experimental em altas concentragdes de sal (SALIS; NINHAM, 2014;
ZHANG; CREMER, 2006).

Diversos pesquisadores divergem sobre o mecanismo do efeito Hofmeister.
Alguns seguem na linha mais tradicional e mais elementar, na qual explica o efeito por
meio da propriedade caotrdpica e cosmotropica dos anions sobre a agua, levando os
peptideos e proteinas solubilizarem mais ou precipitarem. Trabalhos mais recentes
mostram que a série Hofmeister catidnica e anidnica agora pode ser racionalizada
principalmente em termos de interacdes especificas dos ions com a cadeia principal e
grupos de cadeia lateral carregada na superficie da proteina ou peptideo em solucao.
Nessas pesquisas atuais foram observadas limitacbes na separacdo de fendmenos de

Hofmeister em contribuigdes catidbnicas e anidnicas devido a condicdo de
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eletroneutralidade, bem como o aparecimento de efeitos ions-especificos, levando a
interacOes de ions de polaridade oposta (BROERING; BOMMARIUS, 2005; LIU et al.,
2013; NOSTRO et al., 2004; OKUR et al., 2017; TANG et al., 2016; TIAN et al., 2015;
TOLEDO GRIJALBA et al., 2006; ZHANG; CREMER, 2006, 2010b; ZHANG et al.,
2005).

3.4  Fundamentacdo teorica das técnicas

3.4.1 Fluorescéncia

O fendmeno da fluorescéncia juntamente com o da fosforescéncia, sdo casos
particulares de luminescéncia. O modo de excitacdo € a absor¢do de um féton, que traz
as espécies absorventes para um estado excitado eletrénico. A emissdo de fétons que
acompanham a desexcitacdo é entdo chamada de fotoluminescéncia (fluorescéncia,
fosforescéncia ou fluorescéncia desencadeada), que é um dos possiveis efeitos fisicos
resultantes da interacdo da luz com a matéria (GARRETT, 2006).

Os processos que ocorrem entre a absorcdo e a emissdo da luz sdo ilustrados
pelo Diagrama de Jablonski, também conhecido como Diagrama de Perrin-Jablonski
(Figura 15). Tais diagramas existem em uma variedade de formas e ilustram os varios
processos moleculares que ocorrem em estados excitados. Os diagramas foram assim
nomeados em homenagem ao professor Alexander Jablonski (1898-1980), considerado
como o pai da espectroscopia de fluorescéncia. Dentre as suas contribuicGes podemos
citar sua definicdo do termo anisotropia para descrever a emisséo polarizada de solugdes
(LAKOWICZ, 2006; VIRK, 2014).

Experimentos com peptideos séo feitos utilizando a técnica de fluorescéncia por
meio da excitacdo no comprimento de onda de méaxima absorcao, em torno de 280 nm,
onde o espectro de emissao se deve a contribuicdo tanto do triptofano como da tirosina.
Entretanto, é possivel excitar somente o triptofano entre 295 e 305 nm. Como o0s
fluoréforos sdo sensiveis ao ambiente, a interacdo destas moléculas com o meio pode
alterar a energia do estado excitado e, consequentemente, a intensidade da emisséo
(LAKOWICZ, 2006).
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Figura 15 — Diagrama de Perrin-Jablonski e a ilustracdo da posi¢édo relativa dos
espectros de absorcao, fluorescéncia e fosforescéncia.
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Fonte: LAKOWICZ, 2006.

3.4.2 Dicroismo Circular

O dicroismo circular ou CD (do inglés circular dichroism) é uma forma de
espectroscopia que utiliza a absorcao diferenciada da luz polarizada no sentido horério
e/ou anti-horario. Um fendmeno que é comumente utilizado nos estudos da estrutura
secundaria de proteinas e destas em solugbes e estudos de interacBes com outras
moléculas (RNA, DNA e peptideos). A fonte de luz para a instrumentacdo de CD é o
xendnio, que gera bons resultados nos comprimentos de onda de 178 a 1000 nm
(MURAKAMI; RULLER, 2016; NELSON; COX, 2014).

A espectroscopia de dicroismo circular refere-se a absorcdo diferencial da luz
circularmente polarizada para a direita e para a esquerda. A luz circularmente polarizada
¢ obtida quando os vetores correspondentes as componentes elétrica e magnética da
radiacdo eletromagnética, ao se somarem, geram uma componente que altera a sua
direcdo de maneira circular ao longo do seu eixo de propagagdo, conforme mostra a
Figura 16 (ESTEVES; COSTA, 2014; NELSON; COX, 2014).
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Qualquer forma de assimetria estrutural em uma molécula leva a diferencas de
absorcdo da luz circularmente polarizada para a esquerda em relagdo a direita. Uma
estrutura ordenada, como de uma proteina dobrada, resulta em um espectro de absor¢édo
que pode ter picos ou regides com valores tanto positivos, quanto negativos. Para
proteinas, 0s espectros sao obtidos na regido de ultravioleta distante (190 a 250 nm). A
entidade que absorve luz, ou cromoforo, nessa regido é a ligacéo peptidica; um sinal é
obtido quando esta ligacdo peptidica estd em um ambiente adequado (ESTEVES;
COSTA, 2014; MURAKAMI; RULLER, 2016; NELSON; COX, 2014).

A diferenca em coeficiente de extingdo molar para a luz circularmente
polarizada para a esquerda e para a direita € colocada no gréfico em funcdo do
comprimento de onda. As hélices a e as conformacGes folha  tém espectros de CD
caracteristicos (Figura 17). Com o espectro de CD, 0s bioquimicos podem determinar se
as proteinas estdo dobradas corretamente, estimar a fragdo da proteina que assume
qualquer uma das duas estruturas secundarias comuns e monitorar as transi¢@es entre os
estados enovelados e ndo enovelados (ESTEVES; COSTA, 2014; MURAKAMI;
RULLER, 2016; NELSON; COX, 2014).

Figura1l6 — Representacdo esquematica da polarizacdo circular da radiacdo
eletromagnética. A seta em vermelho corresponde a componente
elétrica, a seta em verde a componente magnética e a seta em azul
corresponde a soma das componentes. As demais setas indicam como
variam as componentes elétrica e magnética em funcdo do tempo.
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Fonte: ESTEVES; COSTA, 2014.

Figura 17 — Espectroscopia de dicroismo circular (CD). Este espectro mostra a
polilisina inteiramente como hélice o, como conformagdo B ou
desnaturada, espiral aleatoria. A unidade do eixo y é uma
simplificacdo das unidades comumente utilizadas nos experimentos
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de CD. Como as curvas sao diferentes para as hélices a, as
conformagcdes B e a desnaturada, o espectro de CD fornece a
determinada proteina uma estimativa da fracdo da proteina, formada
pelas duas estruturas secundarias mais comuns.
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Fonte: NELSON; COX, 2014.

Espectroscopia de dicroismo circular utiliza mudancas na polarizacdo da luz
ultravioleta para fazer inferéncias quanto a estrutura secundéria da proteina. Em média,
essa técnica mostrou que as proteinas de membrana tém uma grande quantidade de
hélices a e pouca ou nenhuma folha B. Esse achado foi consistente com a maioria das
proteinas de membrana que possuiam estrutura globular (ESTEVES; COSTA, 2014;
MURAKAMI; RULLER, 2016; NELSON; COX, 2014).

3.4.3 Espectroscopia UV-vis

A espectroscopia por absorcdo no UV-vis é realizada incidindo um feixe de
radiacdo eletromagnética sobre a amostra, sendo monitorada em funcao da variacdo do
comprimento de onda. O feixe de luz monocromatica atravessa uma solucdo contendo
molécula absorvente (cromdforo), parte da luz é absorvida pela solugdo e o restante é
transmitido como resultado de absorcdo. A absorcdo de luz depende da concentragédo
das moléculas e do caminho dptico (GANCHOFF, 1990).

Os espectrofotdbmetros de absorcdo ultravioleta sdo um dos instrumentos
analiticos mais versateis e onipresentes nos modernos laboratérios de quimica de
proteinas e peptideos. A medicdo de um espectro de absorcdo/espectro éptico de
proteina/peptideo de alta resolucdo (190-400 nm) pode ser adquirida em um periodo de

tempo muito curto (segundos a minutos) e é capaz de fornecer informacdes simultaneas
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sobre a estrutura secundaria peptidica (180- 220 nm), estrutura terciaria (240-300 nm) e
associacdo (agregacgédo)/comportamento de dissociacdo (dispersédo de luz acima de 300
nm). A preparacdo de amostras minimas ou ndo, a aquisi¢do rapida de espectros, 0
baixo custo e a instrumentacédo robusta e prontamente disponiveis tornam a UV-vis uma
técnica ideal para estudar varios aspectos da estrutura e comportamento do peptideo
(ANDREW E. NIXON, 2014).

O triptofano, a tirosina e, em menor extenséo, a fenilalanina, absorvem a luz
ultravioleta. A absorbancia medida do triptofano é mais do que quatro vezes aquela da
tirosina em um comprimento de onda de 280 nm. Observe que a absorcdo luminosa
méaxima tanto para o triptofano quanto para a tirosina ocorre proxima de 280 nm. A
absorcdo luminosa pela fenilalanina geralmente contribui pouco para as propriedades
espectroscopicas das proteinas (Figura 18). Isso explica a forte absorbancia de luz com
comprimento de onda de 280 nm caracteristica da maior parte das proteinas,
propriedade explorada por pesquisadores na caracterizacdo de proteinas (NELSON;
COX, 2014).

Figura18 — Absorcdo da luz ultravioleta por aminoacidos aromaticos.
Comparacdo dos espectros de absor¢do de luz dos aminoacidos
aromaticos triptofano, tirosina e fenilalanina em pH 6,0. Os
aminoacidos estdo presentes em quantidades equimolares (10-3M)
sob condicdes idénticas.
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Fonte: NELSON; COX, 2014.
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4 METODOLOGIA

4.1  Materiais e equipamentos utilizados

4.1.1 Materiais
. Agua MiliQ
o Peptideo P1-2 (CH3CO-GIn-GIn-Arg-Phe-GIn-Trp-GlIn-Phe-Glu-GlIn-
GIn-NH;) - Sintetizado no Instituto de Quimica da UNESP de
Araraquara, por metodologia de sintese em fase sélida.
o Sulfato de Sodio (SIGMA)
o Cloreto de Sadio (SIGMA)

4.1.2 Equipamentos
o Espectrofluorimetro RF-5301 - SHIMADZU
o Espectropolarimetro modelo JASCO 815
o Espectrofotdmetro UV-vis modelo NOVA 1600 UV

4.2  Metodologia utilizada

4.2.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

Medicdes de fluorescéncia foram obtidas usando um Espectrofluorimetro RF-
5301 - SHIMADZU do laboratério de Pesquisa em Quimica situado na Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC), com celas de quartzo de 1 x 0,2 cm, operando com
uma faixa de comprimento de onda de 290-500 nm, numa temperatura de 22 °C. Foram
utilizados o peptideo P;11-2 na concentracdo de 30 uM, e solugdes contendo o peptideo
na mesma concentra¢do com NaCl e Na,SO, nas concentracoes de 0,1; 0,5 e 1,0 M.

4.2.2 Espectroscopia Ultravioleta — Visivel
Medi¢bes de absorbancia foram obtidas usando um espectrofotémetro modelo
NOVA 1600 UV do laboratério de Pesquisa em Quimica situado na UESC, com celas

de quartzo de 2 mm, operando com uma faixa de comprimento de onda de 290-500 nm,
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numa temperatura de 22 °C. Foram utilizados o peptideo P1;-2 na concentracdo de 30
uM, e solugcBes contendo o peptideo na mesma concentracdo com NaCl e Na,SO4 nas
concentragdes de 0,1; 0,5 e 1,0 M. O peptideo possui absor¢do caracteristica em A= 280

nm, tipica do fluoréforo Trp.

4.2.3 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

Os espectros de CD podem ser utilizados para diversos tipos de estudos como,
interacdes entre biomoléculas, monitoramento de mudanca conformacional, etc. (LIMA
et al., 2014). As conformacdes de peptideos random coil, hélice o e folha B, possuem
espectros bastante caracteristicos conforme mostrado na Figura 17.

As analises conformacionais por CD foram realizadas utilizando um
espectropolarimetro modelo JASCO 815 do Centro de Biotecnologia e Genética-CGB
situado na UESC, no qual os espectros adquiridos foram do P1;-2 na concentracdo de 50
uM, e solucbes contendo o peptideo na mesma concentragdo com NaCl a 0,1; 0,2 e 0,3
M e Na,SO, nas concentragdes de 0,1; 0,2 e 0,5 M. O espectro de CD foi adquirido a
22°C utilizando uma cela de quartzo de 0,1 cm, no intervalo de comprimento de onda
190 a 260 nm. Foram realizadas 4 varreduras para cada amostra, com velocidade de
varredura de 100 nm/min. Em seguida, os espectros foram tratados, onde foi feito a
subtracdo do branco de cada amostra, a corre¢do da linha de base, a transformacdo em

elipticidade molar e depois a transformacédo em elipticidade molar residual.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Peptideo P13-2 na presenca de NacCl

No espectro de emissdo da Figura 19 pode-se observar o gréfico da intensidade
da fluorescéncia versus o comprimento de onda (A) em nanémetros. Nesse espectro, €
possivel observar um comprimento de onda méaximo de emissdo Amax = 350 nm,
caracteristico do Trp, na solucdo de P;;-2 a 30 uM na auséncia e na presenca de
diferentes concentracdes de NaCl.

Figura1l9 — Espectros de fluorescéncia de P1;-2 (30 uM) em meio aquoso na
presenga de NaCl Aexc = 280 nm, fenda: 3, Cela: 1 x 0,2 cm.
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Fonte: Dados da pesquisa

Na concentracdo de 0,1 M do sal é possivel observar que houve uma maior
supressdo da fluorescéncia do triptofano, e com o aumento da concentracdo do NacCl
observa-se um aumento da emissdo pelo triptofano. Esse comportamento do peptideo
com a adigdo de NaCl, condiz com a pesquisa de Parmar e Muschol 2009, na qual
classifica o ion CI" como agente levemente caotropico, pois causa o efeito de salting-in

(solubilizacdo) em proteinas e peptideos. Entretanto, levando em consideragdo somente
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o fato de que o ion cloreto seja um agente levemente caotrdpico, era de se esperar um
aumento (mesmo que pequeno) da intensidade da emissdo do triptofano, desde a adigédo
de 0,1 M de NaCl. Porém, trabalhos recentes demonstram que para compreender o
efeito Hofmeister em proteinas e peptideos, ndo deve ser levado em conta somente o
efeito do ion na solvatacdo da agua, mas sim também as interacdes especificas entre 0s
fons e a superficie das proteinas e peptideos (HLADILKOVA et al, 2013; OKUR et al,
2017).

No estudo de espectroscopia de absorcao na regido do UV-Vis utilizando o NaCl
com o P;3-2 (Figura 20) € mostrado que a adi¢do do sal na solucéo do peptideo, faz com
que ocorra uma diminuicio da absorcdo pelo Trp. E possivel observar também que o
aumento da concentragdo desse sal nd&o mostra uma diferenga significativa na

absorbancia.

Figura20 — Espectros de absorbancia UV-vis do P1;-2 na presenca e auséncia de
NaCl em diferentes concentragdes.

——P,-230uM
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Fonte: Dados da pesquisa

Segundo Franz Hofmeister (1888), o cloreto geralmente é considerado a linha
divisoria entre esses dois tipos de comportamento (caotrépicos e cosmotropicos) na
série de Hofmeister. Segundo Mancinelli et al., 2007, os ions cloreto podem ser
acomodados em solucdo sem causar distorgdes dramaticas na estrutura da agua. A
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diminuicdo da absorbancia do Trp na presenca de cloreto pode ser explicada por
interacdo do cloreto com a superficie do peptideo no qual favorece o colapso
hidrofdbico e também pela leve tendéncia cosmotrépica do Na*. Os cations, segundo
Hofmeister 1888, possuem efeito Hofmeister insignificante em relacdo aos anions,
porém diversos pesquisadores criticam essa afirmagdo e mostram que os cations devem
ser levados em consideracdo devido a interacdo dos cations com a superficie do
peptideo (KALYUZHNYI; VLACHY, 2016; OKUR et al., 2017). O Trp por ser um
aminoéacido hidrofobico, na presenca de cargas negativas (ions cloreto) altera a estrutura
do peptideo de modo que o Trp ndo fique exposto ao meio polar (PEGRAM; RECORD,
2008; PEGRAM et al., 2010).

No espectro de CD da Figura 21, foi realizado a analise do P1;-2 a 50 uM na
presenca e auséncia de NaCl em diferentes concentracdes. A Figura 22 € 0 mesmo
espectro da Figura 21, porém com a imagem ampliada e somente o perfil do peptideo na

presenca de ions NaCl.

Figura2l — Espectro de CD do P3;-2 na auséncia e presenca de NaCl em
diferentes concentracdes .
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Fonte: Dados da pesquisa
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E possivel observar nos espectros (Figuras 21 e 22) um ruido devido ao uso do
NaCl na faixa de 190 a 200 nm, que deve ser descartado da anélise. E possivel observar
também que o peptideo sem adi¢do do sal possui a conformagdo random coil (Figura
21) e apos adicao do sal apresenta uma mudanca conformacional, porém desconhecida

nas concentracdes de 0,3 e 0,2 M (Figuras 21 e 22).

Figura22 — Espectro de CD do Pj;1-2 na presenga de NaCl em diferentes

concentragoes .
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Fonte: Dados da pesquisa

Essa possivel formacao de folha B em menor concentracdo de cloreto pode ser
esperada devido a interacdes do cloreto com a superficie do peptideo favorecendo o
colapso hidrofébico e também interacdes do Na®, que segundo a série de Hofmeister,
tem carater cosmotropico (BOSTROM et al., 2004; CARRICK et al., 2007; PARMAR ¢
MUSCHOL, 2009; KALYUZHNYI; VLACHY, 2016; OKUR et al., 2017).

5.2  Peptideo P;;-2 na presenca de Na,SO,
No espectro da Figura 23, é possivel observar também um comprimento de

onda maximo de emissdo Amax = 350 nm, caracteristico do Trp, na solucéo de P13-2 a 30

UM, bem como nas soluc¢des do peptideo com diferentes concentragdes de NaySOa.
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E possivel observar nesse espectro o efeito cosmotropico do sulfato, no qual

induz a precipitagdo do peptideo pela supressdo da fluorescéncia do Trp. O sulfato

“organiza” a agua de tal maneira que o peptideo tenha menos contato com ela, fazendo

com que ocorra o salting-out (PATEROVA et al., 2013).

Figura 23 — Espectros de fluorescéncia de P1;-2 (30 uM) em agua na presenga de
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200 -

P, 2 (30 uM)

——P,,2 +Na,80,0,1 M

——P, 2 +Na,S0,0,5M
150 - ,2+Na SO, 1,0M
100 4

50 4

I ' I ' I ! I ! I ! I ! I ! I L | L | ' 1
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

A (nm)

Fonte: Dados da pesquisa

Esse efeito € mais acentuado em concentracdes mais altas de sulfato como visto

no espectro. Salay e Schreier 2004, mostraram esse mesmo efeito cormotrépico do ion

sulfato no composto antitumoral doxirubicina, no qual o sulfato causou uma auto-

organizagdo pronunciada do farmaco, evidenciado pela diminuicdo da intensidade de

fluorescéncia e pelo fato de na presenca de lipossomos fazer com que a doxurubicina

interagisse com 0s mesmos, particularmente lipossomos com carga negativa, com a

carga negativa sendo uma caracteristica da membrana lipidicas de celula tumorais. Esse

espectro pode ser explicado somente com o efeito do anion na “organiza¢ao” da agua.

Porém, para diversos pesquisadores, essa consideacdo ndo é suficiente para explicar o
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efeito Hofmeister, e (KALYUZHNYI; VLACHY, 2016; OKUR et al., 2017; ZHANG;
CREMER, 2006; JUNGWIRTH; CREMER, 2014; PATEROVA et al., 2013).

No estudo de espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis utilizando o
Na,SO4 com o P13-2 (Figura 24) verifica-se que a adi¢do do sal na solucéo do peptideo,
faz com que ocorra uma diminuicdo da absorcdo pelo Trp em funcdo do aumento de

concentracéo do sal.

Figura24 — Espectros de absorbancia UV-vis do P11-2 na presenca e auséncia de
Na,SO, em diferentes concentragdes. .
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Fonte: Dados da pesquisa

Com uma concentracdo pequena do sal (Na,SO4 0,1 M), praticamente ndo se
verificou efeito significativo na absorcédo pelo triptofano, porém com uma concentracdo
de 5 a 10 vezes maior, é possivel observar uma diminuicdo substancial na absorbancia.
O ion sulfato € considerado por Hofmeister 1888 um ion cosmotropico, ou seja, um ion
que altera a estrutura da agua tornando-a “mais ordenada”, fazendo com que as
proteinas e peptideos se precipitem (salting-out) alterando sua conformag&o. Esses ions
cosmotropicos atraem as moléculas de agua do meio, de modo a ficar menos agua
disponivel para as moléculas de peptideo o que acarreta na diminuicdo da solubilidade.
O efeito Hofmeister dos agentes cosmotropicos é diretamente proporcional a

concentragdo dos ions. O efeito cosmotropico do sulfato em solugdes com biomoléculas
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condiz com o relatado na literatura, onde existem trabalhos que evidenciam o salting-
out dependente da concentracdo desse sal (KOU et al., 2015; LI et al., 2013; SALAY, L.
C. e SCHREIER, 2004; SALAY, etal., 2015; TIAN et al., 2015; YAN et al., 2016).

No espectro de CD da Figura 25 foi utilizado o P1;-2 na concentracdo de 50
umol.L™! | abaixo da concentracdo que forma folha B que é 70 umol.L™ (BERRET,
2004). Também foram utilizadas misturas do peptideo com o sal Na,SO, em diferentes
concentragdes 0,1; 0,2 e 0,5 M, que se comporta como agente cosmotropico segundo a

série de Hofmeister.

Figura25 — Espectro de CD do P1;-2 na auséncia e presenca de Na,SO, em
diferentes concentragdes.
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Fonte: Dados da pesquisa

Ao analisar o espectro da Figura 25, € possivel observar uma banda negativa
entre 200 e 205 nm caracteristico da conformacdo random coil do peptideo P;;-2
(BERRET, 2004). Ap6s a adicdo de Na,SO4 € possivel observar a mudanga de
conformacdo de random coil para folha B nas concentracbes de 0,2 e 0,5 M do sal
(Figura 26), com o aparecimento de uma banda positiva em 190 nm e de uma banda
negativa entre 210 e 225 nm, particularmente na maior concentracao de sal. No espectro

é possivel observar que a adicdo de 0,1 M do sulfato ndo alterou de modo significativo a
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conformacéo do peptideo, resultado condizente com a analise de UV-Vis para 0 mesmo

sal.

Figura26 — Espectro de CD do P3;-2 na presenca de Na,SO, em diferentes

concentragoes.
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Fonte: Dados da pesquisa

Essa mudanca de conformacdo do peptideo, de random coil para folha B, era
esperada para o sulfato devido ao fato de 0 mesmo ser um agente cosmotropico segundo
a série de Hofmeister. O sulfato possui capacidade de alterar a estrutura da agua
tornando-a menos disponivel para interagir com o peptideo, fazendo com que o mesmo
mude sua conformacdo formando estruturas supramoleculares. Ao tornar a dgua um
ambiente menos favoravel para as moléculas do peptideo, 0 mesmo se auto-organiza em
estruturas supramoleculares com conformacdo folha beta, mesmo em concentracdes
abaixo da concentracdo de agregacao critica, evidenciando o efeito Hofmeister do ion
cosmotrdpico sulfato. Diversos trabalhos mostram que o ion sulfato é um 6timo agente
cosmotrdpico e que 0 aumento da concentragdo desse ion aumenta a precipitacdo de
proteinas e peptideos (LIGHT, et al., 2016; SALAY; SCHREIER, 2004; TADEO et al.,
2009; SALAY, etal., 2015).

lons of Hofmeister induzem interacdes interfaciais complexas devido a sua
propensdo a alterar a estrutura da agua (ZHANG; CREMER, 2006; CHEN et al., 2007;
ZHANG; CREMER, 2010; COLLINS; WASHABAUGH, 1985). A imagem
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convencional é que os ions cosmotrdpicos (sulfato, fosfato, citrato) aumentam, enquanto
o0s caotropicos (tiocianato, perclorato e tricloroacetato) diminuem a estrutura da agua,
alterando a rede de ligacdo de hidrogénio da agua ) COLLINS; WASHABAUGH,
1985). Entretanto, A natureza complexa do fendémeno de Hofmeister engloba tantos
fatores que é dificil, no momento, elaborar um modelo quantitativo universal e a
natureza detalhada desse fendmeno ainda € uma questdo de debate (ZHANG;
CREMER, 2006; GURAL et al., 2004; BALDWIN, 1995; BOSTROM et al., 2002;
RONSTED, 2007; PARETOVA et al., 2007; JUNGWIRTH; CREMER, 2014; SONG,
2015). Estrutura de agua, interacOes eletrostaticas e forcas de dispersdo sdo propostas
para desempenhar um papel (ZHANG; CREMER, 2006; GURAL et al., 2004,
BALDWIN, 1995; BOSTROM et al., 2002; ROMSTED, 2007; PARETOVA et al.,
2007; JUNGWIRTH; CREMER, 2014; SONG, 2015). De fato, a nogcdo de que a
estrutura da agua que faz e quebra pelos sais como caracteristica principal do fenémeno
de Hofmeister € posta de lado devido a varias evidéncias experimentais que indicam que
a interacdo direta ions-macromoléculas é o principal fator responsavel pela maioria dos

aspectos do efeito de Hofmeister.
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CONCLUSAO

Através dos estudos espectroscopicos realizados, foi observado que tanto nos
espectros de fluorescéncia quanto nos de UV-Vis e CD, para o Na,SO,, foi possivel
observar uma tendéncia significativa a mudanga de conformacgédo do P;;-2 da estrutura
secundaria random coil para a do tipo folha B com o aumento da concentra¢ao do ion.
Esse fendbmeno pode ser explicado pela tendéncia dos ions cosmotrdpicos alterarem a
estrutura da agua, tornando-a mais organizada e ocasionando o fenémeno de salting-out
no peptideo, porém, diversos estudos, demonstram que o efeito salting-out nos
peptideos e proteinas ndo dependem unicamente da interagdo do ion com a agua, e sim
em interac@es locais dos ions com a superficie dos peptideos e proteinas.

Para o NaCl, analisando os espectros de fluorescéncia, UV-Vis e CD, é possivel
observar que houve uma tendéncia mista e pouco intensa de efeitos cosmotrdpicos e
caotrépicos desse sal. Essa ultima, observada claramente para o ion cloreto, uma vez
que o cloreto ocasionou o efeito salting-in no peptideo, de forma néo téo significativa.
O efeito cosmotropico desse sal pode ter sido originado do ion Na*, que é um cation
cosmotrdpico de Hofmeister. Nas analises espectroscdpicas foi possivel observar que ao
adicionar o NaCl na solucéo do peptideo ocorreu uma mudanga de conformacao, porém
ndo foi possivel saber qual estrutura foi formada.

Diversos pesquisadores ndo consideravam que 0s cations tinham um papel
importante para explicar o efeito Hofmeister, pois a ideia de que 0S mesmos
contribuiam de forma insignificante para o efeito era defendida por muitos, porém
atualmente é defendido que os cations possuem uma importancia consideravel no efeito
Hofmeister. Além da necessidade de satisfazer a condicdo de eletroneutralidade no
ambiente, pode haver interacdes de céation/anion particularmente fortes para sais
especificos que tornam questionavel o tratamento separado de cations e anions na série
Hofmeister.

Contudo, hd uma infinidade de funcbes bioldgicas que sdo controladas por ions,
que vdo desde homeostase e sinalizacdo de calcio, até papeis fundamentais de cations
especificos em metaloproteinas. E a maioria desses processos ultrapassam as interagdes
genéricas de Hofmeister (interacbes ion/agua). Tudo isso implica que existem outros
efeitos especificos de ions nas interacfes com peptideos além do alcance da série de

Hofmeister o que continua a ser um importante desafio cientifico e tecnologico.

58



A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que sé&o
necessarios estudos de simulages moleculares, juntamente com experimentos
espectroscopicos, termodinamicos e microscopia eletronica de transmisséo, afim de uma
maior compressdo da complexidade do efeito dos ions da série de Hofmeister com o
peptideo nanoestruturado P1;-2, contribuindo de forma significativa para elucidagédo de

diversos processos industriais na nanoescala.
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