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Introducao |

Anuros sdo fontes valiosas de peptideos com
diferentes atividades biologicas. Algumas destas
substancias exercem suas atividades por
permeabilizagdo da membrana bacteriana cujo
mecanismo, apesar de investigacdes intensas,
ainda é desconhecido, embora alguns modelos
estejam propostos no literatura’. Com o objetivo de
se obter maiores informacdes sobre o mecanismo
de acdo do peptideo dimérico e antimicrobiano
homotarsinina (HMT, 1), isolado da pele do sapo
Phyllomedusa  tarsius®, neste trabalho é
apresentado um estudo do efeito do tampao fosfato
na interacdo dessa substancia com membranas
fosfolipidicas. A sequéncia primaria de HMT é
apresentada a seguir:

(2x) NLVSD IIGSK KHMEK LISI KKCR-NH, (1)

Resultados e Discussao |

A sintese de HMT foi realizada pela estratégia Fmoc
em fase soélida, seguida pela dimerizacdo via
formacéo da ligagéo de dissulfeto intercadeias entre
residuos de cisteina. O peptideo foi purificado por
cromatografia liquida de alta resolucdo (RP-HPLC)
e caracterizado por espectrometria de massas (ESI-
MS). O efeito do tampédo fosfato na interacdo do
peptideo com vesiculas unilamelares (LUVs) de
fosfatidilcolina (PC) foi investigado por calorimetria
de titulagcéo isotérmica (ITC) e espalhamento de luz
dindmica (DLS). O mesmo efeito foi estudado por
RMN na interacdo de HMT com bicelas a base de
PC. Para PC-LUVs (Fig. 1a), os estudos por ITC
mostram um alto valor da constante de ligacdo
(K=2500), e fatores entalpico e entrépico (AH= -580
Kcal/mol e AS= -5470 Kcal/mol) que favorecem a
ligacdo de HTM com as bicamadas de PC-LUVs.
Esta interacdo ocorre de forma eletrostatica (AH
exotérmico) com incorporacdo parcial de HMT na
bicamada de LUVs, como mostrado pelo aumento
do tamanho de vesicula observado por DLS (Fig.
1c). Os resultados da interacdo de HMT e LUVs-
tampédo (Fig. 1b) mostram uma menor interacéo do
peptideo com a bicamada, com K da ordem de
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cinco vezes menor (K=540). Esta menor interacdo
reflete um menor aumento no tamanho das LUVs
com a adi¢ado do tampéo fosfato (Fig. 1c).
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Figura 1. a) ITC de HMT/PC-LUVs. b) ITC HMT/LUVs-
tampé&o. c) raio hidrodinamico de LUVs x HMT/PC-LUVs.

Os dados de RMN mostram que a adicdo de 100
uM de HTM causa uma desordem na orientacdo
das moléculas de H,O devido a forte interacao
peptideo-bicela (Fig 2a,b). A adicdo de fosfato
resulta em uma melhor orientacdo das bicelas (Fig
2c). O fosfato compete com o fosfolipideo na
interacdo com HMT, liberando-o da superficie da
bicela, reorientando as moléculas de agua devido a
reorganizacao das estruturas das bicelas.
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Figura Zb.prInEspectro 1D de pglq em bicelas de didodecil-PC
(12-PC) e dihexil-PC (6-PC). a) Somente bicelas. b)
Bicelas/HMT. c) Bicelas/HMT/tampao fosfato 40 mM.

Conclusoes

Este estudo mostra que o tampdo fosfato afeta
significantemente a interacdo dos sitios catidnicos
do peptideo com a superficie da membrana.
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