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Resumo 

O aumento da resistência aos antibióticos tem motivado a busca por novos fármacos com 

atividade antimicrobiana. Peptídeos são considerados uma alternativa promissora em virtude das 

vantagens inerentes a eles, como ação contra diversos microrganismos e a possibilidade de 

sinergismo com outros compostos. Estudos recentes mostram que determinadas sequências de 

aminoácidos encriptadas em proteínas, quando isoladas, podem apresentar atividades biológicas, 

como atividade antimicrobiana, que não manifestavam enquanto parte estrutural das proteínas 

precursoras. Assim, este trabalho tem como objetivo prospectar, caracterizar e determinar a 

estrutura tridimensional (3D) de peptídeos intragênicos com ação antimicrobiana e baixa 

citotoxicidade. Inicialmente, o peptídeo Hs02, oriundo de uma proteína humana, que teve sua 

atividade antimicrobiana comprovada em estudos anteriores, foi submetido à Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN) para a determinação da sua estrutura 3D. Por meio dos 

experimentos 2D 1H-1H TOCSY e 1H-1H NOESY foi possível verificar que, na presença de 

micelas de DPC-d38, o peptídeo Hs02 adquire uma estrutura helicoidal anfipática bem definida 

entre os resíduos 3 e 14, com uma face polar composta por resíduos carregados positivamente. 

Foi observada ainda flexibilidade estrutural na porção N-terminal, especialmente na cadeia lateral 

do Triptofano 2, que pode estar interagindo com a membrana microbiana por meio de interações 

do tipo cátion-pi. Como proteínas humanas demonstraram ser uma boa fonte de fragmentos 

bioativos, cerca de 80 proteínas superexpressas no organismo humano durante infecções foram 

analisadas com o auxílio do programa Kamal - desenvolvido na Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia - com o intuito de encontrar sequências de aminoácidos com características físico-

químicas semelhantes as observadas em peptídeos antimicrobianos (PAMs). Foram selecionados 

5 peptídeos, com possível estrutura em α-hélice (H05, H06, H07, H08 e H09) para síntese em fase 

sólida e purificação por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). Esses peptídeos 

tiveram sua identidade confirmada por Espectrometria de Massa (EM) e foram submetidos a 

ensaios antimicrobianos. Entretanto, não apresentaram atividade antimicrobiana na faixa de 

concentração avaliada. Em seguida, a metodologia de prospecção foi adaptada para buscar 

peptídeos curtos similares a estruturas folha-β. O fragmento encontrado, denominado Hs10, 

demonstrou ser uma alternativa promissora, visto que apresenta atividade antimicrobiana, baixa 

citotoxicidade e é composto por apenas 9 resíduos de aminoácidos. Além disso, ensaios de 

Dicroísmo Circular (CD), Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC), Espalhamento de Luz 

(DLS) indicaram que o lipopolissacarídeo (LPS) presente na membrana externa de bactérias 

Gram-negativas está intimamente ligado ao mecanismo de ação do Hs10, e que a interação entre 

essas moléculas se dá principalmente por interações eletrostáticas. Estudos conformacionais por 

CD sugerem ainda que na presença de membranas biomiméticas aniônicas, as moléculas de Hs10 

se organizam de maneira a formar uma estrutura anfipática similar a uma folha-β. Por fim, estudos 

realizados por meio da técnica de RMN indicam que o Hs10 tende a se estruturar na presença de 

uma pequena concentração de LPS, resultando em uma família de estruturas convergentes. 

Palavras-chave: peptídeos antimicrobianos intragênicos, Kamal, lipopolissacarídeo, estrutura, 

RMN. 
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Abstract 

The increase of the antibiotic resistance has motivated the exploration of new drugs with 

antimicrobial activity. Peptides have been considered as a promising alternative for that because 

of their inherent advantages, such as action against various microorganisms and possibility of 

synergism with other compounds. Recent studies have shown that certain amino acid sequences 

encoded in proteins can exhibit new properties, such as antimicrobial activity, which is not 

displayed by the precursor protein. Thus, this work aims to prospect, characterize and determine 

the 3D structure of intragenic peptides with antimicrobial action and low toxicity. Initially, the 

Hs02, a peptide from human protein, which had its antimicrobial activity proven in previous 

studies, was evaluated by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) with the aim to determine its 

structure. The 2D 1H-1H TOCSY e 1H-1H NOESY experiments verified that Hs02 forms a well-

defined amphiphilic helical structure between residues 3 and 14 in the presence of DPC-d38 

biomimetic membranes. Moreover, its polar face is composed predominantly by positively 

charged residues. The structural flexibility was also observed in the N-terminal portion, especially 

in the Tryptophan 2 sidechain residue, which may provide a cation-pi interaction between this 

peptide and the microbial membrane. As human proteins proved to be a good source of bioactive 

fragments, nearby 80 proteins overexpressed in human body during viral infections were analyzed 

by the Kamal software - developed at Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia- in an attempt 

to find amino acid sequences with physicochemical characteristics similar to those observed in 

antimicrobial peptides (AMPs). Five peptides (H05, H06, H07, H08 and H09), with possible α-

helix structure, were selected to solid phase synthesis and HPLC purification. Theses peptides 

were subjected to antibacterial and antifungal tests. However, they did not show antimicrobial 

activity. Then, the prospecting methodology was adapted to search for short IAPs similar to β-

sheet structures. The peptide found, called Hs10, proved to be a promising alternative, since it has 

antimicrobial activity, low cytotoxicity and is composed of only 9 amino acid residues. 

Furthermore, assays of Circular Dichroism (CD), Isothermal Titration Calorimetry (ITC), Light 

Scattering (DLS) indicated that lipopolysaccharide (LPS) present in the outer membrane of Gram-

negative bacteria is closely linked to the mechanism of action of this IAP. Structural studies by 

CD also suggest that in the presence of anionic biomimetic membranes, Hs10 molecules organize 

themselves to form an amphipathic structure similar to a β-sheet. Finally, studies carried out using 

the NMR technique indicate that Hs10 tends to structure itself in the presence of small 

concentrations of LPS, resulting in a family of convergent structures. 

Keywords: antimicrobial intragenic peptides, lipopolysaccharide, Kamal, NMR, structure.
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Introdução 

Nos últimos anos, diversos patógenos tem desenvolvido resistência a antibióticos, 

o que reforça a necessidade pela busca por novos compostos para o tratamento de 

microrganismos resistentes. Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) têm sido considerados 

uma alternativa promissora aos antibióticos convencionais por apresentarem atuação 

contra bactérias, leveduras, fungos e/ou vírus, alta eficácia, potencial sinergístico com 

outras drogas.1–4 Com isso, pesquisas têm sido desenvolvidas para identificar PAMs 

potentes e menos tóxicos.2   

Alguns destes estudos têm demonstrado que determinadas sequências de 

aminoácidos encriptadas em proteínas, quando isoladas, podem apresentar alguma 

propriedade que não exibiam quando integravam a proteína precursora. Esses fragmentos 

internos bioativos que apresentam atividade antimicrobiana foram denominados 

Peptídeos Antimicrobianos Intragênicos (IAPs) e podem ser encontrados em diversas 

proteínas independentemente de sua estrutura e função nos organismos hospedeiros.5–8  

A estratégia desenvolvida para localizar novos IAPs baseia-se na busca por 

sequências de aminoácidos encriptadas que apresentem propriedade físico-químicas 

semelhante às propriedades observadas em PAMs conhecidos.5–8 As propriedades físico-

químicas norteiam essa metodologia de prospecção de IAPs por estarem intimamente 

ligadas aos mecanismos de ação dos PAMs.5–8 Ademais, modulando essas características, 

é possível potencializar a atividade dessas biomoléculas.2   

Essa busca por fragmentos potencialmente ativos em grandes bancos de dados de 

proteínas pode ser feita com o auxílio do software Kamal, desenvolvido no Laboratório 

de Espectrometria de Massa da Embrapa, Recursos Genéticos e Biotecnologia.5–9 A 

varredura realizada por esse programa resulta em uma lista de possíveis IAPs, os quais 

podem ser sintetizados em laboratório por meio da síntese química de peptídeos em fase 

sólida (SPFS),10 e posteriormente testados para confirmar sua atividade. Essa 

metodologia tem se mostrado eficiente na descoberta de IAPs do tipo α-hélices, uma vez 

que tem permitido encontrar biocompostos com potência e seletividade similar e até 

mesmo superior aos PAMs convencionais conhecidos.7 Cabe ressaltar que os trabalhos 

nessa área tem focado na busca por peptídeos catiônicos que apresentem estruturas de α-

hélices anfipáticas bem definidas na presença de membranas microbianas. Um exemplo 

disto, é o peptídeo Hs02, fragmento prospectado in sílico da proteína humana miosina 
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não convencional-Ih, que demonstrou apresentar atividade antimicrobiana.11 Outro 

fragmento do tipo α-hélice identificado in sílico que apresentou atividade antimicrobiana 

foi o Hs05, oriundo da proteína humana RNA citidina acetiltransferase.12  

Entretanto, a bioatividade não é uma característica exclusiva de estruturas α-hélices. 

Peptídeos do tipo folhas-β e até mesmo peptídeos compostos por cerca de 12 resíduos de 

aminoácidos com uma estrutura diferente do padrão esperado para folha-β ou α-hélices, 

também podem se organizar para formar uma conformação anfipática bem definida e, 

então, interagir efetivamente com membranas microbianas.2,13,14 Alguns autores têm 

evidenciado a eficiência de peptídeos que adotam conformações diferente de α-hélices 

regulares  no combate de vários patógenos, inclusive contra microrganismos 

multirresistentes.15–17  Desse modo, a atividade antimicrobiana de peptídeos tem sido 

intimamente relacionada a formação de uma estrutura anfipática bem definida na 

presença de membranas microbianas. Portanto, conhecer a estrutura de IAPs é essencial 

para compreender seu mecanismo de ação.18  

Uma técnica que é amplamente utilizada para a elucidação estrutural de peptídeos 

em ambientes de membranas miméticas é a Ressonância Magnética Nuclear (RMN). Para 

isso, são empregados essencialmente experimentos bidimensionais como TOCSY (Total 

Correlation Spectroscopy) e NOESY (Nuclear Overhauser Spectroscopy). O emprego 

em conjunto desses experimentos permite obter detalhes estruturais destas biomoléculas 

por meio de interações via ligação química, através de acoplamentos escalares, e pelo 

espaço, através de acoplamentos dipolares.19 

Este trabalho tem o intuito de auxiliar na consolidação e no aprofundamento da 

busca de peptídeos intragênicos com atividade antimicrobiana, estudo que tem sido 

desenvolvido ao longo dos últimos anos em nosso grupo de pesquisa. Para isso, foram 

realizadas contribuições a trabalhos em andamentos e foram propostas novas perspectivas 

ao projeto. Inicialmente, foi realizado o estudo da estrutura 3D do peptídeo Hs02, IAP 

prospectado in silico de uma proteína humana, por RMN com o intuito de colaborar com 

uma prova de conceito, que demonstrou que proteínas humanas são uma fonte potencial 

de biocompostos com atividade antimicrobiana. Em seguida, foi proposto explorar o 

potencial de proteínas humanas na busca por novas biomoléculas com estrutura do tipo 

α-hélice. Por fim, foi adaptada a metodologia utilizada na prospecção in sílico de IAPs 
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α-hélice, para prospectar IAPs curtos, de no máximo 11 resíduos, similar a estruturas 

folha-β. 

1. Referencial Teórico 

1.1. Peptídeos antimicrobianos (PAMs) 

Peptídeos são biomoléculas pequenas formadas pela união de aminoácidos por 

meio de ligações covalentes denominadas ligações peptídicas. Eles podem ser produzidos 

naturalmente por diversos organismos vivos ou sintetizados artificialmente em 

laboratório. Os peptídeos de ocorrência natural podem apresentar importantes efeitos 

biológicos em decorrência da sua atuação em funções fisiológicas e bioquímicas. Um 

exemplo disto é a bradicinina, um peptídeo de nove resíduos, que possui atividade 

vasodilatadora e é mediadora do processo inflamatório.20 Dentre as inúmeras atividades 

desempenhadas por essas biomoléculas, há um crescente interesse nos peptídeos que 

desempenham atividade antimicrobiana.1 

Os PAMs são oligopeptídeos com atividades contra bactérias, leveduras, fungos 

e/ou vírus. Além disso, alguns podem apresentar ainda atividade citotóxica em células 

cancerígenas, atividades anti-inflamatórias e imunomoduladoras.1,3,21 Eles podem ser 

encontrados em todas as formas de vida.22 Em geral, eles são expressos pelo hospedeiro 

para combater diretamente patógenos invasores ou estimular a resposta imune, 

modulando o sistema de defesa.22 A Tabela 1 relaciona alguns PAMs com suas fontes 

naturais.23 

Tabela 1. Exemplos de PAMs e suas respectivas fontes.23 

 

Fontes de PAM PAM 

Mamíferos Defensina, Histadina, Indolicina, lactoferricina, LL-37 

Anfíbios Brevinina-20ª, Distinctina, Nigrocina1 &2, Tigerin 

Peixes Pardaxinas, Pleurocidinas; Parasina 

Plantas Defensinas de plantas, Thioninas 

Insetos Abaecin, Cecropina A, Coleoptericina, Defensina A 

Crustáceos Arasina, astacidina 2, crustina 

Fungos Aculeacinas, Aureobasidina, Equinocandinas 

Bactérias Bacillomycin, Iturin, Nikkomycins 
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Atualmente, no banco de dados Antimicrobial Peptide Database (APD),21,24 

existem cerca de 3.324 PAMs catalogados, dos quais 84,06% tem atividade 

antibacteriana; 36,9% antifúngica; 7,79% anticâncer; 5,86% antiviral; 3,28% anti-HIV; 

2,11% antibiofilme; e os demais se dividem entre outras atividades como antiprotista, 

anti-inflamatória, promoção de cicatrização de feridas. Ainda, de acordo com as 

estatísticas do APD, esses PAMs são compostos em média por cerca de 33 resíduos de 

aminoácidos. Apesar da composição de resíduos de aminoácidos e do número dos 

resíduos variarem, estas biomoléculas possuem algumas características semelhantes.21,24 

Em geral, PAMs são catiônicos em pH fisiológico, possuem certa hidrofobicidade e 

natureza anfipática.1,3,22 Estas propriedades são consideradas essenciais para sua atuação 

e seletividade. 

Uma carga líquida positiva, por exemplo, permite interação eletrostática com a 

membrana celular do patógeno, geralmente, rica em grupos aniônicos. Além disso, 

promove uma certa seletividade com relação a membranas celulares de mamíferos, uma 

vez que estas são neutras. A hidrofobicidade, por sua vez, contribui para a penetração 

celular e, consequentemente, indução da lise da membrana.1,3,22 Enquanto que, a 

anfifilicidade pode ser relacionada a estrutura secundária adotada pelo peptídeo, que é 

capaz de influenciar diretamente no mecanismo e na citotoxicidade dos PAMs.3  

Assim, os PAMs podem atuar contra diversas cepas de bactérias e outros 

microganismos, além de apresentarem alta eficiência, potencial sinergístico com outras 

drogas.3,22,25 Esses fatores, associados com o rápido desenvolvimento de resistência aos 

antibióticos convencionais em todo o mundo, torna estas biomoléculas promissoras para 

o desenvolvimento de novos medicamentos. Cabe destacar que nos últimos anos, o 

número de PAMs isolados e caracterizados tem aumentado e alguns medicamentos de 

uso clínico já são produzidos a partir de PAMs como é o caso dos antibióticos bacitracina, 

colistina, polimixina B, daptomicina, vancomicina, gramicidina e o antiviral 

enfuvirtide.26,27 

No entanto, PAMs também apresentam algumas desvantagens como 

suscetibilidade à proteólise, o alto custo de produção e a toxicidade.28 Por isso, pesquisas 

têm sido desenvolvidas para mitigar esses problemas. Uma alternativa para reduzir a 

proteólise, por exemplo, é a amidação da porção C-terminal, entre outras modificações 

químicas. Já a redução dos custos de produção pode ser feita pela busca por novos PAMs 
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menores e, portanto, mais baratos.27 Apesar destas desvantagens, os PAMs são uma 

alternativa promissora aos antibióticos convencionais, o que pode ser enfatizado pelo fato 

de alguns peptídeos bioativos já fazerem parte do sistema imune inato de diversas formas 

de vida.23 Assim, estudos que busquem identificar PAMs potentes, menores e menos 

tóxicos são de grande relevância para a sociedade. 

1.2. Classes estruturais de PAMs 

Os PAMs podem ser categorizados de diversas maneiras, inclusive de acordo com 

a sua estrutura secundária. As estruturas secundárias são padrões estruturais recorrentes, 

que resultam da adoção de conformações estáveis pelos resíduos de aminoácidos.20 Em 

geral, os PAMs podem apresentar estruturas secundárias classificadas como: α-hélice, 

folha-β, desenovelada (aleatória), ou uma mistura das conformações anteriores (Figura 

1).  

 

Figura 1. Peptídeos representando as principais estruturas secundárias: α-hélice (LL-37 e 

Lactoferricina Humana), folha-β (β-defensina Humana), desordenada (Indolicidina). 

Adaptada de Mahlapuu et al.1 
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Os peptídeos que podem adotar estrutura em α-hélice, em geral, não apresentam 

estrutura definida em soluções aquosas e adotam a conformação de uma hélice anfipática 

na presença de membranas biológicas.1 Por outro lado, os peptídeos estruturados em 

folha-β, por possuírem uma estrutura mais rígida, costumam apresentar conformação 

definida em soluções aquosas.1 Geralmente, os folha-β apresentam essa conformação 

mais restrita devido à presença de ligações dissulfeto, às ligações de hidrogênio e 

interações hidrofóbicas entre as cadeias laterais que ajudam a estabilizar a molécula.2 

Desta forma, esta estrutura mais rígida, com maior estabilidade, em alguns casos, como 

o das defensinas, contribui para minimizar a degradação pela ação de proteases.29 Vale 

lembrar que evitar os efeitos das enzimas nos PAMs é um ponto importante para a 

utilização dessas biomoéculas como medicamentos e que existem modificações químicas 

que podem ser feitas para diminuir a proteólise. Com relação aos peptídeos 

desenovelados, apesar de não possuírem estrutura bem definida, podem se dobrar em 

estruturas anfipáticas após o contato com a membrana.1  

De acordo com as estatísticas estruturais do APD, a maioria dos PAMs catalogados 

nesse banco de dados não tem a sua estrutura 3D conhecida. Entretanto, cerca de 14,99 % 

dos 3.324 PAMs catalogados possuem estrutura α-hélice, enquanto que, 2,65 % dos 

peptídeos apresentam estrutura em folha-β .21,24 Nesse contexto, é possível observar que 

a bioatividade não é uma característica exclusiva dos peptídeos α-helicoidais.  

De um modo geral, observa-se que peptídeos catiônicos que se organizam, na 

presença de membranas microbianas, em uma estrutura anfipática bem definida tendem 

a apresentar atividade antimicrobiana. Inclusive peptídeos como a indolicidina, que não 

se estruturam como uma α-hélice ou folha-β, isto é, que apresentam uma estrutura mais 

linear.  

1.3. Peptídeos Curtos 

Pesquisas têm demonstrado inclusive que peptídeos catiônicos compostos por até 

12 resíduos de aminoácidos também podem exibir atividade antimicrobiana, mesmo não 

apresentando estruturas secundárias regulares do tipo α-hélice ou folha-β.17,25,30 Esses 

peptídeos menores são considerados agentes antimicrobianos atraentes, pois reduzem os 

custos de produção. Em virtude disto, trabalhos buscando identificar ou projetar novos 

PAMs curtos e potentes estão cada vez mais frequentes. 
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Um conhecido peptídeo curto que apresenta atividade moderada contra bactérias e 

fungos é a temporina-SHf (FFFLSRIF), que é encontrado na pele da rã Pelophylax 

saharica. Ensaios de calorimetria diferencial exploratória e de permeabilização de 

membranas indicaram que este peptídeo atua de maneira similar a um detergente, isto é, 

ele desestabiliza o empacotamento da bicamada lipídica, provocando assim o rompimento 

da membrana microbiana.31  

Por ser um modelo promissor, Mishra et. al utilizou a temporina-SHf como base 

para desenvolver um novo PAM com maior potência. Para isto, as 4 fenilalaninas da 

temporina-SHf foram substituídos por triptofanos, devido à interação preferencial deste 

resíduo com interfaces de membrana. Além disso, os autores testaram algumas 

substituições dos resíduos 5 e 6 visando aumentar sua solubilidade em água e seu 

potencial antimicrobiano. Com isso, foi identificado que o peptídeo contendo os 4 

triptofanos e um par de argininas (WWWLRRIW) apresentavam maior atividade que seus 

análogos e que a temporina-SHf.32  

O potencial terapêutico de peptídeos curtos tem sido constatado inclusive para inibir 

a formação de biofilme bacteriano de cepas multirresistentes. É importante lembrar que 

os biofilmes bacterianos são considerados um problema de saúde pública, uma vez que 

aumentam a resistência das bactérias a ação dos antibióticos convencionais.  

Cardoso e colaboradores, por exemplo, avaliaram diferentes formas de reduzir o 

peptídeo PcDBS1R5 de 19 resíduos, com atividade anti-biofilme, para uma sequência de 

10 resíduos que apresentassem um efeito igual ou superior ao observado no peptídeo 

precursor.33 Dessa forma, encontraram o PAM denominado R5F5 (IKLLCRVHKK), com 

atividade anti-biofilme contra Pseudomonas aeruginosa e cepas de Klebsiella 

pneumoniae produtoras de carbapenemase (KPC), que não apresentou efeito hemolítico 

e tóxico significativo para células de mamíferos.  

Em outro estudo recente, Cândido et.al 30 também analisou fragmentos de 10 

resíduos de aminoácido de um PAM de 19 resíduos, denominado PaDBS1R6,34 ativo 

contra bactérias Gram-negativas. O peptídeo curto selecionado pelos autores 

(PaDBS1R6F10 - KKLRLKIAFK) apresentou atividade antibacteriana, anti-biofilme e 

não foi observada ação tóxica significativa em células humanas.  

Assim, estes trabalhos ilustram o crescente interesse científico em obter PAMs cada 

vez mais curtos. 
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1.4. Peptídeos intragênicos antimicrobianos (IAPs)  

Muitos PAMs atuantes do sistema imune inato são produzidos naturalmente, em 

diversos organismos, como um precursor inativo, sendo necessário uma clivagem 

proteolítica para ativá-los.1,5–7 Um exemplo de peptídeos naturais bioativos derivado de 

sequências internas de proteínas é o C3a, peptídeo de 77 resíduos de aminoácidos oriundo 

da ação da protease C1s no fator complemento C4, que possui atividade antimicrobiana 

comprovada.35 Outro exemplo clássico natural é a liberação da bradicinina, um vasoativo, 

pela clivagem do cininogênio.35   

Diversas proteínas podem atuar como fontes potenciais de peptídeos bioativos 

encriptados, independentemente da sua estrutura e da sua função no organismo de origem. 

Estudos recentes têm demonstrado que determinadas sequências de aminoácidos, com 

propriedades físico-químicas específicas, estão encriptadas em proteínas e quando 

isoladas podem apresentar atividade antimicrobiana, ou seja, uma atividade que não 

exibiam quando integravam a proteína precursora.5–7 Esses segmentos de aminoácidos 

derivados da proteólise que apresentam atividade antimicrobiana são denominados 

Peptídeos Antimicrobianos Intragênicos (IAPs).5–7,36 

Independentemente de as proteínas precursoras apresentarem relação direta com o 

sistema imune, os IAPs têm demonstrado serem tão ativos quanto os PAMs conhecidos, 

com seletividade semelhante e boa amplitude no espectro antimicrobiano. Como, por 

exemplo, os IAPs Hs05, fragmento da proteína Acetiltransferase 10, e Hs02, fragmento 

da proteína miosina não convencional-Ih, que foram sintetizados artificialmente.11,12,37 

Esses IAPs apresentaram um amplo espectro de  atuação e CIMs (Concentração inibitória 

mínima) na faixa de 1 a 16 μM para microrganismos como S. aureus, P. aeruginosa e E. 

coli.  Isto se deve ao fato de que a ação dos PAMs está relacionada a sua interação com a 

membrana do patógeno, que é influenciada pelas características físico-químicas destas 

biomoléculas. 

1.5. Prospecção de Novos IAPs 

Diversas estratégias têm sido desenvolvidas para encontrar novos PAMs que sejam 

mais potentes e menos tóxicos.2 A prospecção in silico de novos IAPs tem se mostrado 

uma alternativa promissora.7,37 Ramada et.al7 demonstrou que peptídeos antimicrobianos 

intragênicos podem ser tão ativos quanto os PAMs conhecidos, além de apresentar amplo 
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espectro de ação e baixa atividade hemolítica. Setenta e seis porcento dos peptídeos 

prospectados de proteínas vegetais testados apresentaram atividade antimicrobiana contra 

patógenos humanos e/ou vegetais.7 Isto ressalta o potencial interno de estruturas 

proteícas. 

A metodologia utilizada por esses autores para prospectar novos IAPs se baseia na 

busca, dentro de bancos de dados de proteínas em formato FASTA, por segmentos com 

propriedades físico-químicas similares as observadas em PAMs naturais.5–8 Para 

automatizar esta busca, foi criado um software, denominado Kamal, no Laboratório de 

Espectrometria de Massa da Embrapa, Recursos Genéticos e Biotecnologia. Este foi 

desenvolvido a partir de quase duas décadas de trabalho e utilizado em publicações 

visando a prova de conceito até sua recente publicação e distribuição à comunidade 

científica.9,38 A varredura realizada por esta ferramenta exploratória resulta em uma lista 

de peptídeos com maior possibilidade de apresentar ação antimicrobiana.5–8 Após essa 

triagem realizada pelo programa, compete ao usuário avaliar e selecionar os peptídeos 

mais propensos a serem bioativos dentre os listados e testá-los.  

O software orienta as buscas primariamente pela detecção de fragmentos anfifílicos, 

em seguida, são aplicados filtros conforme as características específicas de PAMs, como 

a carga líquida, a estrutura secundária, ângulo polar, a hidrofobicidade média e o 

momento hidrofóbico. Ele permite que usuário possa configurar a interface de forma a 

refinar as suas buscas, restringindo-as por IAPs com as propriedades de interesse.  

Cada uma dessas característica possui uma relação direta com a atividade 

antimicrobiana, uma vez que o modo de ação dos PAMs está fundamentado na sua 

interação com membrana do patógeno, que é governada por estas propriedades.5–8 Assim, 

para uma triagem bem-sucedida o conjunto formado por esses parâmetros devem ser 

levados em consideração. 

Neste contexto, a carga líquida dos peptídeos a serem prospectados é um fator 

importante a ser observado por contribuir para a atração entre os peptídeos e as 

membranas de bactérias. Além disso, a carga líquida dos peptídeos pode conferir certa 

seletividade para esta biomólecula e, em alguns casos, o aumento da carga pode 

potencializar a sua ação antimicrobiana.2 Em PAMs naturais, a carga líquida varia de 0 a 

+ 20, sendo que a maioria está dentro da faixa intermediária de carga de +3 a +6. 2 De 

acordo com o banco de dados APD,24 a média observada é cerca de +3,3. Assim, a busca 
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por peptídeos dentro da faixa intermediária citada aumenta a probabilidade dele 

apresentar atividade. No entanto, este fator não deve ser observado isoladamente. 

Avaliar a hidrofobicidade também é necessário, uma vez que a interação com a 

parte apolar da membrana é essencial para a atuação dos PAMs. Em geral, os PAMs 

naturais são constituídos por 40% a 60% de resíduos hidrofóbicos.2 O que permite que 

eles sejam solúveis e sejam capazes de interagir com a parte hidrofóbica da membrana. 

Ademais, a escolha de novos possíveis IAPs deve ser baseada em valores intermediários 

de hidrofobicidade média, dado que peptídeos com alta hidrofobicidade podem apresentar 

atividade hemolítica mais pronunciada e peptídeos com baixa hidrofobicidade tendem a 

não apresentar atividade antimicrobiana.2,8,37   

Nos PAMs naturais, esses resíduos hidrofóbicos estão dispostos de forma a 

contribuir para uma estruturação anfipática da molécula. Peptídeos em α-hélice, por 

exemplo, apresentam uma periodicidade característica na disposição sequencial dos 

resíduos de forma que os resíduos polares (ou apolares) estão frequentemente dispostos a 

cada 3 ou 4 resíduos. Isto confere a eles um particionamento da face hidrofílica e da 

hidrofóbica que propicia sua inserção parcial na membrana. Todavia, estruturas anfifílicas 

não se restringem a moléculas helicoidais, pois peptídeos que adotam outras estruturas 

secundárias também podem apresentar anfipaticidade dependendo da sua sequência de 

resíduos de aminoácidos. 2,8,37 

A anfipaticidade está diretamente relacionada com a estrutura secundária adotada 

pelo peptídeo e determinante para o momento hidrofóbico (MH),2 o qual pode ser definido 

como a soma dos vetores de hidrofobicidade de cada resíduo normalizada para uma hélice 

perfeita.8 Como o MH pode ser calculado in silico, este parâmetro serve de base para 

nortear as buscas por peptídeos que apresentem anfifilicidade. Embora, os PAMs tenham 

ampla distribuição nestes parâmetros, eles costumam apresentar alto momento 

hidrofóbico e hidrofobicidade moderada. Assim, a busca por novos IAPs também deve 

levar em consideração esses princípios.  

Portanto, utilizar todos esses parâmetros em conjunto aumenta a probabilidade de 

encontrar novos IAPs potentes e com amplo espectro de atuação, isto é, atividade contra 

diversas cepas de bactérias, fungos e vírus. Esses peptídeos podem então ser sintetizados 

em laboratório e, posteriormente, caracterizados e testados para verificar se apresentam a 

atividade esperada. 
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1.6. Peptídeo Intragênico Antimicrobiano Hs02 

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, proteínas humanas foram investigadas 

como potenciais fontes de peptídeos com atividade antimicrobiana. Nesta bem-sucedida 

prova de conceito, foi verificado que alguns fragmentos anfifílicos α-helicoidais de 

proteínas codificadas pelo genoma humano podem ser utilizados como agentes 

antimicrobianos e anti-inflamatórios. Esses fragmentos prospectados utilizando o 

software Kamal38 demonstraram ser capazes interagir com membranas modelo e inibir o 

crescimento de microrganismos.11  

Dentre estes IAPs, o peptídeo denominado Hs02 exibiu um maior potencial 

antimicrobiano quando comparado aos outros peptídeos avaliados por Brand e 

colaboradores.11 Ele é um fragmento de 16 resíduos de aminoácidos 

(KWAVRIIRKFIKGFIS-NH2) da proteína humana não convencional miosina 1h. O 

peptídeo Hs02 apresentou atividade contra bactérias e leveduras na faixa de concentração 

de 1 a 8 µM. Ademais, demonstrou atividade anti-inflamatória, inibindo, em macrófagos 

de camundongo tratados com LPS, a liberação de TNF-α, uma citocina pro-inflamatória 

produzida na fase aguada da infecção.11 

1.7. Mecanismo de ação dos PAMs  

A ação dos PAMs está intimamente ligada a forma como essas biomoléculas 

interagem com as membranas microbianas. E para entender a ação dos PAMs é preciso 

conhecer a composição das membranas biológicas, que varia de acordo com o organismo 

em estudo. Em geral, células eucariotas são eletricamente neutras por terem membranas 

plasmáticas constituídas majoritariamente de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e 

colesterol. Enquanto, as membranas de microorganismos são compostas por uma 

estrutura fluida de fosfolipídeos com a presença significativa de fosfatidilglicerol, 

cardiolipina e fosfatidilserina que conferem a membrana uma carga líquida negativa.8,39 

Bactérias Gram-negativas, por exemplo, possuem ainda uma segunda membrana, 

denominada membrana externa, que é composta por uma dupla camada lipoprotéica rica 

em lipopolissacarídeos (LPS). Esta membrana constitui uma barreira de permeabilidade 

para muitas macromoléculas, devido aos cátions Ca2+ e Mg2+ que se ligam aos grupos 

fosfato do núcleo interno dos LPS e provêm a estabilização do folheto externo. Já as 

Gram-positivas não apresentam esta segunda membrana, entretanto, possuem a camada 
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de peptideoglicano ao redor da membrana citoplasmática mais espessa que as 

negativas.1,8,39 A Figura 2 ilustra as principais diferenças observadas nas paredes celulares 

desses grupos de bactérias.40  

 

Figura 2. Parede celular de bactérias. (a,b) diagramas das paredes celulares de bactérias Gram-

positiva e Gram-negativa. A foto ao centro mostra células de S. aureus (roxas, Gram-positiva) 

e E.coli (rosa, Gram-negativa). (c,d) Micrografias eletrônica de transmissão mostrando a 

parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. (e,f) micrografias eletrônica de 

varredura de Gram-positiva e Gram-negativas. Adaptado da referência 40. 40 
 

Essa variação da composição da membrana irá influenciar diretamente na forma 

inicial de interação com o peptídeo. Um exemplo disto é que PAMs catiônicos têm como 

sítio de interação em bactérias Gram-positivas os ácidos teicóico e lipoteicóico e os 

grupos carboxílicos dos resíduos de aminoácidos da camada de peptideoglicano. Em 

bactérias Gram-negativas, para permear a membrana externa, os PAMs se ligam aos 

lipopolissacarídeos deslocando os cátions divalentes, Ca2+ e Mg2+, desestabilizando assim 

sua estrutura. Essa diferença de atuação de acordo com o tipo da membrana pode impactar 

na potência e na seletividade do peptídeo.8,18 Em ambos os casos, após ultrapassar a 

camada de peptideoglicano, a estrutura secundária anfipática dos PAMs que se agregam 

na superfície da membrana microbiana permite que os domínios carregados dos peptídeos 

interajam com a parte hidrofílica da membrana citoplasmática, enquanto, a parte 

hidrofóbica destas biomoléculas interage com o núcleo hidrofóbico da bicamada lipídica, 

promovendo assim a permeabilização.8 
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Existem alguns modelos teóricos que buscam explicar a permeabilização de 

membranas plasmáticas por PAMs catiônicos anfifílicos do tipo α-hélice. Os modelos 

Barrel stave, carpete e poro toroidal são considerados modelos clássicos, que buscam 

explicar a ação membranolítica de PAMs, e estão ilustrados de forma esquemática na 

Figura 3.1,18  

  

Figura 3. Ilustração esquemática dos modelos de permeabilização de membrana por PAMs. 

Adaptada de Mahlapuu et al.1 
 

No modelo “Barrel stave” as regiões hidrofílicas dos PAMs interagem com a 

membrana formando poros, isto é, canais transmembrânicos revestidos de peptídeos. 

Inicialmente, um PAM se insere perpendicularmente à bicamada, enquanto, outras 

moléculas de PAMs são recrutadas, resultando na formação de poro hidrofílico. Já no 

modelo carpete, os peptídeos se acumulam na superfície da membrana, atraídos 

eletrostaticamente pelas cargas negativas dos fosfolipídios. Este acúmulo superficial de 

PAMs provoca tensão na bicamada, levando à ruptura da membrana e formação de 

micelas (efeito detergente). No modelo poro toroidal, o PAM interage eletrostaticamente 

com a membrana se inserindo nela. Esta inserção do PAM induz o fosfolipídio da 

monocamada lipídica superior a dobrar-se. Com isso, o poro é formado pela intercalação 

de moléculas de PAM com as cabeças polares dos fosfolipídios.1,18,27  
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A permeabilização da membrana por PAMs também é importante para a 

translocação e internalização de certos peptídeos que possuem alvos intracelulares e, 

portanto, apresentam uma ação não membranolítica, como os modelos de canal agregado, 

eletroporação, segregação lipídica e sinking raft. 41 

No modelo canal agregado, aglomerados transmembrânicos de curta duração são 

formados e permitem que os peptídeos atravessem a membrana sem romper a sua 

estrutura, alcançando seus alvos intracelulares.41 No modelo de eletroporação, a 

permeabilização dos PAMs ocorre por meio da formação de pequenos poros nas 

membranas sob a influência de um campo elétrico externo gerado pelos PAMs. Já no 

modelo de segregação lipídica, a ação dos peptídeos decorre formação de domínios 

lipídico-peptídeo específicos com consequente promoção da segregação lateral de 

fosfolipídios zwitteriônicos de fosfolipídios aniônicos na membrana microbiana.41 Por 

fim, o mecanismo exposto no modelo sinking raft é proveniente do desequilíbrio de massa 

provocado pelo peptídeo ao interagir preferencialmente com um domímino lipídico 

particular. Isto gera um gradiente de curvatura ao longo da membrana e por auto-

associação, os peptídeos afundam na membrana, formando poros transitórios.41 A Figura 

4 ilustra estes modelos.  

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

Figura 4. Ilustração de mecanismos de ação: em (a) modelo eletroporação, no qual forma-se um 

poro quando a diferença de potencial entre a membrana e o peptídeo atinge 0,2 V; em (b) modelo 

sinking raft, no qual há a formação de um poro transitório induzido por um desequilíbrio de massa 

decorrente da interação preferencial do peptídeo com certos domínios lipídicos; e em (c) modelo 

de segregação lipídica em que  há um agrupamento de lipídios aniônicos (vermelho) em domínios 

peptídeo-lipídio separados e a segregação de lipídios zwitteriônicos (amarelo) ocorrem como 

consequência da ligação do peptídeo antimicrobiano, causando um rearranjo de lipídios na 

membrana. Adaptado de Teixeira et al.41 
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1.8. Interação de peptídeos com meios miméticos de membrana 

Conhecer a estrutura que PAMs adquirem ao interagir com a membrana pode 

auxiliar na compreensão do seu mecanismo de ação e até mesmo na racionalização de 

modificações estruturais que visem aumentar sua atividade. Por isso, diversos trabalhos 

estudam essas interações utilizando modelos que mimetizam membranas microbianas.  

Em geral, micelas constituídas de surfactantes aniônicos ou zwiteriônicos como 

dodecilsulfato de sódio (SDS) e dodecilfosfocolina (DPC), respectivamente, podem ser 

utilizadas nesses estudos. Além disso, vesículas unilamelares grandes (LUV) constituídas 

por moléculas como o 1,2-dimiristoil-snglicero-3-fosfocolina (DMPC) e/ou o 1,2-

dimiristoil-sn-glicero-3-glicerol (DMPG) também são utilizadas como modelos de 

membrana. Importante destacar que as LUVs tendem a ser estruturalmente mais similares 

as membranas microbianas visto que apresentam tamanho e curvatura semelhante à da 

membrana celular. A escolha do modelo está relacionada com o experimento a ser 

realizado e ao tipo de membrana que se deseja estudar. 42 

Bozelli e colaboradores43 fizeram um estudo biofísico de interação de dois 

peptídeos curtos e ricos em triptofano, horine (WWWLRRRW) e verine-L 

(RRRWWWWL), com membranas miméticas de bactérias Gram-positiva (S. aureus) e 

Gram-negativa (E. coli). A composição lipídica utilizada visando mimetizar a E. coli foi 

POPE:POPG:TOCL (80:15:5, razão molar) e a S. aureus foi POPG:TOCL (58:42, razão 

molar). Os peptídeos estudados, apesar de serem compostos pelos mesmos resíduos de 

aminoácidos, apresentam uma estrutura primária diferente. Os dados obtidos indicam que 

a diferença no posicionamento dos resíduos de aminoácidos resulta em diferentes 

conformações ao interagirem com os modelos miméticos de membranas, o que impactou 

no comportamento desses PAMs, em especial com relação ao modelo mimético para 

bactérias Gram-negativas. Os resultados mostram que ambos os peptídeos apresentam um 

comportamento similar para bactérias Gram-positivas, com o mesmo valor de CIM para 

a bactéria S. aureus, enquanto a atividade difere em relação a bactérias Gram-negativas. 

O peptídeo verine-L, por exemplo, demonstrou ser 4 a 8 vezes mais potente contra duas 

diferentes cepas de E. coli. Por fim, os autores atribuíram essa diferença observada às 

diferentes conformações adotadas pelos peptídeos em função da variação na disposição 

dos aminoácidos e à diferença de composição das membranas bacterianas. 
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Além dos modelos miméticos já citados, no caso de estudos voltados para as 

bactérias Gram-negativas, alguns trabalhos têm empregado lipopolissacarídeos (LPS) 

para simular ambientes de membrana, uma vez que o LPS é o principal componente da 

membrana externa destas bactérias. Pesquisas têm demonstrado que o LPS é relevante no 

estudo do mecanismo de ação dos PAMs, dado que esta membrana atua como uma 

barreira de permeabilidade. Além disso, ele é considerado uma endotoxina e pode causar 

choque séptico quando liberado no organismo do hospedeiro. A polimixina B (PMB), por 

exemplo, um antibiótico peptídico muito utilizado clinicamente, tem como alvo inicial 

o LPS da membrana.44 Entretanto, os estudos utilizando essas moléculas ainda são 

poucos. 

 O LPS é composto basicamente pelo lipídeo A, por um oligossacarídeo central 

(Região nuclear) e por uma cadeia polissacarídica lateral chamada de "antígeno O", 

conforme ilustrado Figura 5.45 Essas subunidades possuem um papel importante contra 

defesa humoral do hospedeiro e na virulência desses patógenos.  

A porção do lipídeo A, por exemplo, é considerada um potente ativador do processo 

de inflamação e em algumas cepas ela sofre modificações para diminuir a resposta 

imunológica do organismo ou para resistir a ação de PMAs catiônicos.45 De acordo com 

a literatura, é nessa subunidade que as polimixinas interagem diretamente, e a redução da 

carga líquida negativa nessa porção observada em algumas cepas tem as tornado mais 

resistentes.44 Conhecer esses dados auxiliam no desenvolvimento de novos compostos 

mais eficientes contra essas cepas. 
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(a) 

 
(b) 

Figura 5. Representação da em (a) da estrutura da geral de LPS de enterobactérias Gram-

negativas, que consistem no lipídeo A, uma região nuclear de oligossacarídeo e antígeno O 

(Abreviaturas de resíduos de monossacarídeos: GlcN, glucosamina; Kdo, '2-ceto-3-ácido 

desoxioctulosônico' (ácido 3-desoxi-D-mano-octulosônico), adaptado da referência 46; Hep, D-

glicero-D-mano-heptose); em (b) Estrutura do LPS gerada a partir da estrutura de cocristal de 

LPS e FhuA (código de acesso pdb: 1QFG) adaptado de Ghosh et al47. 

 

Ghosh e colaboradores obtiveram importantes achados mecanísticos da ação de 

peptídeos derivados da esculentina por meio do estudo da estrutura tridimensional dos 

peptídeos Esc(1-21) e seu diastereômero Esc(1–21)-1c em complexo com LPS.47 Cabe 

destacar que o peptídeo denominado esculention-1a(1–21)NH2 [Esc(1–21), 

GIFSKLAGKKIKNLLISGLKG-NH2] teve os aminoácidos nas posições 14 e 17 

substituídos por enantiômeros D correspondentes, dando origem ao peptídeo Esculentin-

1a(1–21)-1c NH2 [Esc (1-21) 1C, GIFSKLAGKKIKNdLLIdSGLKG- NH2], com o intuito 

de impedir a formação de uma volta de hélice nessa região. Em virtude disto, foi 

observado que o peptídeo Esc (1-21) 1C, apresenta uma porção C-terminal mais flexível 

e uma distância maior entre os resíduos catiônicos. Enquanto, o Esc(1–21) apresenta uma 
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estrutura mais definida e a distância entre os resíduos carregados positivamente é similar 

geometricamente a distância entre os grupos fosfatos do LPS. Ademais, os ensaios 

biofísicos evidenciaram que Esc (1-21) apresenta uma maior afinidade de ligação, bem 

como maior capacidade para desagregar a estrutura do LPS e neutralizar seu efeito tóxico. 

Assim, os autores concluíram que o Esc (1-21) possui uma maior atividade anti-

endotoxina por apresentar uma distância entre os resíduos catiônicos similar a distância 

entre os grupos fosfatos do LPS, tornando mais propícias as interações com o LPS. 

Shang e colaboradores48 também propuseram um mecanismo molecular para as 

interações peptídeo-LPS. Para isto, foi investigada a interação do LPS com cinco 

peptídeos (I1W, I4W, L5W, L11W e L12W) com sequências de aminoácidos semelhantes 

e com a mesma carga positiva líquida e hidrofobicidade. De acordo com os autores, os 

peptídeos I1W e I4W se aproximam por meio de forças eletrostáticas e penetram na 

camada de LPS promovendo a desorganização do folheto. Assim, eles conseguem cruzar 

a membrana externa para a membrana interna e romper a membrana citoplasmática, 

matando as bactérias Gram-negativas. Enquanto o L5W, L11W e L12W são incapazes de 

desestabilizar agregados de LPS e atravessar a membrana externa, apesar de se ligarem 

fortemente às bicamadas de LPS e despolarizar as membranas citoplasmáticas 

bacterianas. Cabe destacar que estes 3 peptídeos demonstraram ser inativos contra 

bactérias Gram-negativas, mas ativos contra as Gram-positivas. 

1.9.Estrutura de peptídeos versus atividade antimicrobiana 

A estrutura adotada por PAMs na presença de membranas tem demonstrado 

influência na atividade dessas biomoléculas. De acordo com a literatura, as interações 

eletrostáticas entre o peptídeo e a membrana promovem o contato inicial entre eles. Após 

isto, há uma reorganização estrutural em que interações coulômbicas são substituídas por 

ligações de hidrogênio, o que colabora para a estabilização da molécula.  

No caso de peptídeos que adotam estrutura helicoidal, fatores como interações entre 

os resíduos carregados e o dipolo de hélice, interações entre resíduos de aminoácidos com 

carga oposta separados i+3 ou i+4 posições contribuem para a estabilização da estrutura 

helicoidal como ilustra a Figura 6. Além disso, nos peptídeos amidados no C-terminal, há 

uma ligação de hidrogênio extra que também contribui para a estabilização.18  
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Figura 6. Ilustração dos fatores que podem afetar a estrutura helicoidal de peptídeos. Adaptado 

de Tossi et al.18 

 

A inserção desses peptídeos helicoidais em membranas é considerada um processo 

decorrente da estabilização da hélice, por meio de interações do tipo Van der Waals entre 

cadeias laterais não polares com a bicamada lipídica e da reorganização da própria 

bicamada lipídica.  Para estes peptídeos, a capacidade de formar uma estrutura helicoidal 

anfipática bem definida na presença de membranas tem sido considerada um pré-requisito 

importante para uma potente atividade antimicrobiana.18  

A relação estrutura vs atividade também tem sido estuda frente a peptídeos que 

adotam estruturas anfipáticas diferentes de uma α-hélice. Um estudo que mostra o 

impacto da relação estrutura vs atividade nesses PAMs foi o desenvolvido por Manzo e 

coladoradores. Neste trabalho, um PAM curto teve sua sequência primária alterada o que 

consequentemente modificou sua estrutura secundária. Neste caso, o peptídeo SB056-lin 

(WKKIRVRLSA-NH2), que é ativo contra bactérias Gram-negativas, com uma potência 

comparável à da Colistina e Polimixina B, foi modificado com o intuito de otimizar sua 

atividade. Para isto, os dois primeiros resíduos do SB056-lin foram invertidos, o que 

resultou no peptídeo β-SB056-lin (KWKIRVRLSA-NH2) que possui um perfil mais 

anfipático. De acordo com os autores, ambos os peptídeos adotam uma conformação 

fita-β na presença de vesículas de POPC (fosofolipídeo não carregado). Entretanto, o 

β-SB056-lin se agrega em folhas-β mais estendidas com a adição de POPG (fosfolipídeo 
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aniônico) na matriz de POPC, o que reflete diretamente no aumento da sua bioatividade 

(Figura 7). 49 

 

Figura 7. A proporção de lipídios aniônicos nas vesículas é aumentada de cima para baixo. O 

comportamento do peptídeo original SB056-lin é representado no lado esquerdo e o β-SB056-lin 

com sequência otimizada no lado direito. Setas pretas de comprimento diferente e espessura é 

usada para indicar os diferentes equilíbrios de ligação. O SB056-lin se liga apenas a bicamadas 

aniônicas e em uma conformação em cadeia β não tão bem ordenada. A sequência β-SB056-lin 

otimizada, por outro lado, forma cordões β regulares que se auto-montam em folhas-β estendidas 

quando a carga negativa da bicamada excede a eletro-neutralidade do sistema peptídeo-lipídeo. 

(adaptado de Manzo et al.49) 

 

Outro estudo que demonstrou que peptídeos curtos lineares (compostos por 8 ou 12 

resíduos de aminoácidos) podem formar uma estrutura anfipática similar a folha-β sem a 

necessidade de ligações dissulfeto para a estabilização foi o conduzido por Ong et al. Os 

peptídeos projetados pelos autores possuem os resíduos catiônicos e hidrofóbicos 

dispostos alternadamente e orientados em faces opostas. A estruturação em folha-β ocorre 

via atração eletrostática entre os aminoácidos carregados positivamente e a membrana 

fosfolipídica carregada negativamente. A atividade antimicrobiana desse peptídeo 

decorre da inserção de resíduos hidrofóbicos na bicamada lipídica da membrana 

microbiana.14 
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Desse modo, observa-se que estudar essa estruturação anfipática é essencial para 

compreender a atividade dos PAMs. Uma técnica muito utilizada para avaliar a 

conformação preferencial de peptídeos em ambientes miméticos ao de membranas 

fosfolipídicas é o Dicroísmo Circular (CD). Entretanto, as informações obtidas por meio 

dos espectros de CD são dados globais da biomolécula. Para obter os detalhes estruturais 

em nível molecular e atômico de biomoléculas outras técnicas como cristalografia de 

raios-X e RMN podem ser aplicadas. 

1.10. O uso do RMN na determinação de estruturas peptídicas 

A RMN tem sido amplamente empregada na determinação de estruturas 

tridimensionais de peptídeos, devido a sua capacidade de fornecer dados estruturais em 

resolução atômica em solução. Com isso, é possível avaliar a estrutura destas 

biomoléculas em ambientes de membranas miméticas e estudar as interações ligante-

alvo.50  

O uso desta técnica permite definir relações estereoquímicas dentro de uma 

molécula e, portanto, abordar questões de configuração e conformação por meio das 

proximidades espaciais entre os núcleos, em especial entre os prótons.51 Como os 

aminoácidos são ricos em hidrogênios, então, a RMN de 1H é uma alternativa pertinente 

para o estudo das estruturas de peptídeos.  

A metodologia utilizada para a elucidação estrutural de proteínas por RMN foi 

consolidada pelo químico Kurt Wüthrich, que foi agraciado com o Nobel de Química em 

2002 por seus estudos neste campo. Esta metodologia se baseia na identificação de 

sistemas únicos de spin em cadeias polipeptídicas utilizando experimentos 

bidimensionais (2D) de RMN. Portanto, a estrutura de biomacromoléculas é obtida por 

meio de informações das interações entre núcleos específicos dentro de uma mesma 

molécula ou entre moléculas.19 

Dentre os experimentos bidimensionais geralmente utilizados para a resolução de 

estruturas tridimensionais (3D), destacam-se a Total Correlation Spectroscopy (TOCSY) 

e a Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY). No experimento 1H-1H TOCSY 

é possível observar o sistema de spins de cada resíduo de aminoácido, que pode ser 

definido como um grupo de spins conectados via acoplamento escalar de um mesmo 

resíduo de aminoácido. Assim, é possível observar as interações intraresiduais entre 
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átomos de hidrogênio, que pertencem a um mesmo resíduo de aminoácido. Já nos 

experimentos de 1H-1H NOESY são observadas interações entre spins via acoplamento 

dipolar através do espaço, quando a distância entre dois núcleos é inferior a 5Å, em 

virtude do Efeito Nuclear Overhauser (nuclear Overhauser effect ou NOE). O espectro 

de NOESY apresenta tanto interações intraresiduais quanto interresiduais, o que auxilia 

na determinação da disposição geométrica dos átomos da estrutura, ou seja, ele é base 

para informação geométrica.19,52,53  

O emprego em conjunto desses experimentos bidimensionais permite obter mapas 

de conectividade intra e interresidual de hidrogênios, para, então, convertê-los em 

restrições geométricas de distância e ângulos diedros. Em geral, as restrições de distâncias 

são baseadas na intensidade do NOE, que é considerada proporcional a r-6, em que r é a 

distância entre os dois spins que estão interagindo. Já as restrições angulares são 

provenientes dos valores de deslocamento químico dos átomos pertencentes à cadeia 

principal do peptídeo. Esses dados podem ser calculados a partir dos espectros obtidos 

com o auxílio de softwares, e, assim, é possível ter uma predição da estrutura.19,52,54 

Mercurio et. al caracterizaram por RMN em solução a estrutura detalhada dos 

peptídeos antimicrobianos casocidina I e II, encriptados na proteína s2-caseina do leite 

bovino, que são liberados após clivagem proteolítica natural. Neste estudo, os autores 

determinaram a estrutura desses peptídeos em H2O e em diferentes ambientes miméticos 

de membrana e, com base nas informações estruturais obtidas por RMN, construíram 

modelos especulativos para explicar a atividade antimicrobiana das casocidinas.55 Isso 

evidencia aplicabilidade desta técnica no contexto de peptídeos antimicrobianos, em 

especial no conhecimento das relações entre estrutura e atividade. 

Como a estrutura de um peptídeo está intimamente ligada à sua bioatividade, neste 

trabalho, foi determinada a estrutura 3D do IAP Hs02 por RMN. E assim, entender um 

pouco mais sobre a relação estrutura x atividade. Além disso, foi proposto buscar in silico 

em proteínas humanas superexpressas no corpo humano, quando exposto a uma infecção, 

novos possíveis IAPs com estrutura helicoidal. Por fim, a metodologia de busca foi 

adaptada para prospectar um potencial IAP com uma estrutura similar a uma folha-β com 

no máximo 11 resíduos de aminoácidos. 
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2. Objetivos 

Este trabalho tem como objetivo geral prospectar in silico, caracterizar e determinar 

a estrutura de peptídeos intragênicos com ação antimicrobiana e que apresentem baixa 

toxicidade. 

Dessa forma, temos como objetivos específicos deste estudo:  

• Determinar a estrutura 3D do IAP Hs02 por RMN, em virtude da sua atividade 

antimicrobiana relatada em estudos anteriores; 

• Identificar em proteínas superexpressas no sangue humano durante infecções 

sequências peptídicas que sejam potencialmente peptídeos antimicrobianos 

intragênicos;  

• Sintetizar em fase sólida e purificar os peptídeos selecionados e confirmar a 

estrutura primária por Espectrometria de Massa (EM); 

• Avaliar o potencial antimicrobiano dos peptídeos sintetizados; 

• Para os peptídeos que apresentarem atividade antimicrobiana, avaliar:  

- O espectro de ação e o potencial citotóxico, 

- O potencial sinergístico, 

- A estrutura secundária desses peptídeos por meio da técnica de CD em 

diferentes ambientes, 

- As interações com LPS por meio de ensaios de Calorimetria de Titulação 

Isotérmica (ITC) e Espalhamento de Luz (DLS), 

- As potenciais alterações morfológicas na superfície da bactéria E.Coli após 

o tratamento com o IAP, 

- A estrutura 3D por RMN na presença de LPS. 

 

3. Metodologia 

3.1. Determinação da estrutura do peptídeo Hs02 em DPC-d38 por RMN 

A amostra do Hs02 puro liofilizada foi solubilizada em 50 mM de 

Dodecilfosfocolina deuterada (DPC-d38) em tampão PBS (pH 7,0) e H2O / D2O (90:10, 

v/v) a uma concentração final de 2 mM. Adicionalmente, 0,5% de 2,2,3,3-d4-3-

trimetilsililpropionato de sódio (TMSP-d4) foi utilizado como padrão interno para 

referência de deslocamento químico.  
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Todos os experimentos de RMN de 1H foram realizados no espectrômetro Bruker 

Avance III HD 600 operando a 600 MHz (14 T) para 1H, a 25 °C, e que está instalado na 

Central Analítica do Instituto de Química (CAIQ) da UnB. A atribuição dos sinais de 

ressonância do peptídeo foi realizada por meio de experimentos bidimensionais (2D): 1H-

1H TOCSY e 1H-1H NOESY. Os espectros 2D foram adquiridos com 4096 pontos 

complexos e 512 incrementos τ1. O sinal da água foi atenuado com a sequência de pulso 

denominada excitation sculpting. Os espectros de 1H-1H TOCSY foram obtidos com um 

tempo de mistura (mixing time) de 80 ms, janela espectral (SW) de aproximadamente 12 

ppm, número de varreduras (NS) 64 e dummy scans (DS) 32. Os espectros de 1H-1H 

NOESY foram registados com um tempo de mistura (mixing time) de 200 ms, SW de 

aproximadamente 12 ppm, NS 64 e DS 16. Os espectros foram processados usando o 

software NMRFX56 processor e os mapas de contorno foram visualizados usando o 

software CCPNMR54 (versão 2.4). Os deslocamentos químicos de 1H foram atribuídos de 

acordo com os procedimentos padrões, utilizando o método desenvolvido por Wutrich.19 

Os NOEs foram caracterizados com base na intensidade dos picos cruzados. Os limites 

superiores para as restrições NOE foram calibrados com base na dependência da distância 

r-6 do NOE em três classes: forte (≤ 1,72 Å), médio (≤ 3,2 Å) e fraco (≤ 8,0 Å).54 As 

estruturas foram calculadas com o auxílio do software CNS57 (versão 1.2) e do software 

de assinalamento automático ARIA 58(versão 2.3.1). Vários ciclos de cálculos foram 

realizados utilizando protocolos padrão e, após cada ciclo, restrições rejeitadas, violações 

e atribuições foram analisadas. O conjunto de 10 estruturas de menor energia escolhidos 

para representar a estrutura 3D do peptídeo em solução foram visualizadas usando o 

software PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LL). 

As estruturas de RMN foram depositadas no PDB (Protein Data Base, www.rcsb.org) 

com o código 6MBM. 

3.2. Seleção de potenciais peptídeos antimicrobianos intragênicos (IAP) 

3.2.1. Seleção de potenciais IAPs com estrutura do tipo α-hélice 

Em minuciosa revisão bibliográfica, foram encontradas 80 proteínas 

superexpressas no plasma humano quando este é exposto a uma infecção viral, em 

especial quando contaminado com o vírus HIV59–65. A estrutura primária destas proteínas 

- que estão listadas no Anexo B - foram submetidas ao software Kamal 2.0 visando 

identificar peptídeos encriptados que apresentem propriedades físico-químicas que os 
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predisponham a ter atividade antimicrobiana. Para serem inseridas no programa, suas 

respectivas estruturas primárias foram obtidas no formato .fasta por meio do banco de 

dados UniProt (www.uniprot.org). O programa Kamal foi configurado para limitar a 

busca a peptídeos de 16 a 24 resíduos de aminoácidos. Essas buscas foram feitas 

considerando o ângulo polar de 160° e de 192°. Inicialmente, nos campos destinados a 

aminoácidos polares, resíduos fortemente apolares como F, I, L, V, W foram retirados. 

Assim, nos campos destinados a resíduos polares foram permitidos os resíduos A, D, E, 

G, H, K, M, N, Q, R, S, T e Y, enquanto, nos campos apolares foram permitidos A, F, I, 

L, M, V e W. Além disso, a cisteína (C) e a prolina (P) foram excluídas dos campos 

destinados a aminoácidos por contribuírem para a desestabilização de estruturas do tipo 

α-hélice. Posteriormente, foi feita uma nova busca mais permissiva, em que nos campos 

destinados a resíduos polares foram permitidos os resíduos: A, D, E, F, G, H, I, K, L, M, 

N, Q, R, S, T, V, W e Y.   

3.2.2. Seleção de potencial IAP com estrutura do tipo folha-β 

A mesma lista utilizada na seleção anterior, contendo 80 proteínas superexpressas 

no plasma humano quando este é exposto a uma infecção viral (listadas no Anexo B), 

foi submetida ao software Kamal 2.0 visando identificar peptídeos encriptados curtos 

que possam se estruturar em folha-β e que apresentem propriedades físico-químicas que 

os predisponham a ter atividade antimicrobiana. Para serem inseridas no programa, suas 

respectivas estruturas primárias foram obtidas no formato .fasta por meio do banco de 

dados UniProt (www.uniprot.org). Para isso, o software Kamal foi configurado para 

identificar, dentro desta lista de proteínas, sequências peptídicas com carga maior ou 

igual a 2 e com no máximo 11 resíduos de aminoácidos alternados entre polares e 

apolares. Ou seja, foram buscadas sequências com periodicidade do tipo 

X1Y1X2Y2X3Y3, em que X representa resíduos polares e Y resíduos apolares.  

3.3. Síntese dos peptídeos 

Os peptídeos deste trabalho foram sintetizados em Fase Sólida (SPFS) de acordo 

com o protocolo organizado por W. C. Chan e P.D. White em uma escala de 0,15 mmol.10 

Nesse método, o peptídeo é sintetizado ancorado a uma resina e o protocolo apresenta 4 

etapas, que serão detalhadas abaixo: 

Etapa 1: Solvatar a resina 

http://www.uniprot.org/
http://www.uniprot.org/
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Foi utilizada uma seringa com um filtro sinterizado no fundo na qual foram 

adicionados 215 mg de resina (Rink Amide AM resin – 0,7 mmol/g) e aproximadamente 

2 mL de diclorometano (DCM) que foram agitados a 200 rpm por 30 min com o objetivo 

de solvatar a resina. Em seguida, o solvente foi removido com o auxílio de uma bomba 

de vácuo, ficando retido na seringa apenas a resina solvatada.  

Etapa 2: Desproteção 

 Esta segunda etapa é necessária antes de cada acoplamento de aminoácido, para a 

remoção do grupo de proteção 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) presente na resina e nos 

derivados de aminoácidos. Para esta desproteção, são adicionados 2 mL de 4-metil-

piperidina em N,N-dimetilformamida (DMF) 1:4 (V:V) na seringa contendo a resina. Esta 

suspensão é agitada a 200 rpm por 15 min. Esse processo é realizado em duplicata para 

garantir uma melhor eficiência da desproteção. Em seguida, é feita em triplicata a 

lavagem alternada da resina (ou peptidil-resina) contidos na seringa com cerca de 4 mL 

de DMF, seguido de 4 mL DCM em triplicata. Para a confirmação da desproteção, é feito 

o teste de Kaiser10 em uma pequena alíquota desse material, conforme será descrito 

posteriormente. 

Etapa 3: Acoplamento de aminoácido 

O acoplamento pode ser feito por meio de duas rotas sintéticas diferentes: rota 

DIC/Oxyma ou rota HBTU/DIPEA. Na rota DIC/Oxyma, o acoplamento é realizado 

utilizando N,N’-diisopropilcarbodiimina (DIC) e acetato de etil 2-ciano-2-(hidroxiimino) 

(oxyma Pure). Na seringa contendo o material desprotegido, são adicionados 

4 equivalentes (0,6 mmol) da quantidade de resina utilizada do aminoácido com o 

N-terminal protegido, conforme os valores de massa listados no Anexo C. Em seguida, 

são acrescentados 4 equivalentes de oxyma Pure (85,3mg), 2 mL de DMF e 93 µL de 

DIC (que também correspondem a 4 equivalentes da quantidade de resina). Depois, esta 

suspensão é colocada sob agitação a 200 rpm por 1 hora e 30 min. Após este tempo, o 

solvente é retirado e é feita em triplicata a lavagem do sólido retido na seringa com cerca 

de 4 mL de DMF, seguido de 4 mL DCM. 

Na rota HBTU/DIPEA, na seringa contendo o material desprotegido, são 

adicionados 4 equivalentes (0,6 mmol) da quantidade de resina utilizada do aminoácido 

com o N-terminal protegido, conforme os valores de massa listado no Anexo C. Em 

seguida, adiciona-se 227,6 mg (4 equivalentes) de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3–
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tetrametilurôniohexafluorofofatato (HBTU) e 139 µL de N,N’-diisopropiletilamina 

(DIPEA). Nesta rota, a suspensão permanece em agitação por 1h. Após este tempo, como 

na rota anterior, o solvente é retirado e é feita, em triplicata, a lavagem. Além disso, em 

ambas as rotas a confirmação do acoplamento ocorre por meio do teste de Kaiser.10  

Neste trabalho, a rota DIC/Oxyma foi utilizada preferencialmente. Vale ressaltar 

que esta síntese se inicia pelo aminoácido C-terminal e que a cada novo aminoácido a ser 

acoplado, a etapa 2 deve ser realizada.  

Etapa 4: Clivagem 

Após o acoplamento do último derivado de aminoácido (aminoácido N-terminal), 

para separar o peptídeo da resina, foi realizado o processo de clivagem. Para isto, 

inicialmente, foi feita a desproteção (etapa 2) do fmoc da peptidil-resina. Em seguida, em 

um tubo falcon, foi preparado um “coquetel” de clivagem composto pelos seguintes 

reagentes: TFA/tioanisol/água/fenol/etanoditiol na proporção 82,5:5:5:2,5 (v/v).10 Em 

seguida, foi adicionado a este tubo o sólido seco do peptídeo desprotegido preso a resina, 

e esta mistura permaneceu em agitação a 200 rpm por 1h e 30 min. Após este intervalo, 

o TFA foi evaporado em fluxo de argônio, e éter diisopropílico foi utilizado para 

precipitar o peptídeo e a resina, com posterior filtração e descarte da fase etérea, já que o 

peptídeo e a resina ficam retidos no filtro. Em seguida, o peptídeo foi solubilizado com 

uma mistura de acetonitrila/água 1:1 (v/v), ficando retido no filtro apenas a resina. 

Posteriormente, o peptídeo solubilizado em acetonitrila/água foi liofilizado no 

Laboratório de Espectrometria de Massa (LEM) da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia. 

 

Teste de Kaiser:  

É um teste de caráter qualitativo que indica a presença de aminas livres quando a 

coloração da resina fica azul escura.10 Ou seja, após a desproteção, a resina assume uma 

coloração azul escura e depois de um acoplamento efetivo não ocorre mudança de 

coloração na resina, em virtude da ausência de aminas livres.  

Para a realização deste teste, uma pequena alíquota da resina foi retirada da seringa 

e colocada em um tubo de ensaio. Em seguida, foi adicionado ao tubo de ensaio 1 gota 

de cada uma das soluções abaixo:  
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• 5% de ninidrina em etanol (m/v); 

• 80% de fenol em etanol (m/v); e 

• Cianeto de Potássio em piridina (2 mL 0,001 mM KCN em 98 mL de piridina).  

Após isto, o tubo de ensaio foi aquecido a 120°C por aproximadamente 2 min e foi 

verificado se houve mudança na coloração da resina.10 É importante ressaltar que, neste 

trabalho, este teste foi realizado após todas as desproteções e acoplamentos a fim de 

confirmar a efetividade dessas etapas.  

3.4. Purificação dos peptídeos por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) 

Com o intuito de eliminar possíveis resíduos de síntese, os peptídeos sintetizados 

foram purificados por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) no Núcleo de 

Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada (NUPMIA) da Universidade de Brasília. 

A purificação foi realizada em cromatógrafo Shimadzu (Japão) equipado com um sistema 

binário de bombeamento (LC-20AR), detector de arranjo de diodo (DAD, SPD-M20A), 

injetor manual e sistema de análise e processamento de dados LabSolutions versão 5.92. 

Na coluna preparativa de fase reversa Jupiter C18 (250 x 21,2 mm, 10 µm, 300 Å) da 

phenomenex foram injetados 20 mg/mL do produto. A fase móvel utilizada foi um 

gradiente de acetonitrila + 0,1% TFA /água +0,1% TFA (ACN + TFA/água + TFA) a 10 

mL/min. O gradiente utilizado apresenta o seguinte perfil: 

• 0 – 5min: 5% de ACN + TFA; 

• 5 – 45 min: 5 - 95% de ACN + TFA; 

• 45 – 55 min: 95 % de ACN + TFA;  

• 55 – 60 min: 5% ACN + TFA. 

Para a detecção, foram monitorados os comprimentos de onda de 216 nm e 280 nm 

que correspondem respectivamente ao comprimento de onda da absorção da ligação 

peptídica e da absorção de cadeias laterais com moléculas aromáticas. Por fim, frações 

contendo o peptídeo puro foram coletadas e posteriormente liofilizadas no Laboratório de 

Espectrometria de Massa (LEM) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.  
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3.5. Confirmação do peptídeo por Espectrometria de Massa 

Os produtos da purificação foram submetidos a EM para comprovar a identidade 

dos peptídeos sintetizados com base na razão massa/carga. Para isto, foi utilizado o 

Espectrômetro de Massa do tipo MALDI-TOF/TOF (UltraFlex 3, Bruker Daltonics) 

disponibilizado pelo Laboratório de Espectrometria de Massa (LEM) da Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia. O peptídeo foi misturado, na proporção 3:1, a uma 

solução matriz de 10 mg.mL-1 de ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico em 50% (v/v) de 

acetonitrila e 0,3% (v/v) de TFA. Em seguida, a mistura foi aplicada na placa de MALDI 

que, então, foi seca a atmosfera ambiente. Para a calibração do equipamento, foi 

depositado também na placa uma mistura de calibrantes externos (peptide calibration 

standard II Bruker) com a matriz. Então, os produtos foram analisados em modo refletor 

positivo e íon de massa/carga de cada peptídeo foi então fragmentado, via LIFT66 para a 

confirmação da sequência. 

3.6. Quantificação dos peptídeos  

A quantificação dos peptídeos sintetizados foi realizada por espectroscopia UV-Vis 

com o auxílio do espectrofotômetro UV-1280 da SHIMADZU no Núcleo de Pesquisa em 

Morfologia e Imunologia Aplicada (NUPMIA) da Universidade de Brasília. Para isto, 

uma alíquota do peptídeo puro e liofilizado (cerca de 4 mg) foi solubilizada em 500 µL 

de água ultrapura. Após solubilização, 2 µL desta suspensão foram adicionados a 998 µL 

de água ultrapura, e a suspensão diluída teve os valores de absorbâncias nos 

comprimentos 205, 215 e 225 nm medidos. Esta diluição foi feita com o intuito de manter 

os valores de absorbância medidos abaixo do limite superior da Lei de Beer-Lambert (0,7 

u.a.). Para o cálculo da concentração, foi utilizada a fórmula abaixo67,68:  

CP (µg. ml−1 )  =  
(𝑋 + 𝑌). 𝐹𝐷

2
 

X = A205 x 31  

Y = (A215 – A225) x 144  

Em que: 

FD = Fator de diluição; 

A205 = Absorbância obtida no espectrofotômetro à 205 nm, em uma cubeta de 1 cm;  

A215 = Absorbância obtida no espectrofotômetro à 215 nm, em uma cubeta de 1 cm;  

A225 = Absorbância obtida no espectrofotômetro à 225 nm, em uma cubeta de 1 cm. 
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3.7. Avaliação da concentração mínima inibitória dos peptídeos 

Para avaliar o potencial antimicrobiano dos peptídeos foi utilizado o teste de 

suscetibilidade de microrganismo em diluição em caldo, conforme os protocolos M7-

A10, M27-A3 e M38-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).69 Para 

isto, inicialmente foram selecionados 5 microrganismos listados na Tabela 2. Em seguida, 

os peptídeos que apresentassem atividade contra algum destes microrganismos seriam 

avaliados frente as bactérias relacionadas na Tabela 3. Todos os microrganismos testados 

foram obtidos a partir da biblioteca de microrganismos da Universidade Católica de 

Brasília (UCB) e os testes foram realizados no Laboratório de Análise de Biomoléculas 

do Programa de Pós-Graduação em Ciências Genômicas e Biotecnologia da UCB. Os 

peptídeos na faixa de concentração de 128 µM a 0,5 µM foram incubados por 24 h a 37 

°C, em meio de cultura líquido, com bactérias ou fungos nas concentrações finais 5 x 105 

células.mL-1 e 2,5 x 103 células.mL-1, respectivamente. Este procedimento foi realizado 

em meio Mueller-Hinton (Himedia) para bactérias e em meio RPMI 1640 pH 7,0 (Sigma) 

para fungos. Como controle positivo foi utilizado o peptídeo Hs02 ou Gentamicina. Como 

controle negativo foram utilizados os microrganismos em seus respectivos meios de 

crescimento. Além disso, para garantir a esterilidade do meio de cultura, foi feito um 

controle deste na ausência de peptídeos e microrganismos. Após o período de incubação, 

a concentração inibitória mínima (CIM) dos peptídeos contra cada microrganismo foi 

avaliada visualmente, sendo o meio turvo considerado como resultado sem inibição e 

meio límpido como resultado com inibição. 

 

Tabela 2. Microrganismos utilizados para o teste inicial de concentração inibitória mínima. 

Microrganismos 

Bactérias 
Fungos 

Gram-positiva Gram-negativa 

Staphylococcus aureus 

ATCC  25923 

Escherichia coli 

ATCC 25922 

Candida albicans 

ATCC 90028 

- 
Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 

Cryptococcus neoformans 

B-3501A 
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Tabela 3. Microrganismos utilizados para testar os peptídeos que apresentassem 

atividade no teste preliminar de concentração inibitória mínima. 

Bactérias 

Gram-positiva Gram-negativa 

Staphylococcus aureus 

ATCC  25922 

Escherichia coli enterohemorrágica 
O157: H7 

(EHEC) 

S. aureus Multiressistente 

3730520 (HRAN) 
Klebsiella pneumoniae 13883 

E. faecalis 

ATCC  10181 

K. pneumoniae Carbapenemase 

(KPC) 001450421 (Lacen)   

E. faecalis 

ATCC  29212 

Acinetobacter baumannii 

003324845 (HRAN) 

Isolados de Mastite 

S. aureus 111 

S. aureus117 

S. aureus118 

- 

 

3.8.  Ensaio de Viabilidade celular – MTT 

O peptídeo que apresentou atividade antimicrobiana foi nomeado de Hs10 e teve a 

sua viabilidade celular testada em células do tipo Fibroblasto Humano (Detroit 551), no 

Núcleo de Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada (NUPMIA) da Universidade 

de Brasília. Essas células foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM, Gibco BRL, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco, EUA) 

e 1% de solução de antibiótico (penicilina 10.000 U/mL e estreptomicina 10 mg/mL, 

Sigma-Aldrich, EUA), em atmosfera úmida a 37ºC e 5% de CO2.  

Para este ensaio, os fibroblastos foram distribuídos em placa de cultura de 96 poços 

a uma densidade de 3 × 103 e mantidos por 24 h em atmosfera úmida a 37ºC e 5% de 

CO2. Após este tempo, as células foram tratadas com o Hs10 nas concentrações 16, 32, 

64, 128, 256 e 512 uM e, em seguida, incubadas por 48 horas a 37ºC e 5% de CO2 em 

atmosfera úmida. Para o controle de morte celular, foi utilizado dimetilsulfóxido 30% 

(DMSO). Para o controle de viabilidade, foram utilizados fibroblastos em meio de cultura 

DMEM. Além disso, poços contendo meio (DMEM) sem células foram usados como 

branco. Após o período de incubação, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de 

redução do corante brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT, 

Sigma-Aldrich, EUA). Para isto, o meio foi removido e foi adicionado um novo meio 

contendo 5 mg.mL-1 de MTT em PBS, pH 7,0. Depois, as placas foram incubadas 
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novamente a 37 °C por 2 h, para a redução do MTT. Em seguida, DMSO P.A. (100 µL) 

foi adicionado para dissolver os sais de formazan produzido pelas células vivas e a 

absorbância foi medida a 595 e 570 nm em leitor de microplacas SpectraMax® Plus 384 

(Molecular Devices, EUA). Os valores da viabilidade celular foram analisados usando o 

teste de Kolmogorov-Smirnov, usando GraphPad Prism versão 6.0 (GraphPad Softwares, 

EUA). Foi empregado análise de variância (ANOVA) seguida por teste de comparações 

múltiplas de Bonferroni para verificar as diferenças estatísticas entre os grupos. 

Diferenças entre médias com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas. 

A concentração correspondente à metade do efeito inibitório máximo (IC50) foi 

determinada por regressão não-linear com intervalo de confiança de 95%. Os dados foram 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

3.9. Teste de sinergismo 

O peptídeo Hs10 foi submetido a testes de sinergismo (checkerboard) com o 

peptídeo Hs02. Estes ensaios foram realizados no Laboratório de Análise de 

Biomoléculas do Programa de Pós-Graduação em Ciências Genômicas e Biotecnologia 

da UCB. Para isto, foi utilizada a bactéria Escherichia coli (ATCC 25922) e o teste de 

suscetibilidade de microrganismo em diluição em caldo, conforme os protocolos do 

CLSI. Combinações de concentrações do Hs10 com o Hs02 (Figura 8) foram incubadas 

em uma placa de 96 poços, em meio de cultura líquido com a bactéria na concentração 

final 5 x 105 células.mL-1. Este procedimento foi realizado em meio Mueller-Hinton 

(Himedia). Como controle positivo, foram utilizados o Hs02 e o Hs10 sozinhos na 

concentração do CIM, enquanto como controle negativo foi utilizado a Escherichia coli 

em seu meio de crescimento. Além disso, para garantir a esterilidade do meio de cultura, 

foi feito um controle deste na ausência de peptídeos e microrganismos. A CIM das 

combinações dos peptídeos contra o microrganismo foi verificada após o período de 

incubação. Para avaliar um possível efeito sinérgico entre esses peptídeos, foi calculado 

o índice de concentração inibitória fracionada (FICI) destas combinações com a equação 

abaixo70: 

FICI = ICIA + ICIB = 
CA

𝐶𝐼𝑀𝐴
 + 

𝐶𝐵

𝐶𝐼𝑀𝐵
 

Em que, CIMA e CIMB são os valores dos peptídeos testados independentemente, 

enquanto CA e CB são as concentrações dos peptídeos em concentração isoefetiva.  
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Figura 8. Desenho esquematizado da placa com a combinações de peptídeos testadas no 

ensaio de sinergismo. 

 

3.10. Dicroísmo Circular (CD) 

Para o estudo da estrutura secundária do peptídeo Hs10 em meios miméticos,   

LUVs compostas de 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) e 1,2-dimiristoil-

sn-glicero-3-glicerol (DMPG) e  o lipopolissacarídeo (LPS) foram utilizados. Para isto, 

várias suspensões contendo 40 µM do peptídeo e diferentes concentrações de LUVs e 

LPS em tampão PBS (fosfato de sódio 20 mM, pH 7,4) foram preparadas (Tabela 4). 

Essas suspensões foram analisadas em espectropolarímetro Jasco J-810 (Jasco 

International Co., Japão) no Laboratório de Espectrometria de Massa (LEM) da Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia para a avaliação da estrutura. Os espectros foram 

obtidos a temperatura ambiente (25 °C), em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm, com janela 

espectral de 200 a 260 nm, com um intervalo de 0,2 nm e tempo de resposta de 0,5 s. Os 

espectros finais foram obtidos pelo acúmulo de 4 varreduras.  
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Tabela 4. Concentrações e razão molar de lipídeos e de peptídeo utilizada nos experimentos 

de CD. 

Peptídeo 

(µM) 

LUVs 

[Hs10] / [LPS] DMPC 

(µM) 

2:1 DMPC:DMPG 

(µM) 

40 0 0 0 

40 40 40 1 

40 80 80 2.5 

40 160 160 5 

40 320 320 7,5 

40 640 640 10 

40 1280 1280 20 

40 2000 2000 - 

 

3.11. Calorimetria de titulação isotérmica (ITC) 

Para avaliar as interações intermoleculares entre o IAP Hs10 e o LPS, ensaios de 

microcalorimetria foram realizados no Laboratório de Biofísica molecular da UnB. 

Inicialmente, as soluções de Hs10 (4μM) e LPS (88μM) em PBS pH 7,4 foram 

desgaseificadas sob vácuo. Em seguida, com o auxílio do microcalorímetro Microcal VP-

ITC (Malvern), foram feitas adições sucessivas de 10 uL de LPS na célula experimental 

contendo 2 mL de Hs10. Além disso, um experimento de controle foi realizado para 

determinar o calor de diluição do LPS. Para isso, adições sucessivas de 10 uL de LPS 

foram feitas na célula experimental contendo 2 mL de PBS. Todos os experimentos foram 

realizados a 25 ° C, com potência de referência ajustada em 8 μcal / s e velocidade de 

agitação da seringa de 350 rpm. 

3.12. Espalhamento de Luz (DLS) 

O raio hidrodinâmico (RH) de diferentes proporções de HS10 em LPS (19μg/mL) 

(10:1; 20:1; 40:1 e 80:1) foram determinados em suspensão por espalhamento dinâmico 

de luz (DLS) no Laboratório de Biofísica molecular da UnB. Estas experiências foram 

realizadas num Zeta Sizer Nano-ZS, Malvern Instruments, a 25°C. Para isso, as amostras 

foram centrifugadas (a 130 rpm por 5min), desgaseificadas (com o auxílio de uma bomba 

de vácuo por 5min) e mantidas em repouso por 15 min. Em seguida, utilizou-se o laser 

He-Ne com comprimento de onda de 633 ηm para medições, em ângulo de 173°, com 
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detecção de retroespalhamento. Os dados dos resultados das proporções de Hs10 em LPS 

vs. RH correspondem à média das triplicatas realizadas. A análise estatística foi realizada 

utilizando o GraphPad Prism versão 6.0 (GraphPad Softwares, EUA). 

 

3.13. Microscopia de Força Atômica (AFM) 

Dados de AFM foram obtidos pelo Núcleo de Pesquisa em Biodiversidade e 

Biotecnologia, BIOTEC, UFPI. Para isto, a determinação da CIM do peptídeo foi 

realizada a partir de uma diluição seriada de razão 2 com concentração variando de 

458 - 0,9 µM. O experimento foi conduzido de acordo com a CLSI (2015) em 

microplacas de 96 poços, em caldo Mueller-Hinton (Difco ™) contra bactéria Gram-

negativas (Escherichia coli ATCC 25922). 

Para execução do experimento, as bactérias foram cultivadas previamente em ágar 

Mueller-Hinton (Difco ™) por 24 h a 35±2 °C, em condições aeróbicas. O inóculo 

bacteriano utilizado no experimento foi realizado a partir das colônias isoladas. 

Inicialmente, a concentração bacteriana foi padronizada em solução salina estéril (0,85% 

m/v) no 0,5 da escala de McFarland, ou seja, 108 UFC/mL (0,08 a 0,13 de absorbância 

em 625 nm). A partir desta suspensão bacteriana o inóculo para o experimento foi 

confeccionado em caldo Mueller-Hinton em uma concentração bacteriana final de 5 x 105 

UFC/mL. A Figura 9 mostra o esquema da placa para o experimento. 

 

Figura 9. Esquema do experimento para determinação da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) do peptídeo. CT – Concentração teórica do peptídeo, CEP – Controle de esterilidade 

do peptídeo, TEC - Teste em triplicata contra Escherichia coli, CCEC – Controle de 

crescimento de Escherichia coli, CEM – controle de esterilidade do meio de cultura. 
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Após 24 h de incubação em estufa bacteriológica a 35±2 °C, o resultado foi 

observado visualmente para determinação da menor concentração capaz de inibir o 

crescimento bacteriano (CIM). Em seguida, foram retirados 20 µL do poço equivalente à 

sub-CIM do peptídeo (14,3 µM) contra Escherichia coli (tratada) e do poço do controle 

de crescimento da mesma bactéria (não-tratada), em seguida esta alíquota foi depositada 

em uma superfície de vidro limpa. As amostras foram lavadas duas vezes com água 

destilada para retirada de sais do meio de cultura e, após a secagem das amostras, realizou-

se a análise morfológica das bactérias tratadas e não tratadas em um equipamento TT-

AFM (AFM Workshop, EUA) em modo contato intermitente (tapping mode ou vibrating) 

com 512 x 512 pixels (10 µm x 10 µm).71 As imagens foram obtidas utilizando-se sondas 

(cantilevers) TAP300-G-10 (TED PELLA, INC) de silício, com frequência de 

ressonância de, aproximadamente, 237 kHz. O programa Gwyddion 2.47 foi usado para 

analisar as imagens obtidas. 

3.14. Determinação da estrutura por RMN em LPS 

O peptídeo Hs10 liofilizado foi solubilizado em 550 μL de H2O / D2O (90:10, v/v), 

pH 4, resultando em uma concentração final de 1 mM. Adicionalmente, 0,5% de 2,2,3,3-

d4-3-trimetilsililpropionato de sódio (TMSP-d4) foi utilizado como padrão interno para 

referência de deslocamento químico (0 ppm). Para a determinação da estrutura foram 

obtidos espectros do peptídeo puro em solução aquosa e após a adição de 10 μM de LPS 

a 25 °C. 

Todos os experimentos de RMN de 1H foram realizados no espectrômetro Bruker 

Avance III HD 600 operando a 600 MHz (14 T) para 1H, a 25 °C. A atribuição dos sinais 

de ressonância do peptídeo foi realizada por meio de experimentos bidimensionais (2D): 

1H-1H TOCSY e 1H-1H NOESY. Os espectros 2D foram adquiridos com 4096 pontos 

complexos e 512 incrementos τ1. O sinal da água foi atenuado com a sequência de pulso 

denominada excitation sculpting. Os espectros de 1H-1H TOCSY foram obtidos com um 

tempo de mistura (mixing time) de 80 ms, SW de aproximadamente 10 ppm, NS 64 e 

DS 32.Os espectros de 1H-1H NOESY foram registados com um tempo de mistura 

(mixing time) de 200 ms, SW de aproximadamente 10 ppm, NS 64 e DS 16. Os espectros 

foram processados usando o software TOPSPIN e os mapas de contorno foram 

visualizados usando o software CCPNMR54 (versão 2.4). A atribuição dos deslocamentos 
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químicos de 1H e os cálculos de estrutura foram realizados conforme mencionado no item 

3.1. 

4. Resultados e Discussão 

4.1. Estrutura do peptídeo Hs02 por RMN 

Em estudos anteriores pelo nosso grupo de pesquisa, o IAP Hs02 

(KWAVRIIRKFIKGFIS-NH2) foi encontrado em sua proteína parental (miosina não 

convencional-Ih) com o auxílio do software Kamal. Estudos preliminares demostraram 

que o peptídeo Hs02 possui uma potente atividade antimicrobiana.11 Como descrito 

anteriormente, para compreender a ação antimicrobiana de um peptídeo, é importante 

conhecer sua estrutura. Assim, neste trabalho, a estrutura 3D do Hs02 foi investigada por 

espectroscopia de RMN em solução na presença de micelas DPC-d38, que são um modelo 

mimético de membrana adequado para estudos estruturais por RMN.  

Para isso, espectros de 1H-1H TOCSY e 1H-1H NOESY do peptídeo Hs02 (Figuras 

10 a 12 e Anexo A) foram obtidos e analisados de acordo com a metodologia 

desenvolvida por Wüthrich.19 Os experimentos de 1H-1H TOCSY apresentam sinais de 

correlações cruzadas de um mesmo sistema de spin, enquanto experimentos de NOESY, 

por meio do NOE, apresenta informações sobre a vizinhança espacial dos núcleos (inter 

e intraresidual).19 As figuras 10 a 12 destacam a ampliação do espectro de 1H-1H TOCSY 

e NOESY da região de impressão digital (NH-Hα) do IAP Hs02 e da região de interação 

NH-NH que são essenciais para a determinação estrutural. Assim, a análise conjunta 

desses experimentos de RMN permite que os sinais referentes aos hidrogênios de cada 

resíduo de aminoácido deste peptídeo sejam atribuídos aos seus respectivos 

deslocamentos químicos. Esses resultados estão apresentados na Tabela 5 e depositados 

no banco de dados BMRB (Biological Magnetic Data Bank) com número de acesso 

30509. O Anexo G apresenta uma lista com as estruturas e a identificação padrão dos 

átomos hidrogênios dos resíduos de aminoácido, conforme o BMRB.  
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Figura 10. Região NH-Hα do espectro de 1H-1H TOCSY do IAP Hs02 (2 mM) na presença 

de 50 mM de DPC-d38 a 25 ° C e pH 7. 

 

 

1H (ppm) 
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Figura 11. Região NH-Hα dos espectros de 1H-1H TOCSY (azul) e 1H-1H NOESY (roxo) 

sobrepostos, obtidos para 2 mM do peptídeo Hs02 na presença de 50 mM de DPC- d38 a 25 ° 

C e pH 7. 

 

 

 

 

1H (ppm) 
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Figura 12. Região NH-NH do espectro de 1H-1H NOESY, obtido para 2 mM do 

peptídeo Hs02 na presença de 50 mM de DPC- d38 a 25 ° C e pH 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

1H (ppm) 
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Tabela 5. Valores de deslocamento químico de 1H (ppm) dos resíduos de aminoácido do 

peptídeo Hs02 (2 mM) em solução com DPC-d38 (50 mM) a 25 °C e pH 7. 

 

Com exceção do primeiro resíduo (Lys1), os sistemas de spin dos outros 15 resíduos 

de aminoácidos foram identificados e atribuídos inequivocamente. Vale ressaltar que o 

sinal característico do Hɛ1 (em aproximadamente 10,61 ppm) do Trp permitiu a correta 

identificação do Hα do Trp2, que se encontra próximo a ressonância do hidrogênio da 

água,  por meio do sinal de correlação Hɛ1- Hα. Ademais, a identificação do Hα da Ala3 

foi feita com base nos sinais de correlação Hα-Hβ exibidos nos espectros de 1H-1H 

TOCSY, nos sinais de interação interespacial e na correlação NH- Hα observados no 

espectro de 1H-1H NOESY, visto que, este sinal NH- Hα da Ala3 não aparece no espectro 

de 1H-1H TOCSY. Por fim, como não foi possível localizar o sinal de correlação NH-Hα 

da Gly13 no espectro de 1H-1H TOCSY devido à grande sobreposição de sinais, a 

identificação do sistema de spin deste resíduo de aminoácido foi possível por meio dos 

Resíduo δNH δHα δHβ δoutros 

Lys1 - - - - 

Trp 2 7,81 4,64 - 
δ 7,31; ε 10,62;  7,35 / 6,82; 

 6,93 

Ala 3 8,35 3,75 1,07 - 

Val 4 7,92 3,41 1,97  0,91 / 0,84 

Arg 5 7,88 3,86 1,80 γ 1,61; δ 3,04 

Ile 6 7,58 3,69 1,81 γ 1,35 / 0,74; δ 0,66 

Ile 7 7,89 3,57 1,82 γ 1,14 / 0,81; δ 0,68 

Arg 8 8,45 3,74 1,79 γ 1,46 / 1,64; δ 3,05 

Lys 9 7,63 3,87 1,82 γ 1,40 / 1,27; δ 1,53; ε 2,80 

Phe 10 8,08 4,24 3,12 γ 7,09 

Ile 11 8,43 3,56 1,90 γ 1,24 / 0,83; δ 0,74 

Lys 12 8,16 3,84 1,78 γ 1,43 / 1,30; δ 1,66; ε 2,81 

Gly 13 7,82 3,73 / 3,94 - - 

Phe 14 7,84 4,23 2,91 / 2,74 δ 7,03 

Ile 15 7,79 3,86 1,91 γ 1,19 / 0,83; δ 0,73 

Ser 16 7,80 4,18 3,76 - 
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sinais de correlação entre o hidrogênio do grupo NH da Lys12 e o hidrogênio do grupo 

NH da Gly 13 obtido no espectro de 1H-1H NOESY, além do sinal de correlação Hαa- 

Hαb exibido nos espectros de 1H-1H TOCSY. Os demais resíduos foram atribuídos sem 

maiores dificuldades. 

Uma análise preliminar da estrutura secundária pode ser realizada por meio do 

índice de deslocamento químico (CSI – Chemical Shift Index)72 dos átomos Hα da cadeia 

principal do peptídeo e pelo padrão de conectividade fornecido pelos mapas de contorno 

dos espectros d 1H-1H NOESY e 1H-1H TOCSY.  

O padrão de conectividade (Figura 13) e as restrições de NOE (Tabela 6) mostraram 

a presença de NOEs de médio alcance, especialmente referente à Hα-HN (i, i + 3), Hα-

HN (i, i + 4), que são típicos de peptídeos estruturados helicoidalmente.  

Além disso, os resultados de CSI corroboram o observado nos padrões de 

conectividade obtidos a partir dos espectros de 1H-1H NOESY. Este índice é calculado 

com base na diferença observada entre o valor de deslocamento químico médio do Hα 

em conformação randômica e o valor obtido experimentalmente. O resultado do CSI 

(calculado pelo programa CCPNMR) indicou que há uma propensão do peptídeo Hs02 a 

se estruturar de forma helicoidal entre os resíduos Ala3-Phe14 (Figura 13), visto que, 

nesta região, o CSI apresenta valor negativo. Isto indica que estes núcleos Hα possuem 

deslocamentos químicos menores do que os valores esperados para o respectivo 

aminoácido em conformação randômica, o que caracteriza uma tendência a estrutura 

helicoidal nesta região. 
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Figura 13. Padrão de conectividades NOE de 1H sequenciais e de médias distância e padrão 

de CSI de Hα para 2 mM do peptídeo Hs02 na presença de 50 mM de DPC-d38 a 25 ° C e pH 

7. A espessura da barra indica as intensidades dos NOEs. 

 

A partir dos dados de 291 restrições de distâncias obtidas pela conversão das 

informações de volume de NOEs e 24 ângulos diédricos, um conjunto de estruturas foi 

calculado utilizando-se os programas ARIA/CNS. As restrições angulares foram obtidas 

pelo programa CCPNMR/DANGLE que faz a predição de ângulos PHI e PSI (ϕ e ψ) com 

base na sequência de aminoácidos, nos deslocamentos químicos 1H experimentais e em 

um banco de dados de estruturas de proteínas conhecidas com seus deslocamentos 

associados.73 Além disso, as restrições de distância foram reavaliadas diversas vezes, após 

vários ciclos de cálculos, com o intuito de identificar e corrigir possíveis violações de 

distância. Ao final desses ciclos, foram selecionadas 10 estruturas de menor energia sem 

violações de distância que estão apresentadas na Figura 14 . A Figura 14 evidencia a 

estrutura helicoidal do IAP Hs02 e destaca a sua superfície hidrofóbica/polar, mostrando 

a natureza anfipática pronunciada deste peptídeo. 
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Figura 14. a) Representação em fita da estrutura de menor energia (esquerda) e sobreposição 

da cadeia principal das 10 estruturas de menor energia do peptídeo HS02 (direita) na presença 

de micelas DPC-d38. b) Superfície hidrofóbica característica do peptídeo HS02. As 

propriedades dos aminoácidos da cadeia lateral são mostradas de acordo com o seguinte código 

de cores: vermelho para os resíduos carregados positivamente, ciano para os resíduos polares 

e verde para os resíduos hidrofóbicos. A estrutura do lado direito mostra a molécula girada 

180 ° em torno do eixo vertical (PDB: 6MBM). 

 

A análise estatística das estruturas obtidas, que são indicativos da qualidade da 

estrutura, está relacionada na Tabela 6. Como pode ser observado, os valores de RMSD 

obtidos são baixos, o que sugere que a família de estruturas obtida é convergente. Além 
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disso, o valor de RMSD diminui significativamente quando a sobreposição é realizada 

entre os resíduos Ala3-Phe14. Esse resultado indica que a estrutura do peptídeo Hs02 é 

bem definida e que as regiões N-terminal e C-terminal apresentam uma estrutura 

desenovelada. Somado a isto, a análise do gráfico Ramachandran mostrou que 96,4% dos 

resíduos de aminoácidos estão nas regiões mais favorecidas do diagrama e 2,9% nas 

regiões permitidas, indicando uma alta qualidade estereoquímica dos modelos de RMN 

obtidos para o peptídeo Hs02. Apenas, 0,7% dos resíduos estão localizados em regiões 

não permitidas. Entretanto, este pequeno número está relacionado a resíduos de 

aminoácidos localizados na região N-terminal do peptídeo que estruturalmente não é bem 

definida.  

 

Tabela 6.  Estatística estrutural par as 10 melhores estruturas de RMN do peptídeo Hs02 na 

presença de DPC-d38 a 25 ° C e pH 7. 

Restrições de NOE  

Número total de restrições de distância 291 

Número de restrições intraresiduais 207 

Número de restrições sequenciais (i, i+1) 40 

Número de restrições de alcance médio (i, i+j)j=2,3,4 44 

Ângulo Diedro 24 

RMSD (Å)a de todos os resíduos  

Cadeia principal 0,51 ± 0,74 

Cadeia principal e lateral 1,27 ± 1,09 

RMSD (Å)a,b do segmento em Hélice (Ala3-Phe14)  

Cadeia Principal 0,18 ± 0,11 

Cadeia principal e lateral 0,72 ± 0,36 

Análise do gráfico Ramachandrana  

Resíduos em regiões mais favorecidas  96,4% 

Resíduos em regiões permitidas  2,9% 

Resíduos em regiões não permitidas 0,7% 
aDados fornecidos pelo CCPNMR usando as 10 estruturas de menor energia; 
bRegião entre os resíduos 3 e 14. 

 

Esse estudo estrutural por meio da técnica de RMN demonstrou que, na presença 

de micelas de 50 mM de DPC-d38, o peptídeo Hs02 possui uma estrutura secundária bem 

definida, apresentando uma α-hélice  que se estende entre os resíduos Ala3-Phe14 (Figura 

14). Além disso, a estrutura do peptídeo Hs02 apresenta um padrão anfifílico 

proeminente, com uma face polar enriquecida por resíduos carregados positivamente 
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(Arg5, Arg8, Lys9, Lys12). Essa estrutura secundária anfifílica com a parte hidrofílica 

rica em resíduos catiônicos pode ser considerada uma característica essencial para ação 

do Hs02, uma vez que permite uma interação com a parte hidrofílica da membrana 

citoplasmática, enquanto sua parte hidrofóbica interage com o núcleo hidrofóbico da 

bicamada lipídica, o que contribui para ruptura e a permeabilização da membrana.  

Também é possível observar que a região N-terminal do peptídeo Hs02 exibiu uma 

estrutura mais flexível, com o resíduo Trp2 apresentando flexibilidade na cadeia lateral 

e, com isso, a posição do seu anel aromático não é bem definida. Este resultado pode ter 

uma influência significativa na atividade da Hs02. O efeito dos resíduos de triptofano em 

diferentes padrões de ruptura de membrana é bem documentado e, embora Trp seja 

considerado um resíduo hidrofóbico, sua cadeia lateral não carregada pode se associar 

aos grupos cabeça positivamente carregadas da bicamada lipídica, como a colina, por 

interações cátion-pi, permitindo que Trp interaja com regiões interfaciais de bicamadas 

lipídicas.74,75  

Este resultado reforça a potencialidade do software Kamal para avaliar fragmentos 

internos de proteínas que compartilham estruturas α-hélices anfifílicas com características 

físico-quimicas semelhantes aos PAMs conhecidos. 

 

4.2. Seleção de potenciais IAPs 

4.2.1.  Seleção de potenciais IAPs com estrutura do tipo α-hélice 

Estudos realizados com outros peptídeos, em nosso grupo de pesquisa, entre eles o 

peptídeo Hs02, têm demostrado que as proteínas humanas são uma fonte rica de material 

para a bioprospecção de fragmentos encriptados com potencial atividade 

antimicrobiana.11 Portanto, neste trabalho 80 proteínas humanas (Anexo B) foram 

selecionadas com o objetivo de identificar novos IAPs. Essas proteínas foram 

relacionadas por serem superexpressas no plasma humano quando exposto a uma 

infecção viral, em especial quando contaminado com HIV. De acordo com Toivonen et 

al.,59 a infecção induz uma resposta de fase aguda que é marcada por alterações nas 

concentrações plasmáticas de várias proteínas. Então, procurou-se nessa resposta 

preliminar do organismo um fragmento de proteína com possível atividade 

antimicrobiana.  
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O resultado da varredura feita pelo software Kamal nas proteínas selecionadas 

gerou diversos fragmentos com características físico-químicas compatíveis com PAMs.2,8 

Dentre esses fragmentos gerados pelo software Kamal, foram analisadas as propriedades 

de caticionidade; momento hidrofóbico; hidrofobicidade e uma possível tendência a 

estruturação em alfa hélice anfifílica na presença de membranas microbianas e foram 

escolhidos cinco potenciais IAPs que estão apresentados na Tabela 7.  

 

Tabela 7. Relação de potenciais IAPs selecionados nesse trabalho utilizando-se o software 

Kamal. 

Nome do 

peptídeo 
Sequência primária Proteína de origem 

H05 KTFIEDVNKFLDMLIKKLKS-NH2 Apolipoproteina B-100 (P04114) 

H06 LLQAAKGLAGAVSELLRSA-NH2 Talina-1 (Q9Y490) 

H07 KKLVQRLEHAAKQAAA-NH2 Talina-1 (Q9Y490) 

H08 KKLVQRLEHAAKQAAASA-NH2 Talina-1 (Q9Y490) 

H09 LNKVARAAAEVAGQFV-NH2 
Proteína 1 do receptor de transferrina 

(P02786) 

 

Pra fins de comparação, a Tabela 8 destaca as propriedades dos peptídeos 

selecionados e apresenta dados de outros peptídeos que, em estudos anteriores, 

demonstraram eficácia antimicrobiana.  

 

Tabela 8. Dados de propriedades físico-químicas fornecidos pelo KAMAL. 

*dados retirados de estudos anteriores11,12,37  

 

Como pode ser observado, o peptídeo H05 apresenta uma carga líquida 

intermediária e um maior momento hidrofóbico, entretanto, uma baixa hidrofobicidade 

Peptídeo 
N° 

resíduos 

Massa 

Molecular 

Carga 

líquida 
MH Hidrofobicidade 

Estrutura 

Esperada** 
PI 

H05 20 2409,37 + 2 1,29 -0,65 α-hélice 9,4 

H06 19 1867,09 + 1 0,93 0,01 α-hélice 8,74 

H07 16 1761,04 + 3 1,03 -0,87 α-hélice 10,29 

H08 18 1919,11 + 3 0,93 -0,78 α-hélice 10,29 

H09 16 1642,92 + 1 1,01 -0,16 α-hélice 8,74 

Hs02* 16 1961,21 + 5 1,2 -0,06 α-hélice 12,02 

Hs05* 17 2060,24 + 4 1,24 0,13 α-hélice 12,01 

https://www.uniprot.org/uniprot/P04114
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y490
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y490
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y490
https://www.uniprot.org/uniprot/P02786
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quando comparada ao IAP Hs05. Ele faz parte da proteína Apolipoproteína B-100 que 

atua como um sinal de reconhecimento para a internalização celular de partículas de 

LDL.76 

Os peptídeos H06 e H09 apresentam uma baixa cationicidade e os valores de MH e 

de hidrofobicidade próximos aos do IAP Hs02. O primeiro faz parte da proteína Talina-

1, uma proteína citoesquelética envolvida em conexões células-células, e o segundo da 

proteína 1 do receptor de transferrina, a qual é necessária para o desenvolvimento dos 

eritrócitos e do sistema nervoso.76 

 Os peptídeos H07 e H08 foram escolhidos por apresentarem estruturas primárias 

muito semelhantes e com o intuito de verificar se essas pequenas variações podem 

interferir de alguma forma em sua atividade. Eles possuem a maior cationicidade entre os 

peptídeos escolhidos, no entanto, uma hidrofobicidade relativamente baixa, quando 

comparado com os IAPS Hs02 e Hs05. Ambos são fragmentos da proteína Talina-1. 

Essas 5 sequências peptídicas foram consideradas as melhores opções dentre as 

listadas. Não foram encontradas, dentro das proteínas listadas, sequências com carga 

líquida positiva alta, fator considerado por alguns autores como um potencializador da 

atividade.2 Entretanto, de acordo com a literatura, existem PAMs com cargas que variam 

de 0 a +20.2 Logo, esse fator não deve ser considerado o único norteador para a seleção. 

Além disso, para os peptídeos escolhidos, visando à formação de uma estrutura em α-

hélice, procurou-se selecionar aqueles que tivessem um maior momento hidrofóbico ou 

valor próximo ao observado para os IAPs Hs02 e Hs05. Ademais, eles possuem, em sua 

sequência, resíduos como Ala, Leu e Lys considerados capazes de induzir -hélice18 com 

possível caráter anfifílico, devido à disposição dos resíduos, como ilustrado na Figura 15.  

Com relação a hidrofobicidade média, os valores calculados pelo programa para os 

peptídeos selecionados, em geral, são mais baixos que os observados para Hs02 e o Hs05. 

No entanto, os peptídeos selecionados, em sua maioria, apresentam em sua estrutura a 

presença de cerca de 40 a 60% de resíduos hidrofóbicos (Figura 15) como observado em 

PAMs. Portanto, esses peptídeos foram selecionados para serem sintetizados e testados 

quanto ao seu potencial antimicrobiano. 
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Figura 15. Representação da roda helicoidal dos H05, H06, H07, H08 e H09, sugerindo uma 

possível estruturação anfifílica. Em verde os resíduos apolares, em azul claro polares, em azul 

escuro carregados negativamente e em vermelho carregados positivamente. 

 

Cabe ressaltar que é necessário uso de bibliotecas maiores para aumentar a 

probabilidade de encontrar peptídeos com maior similaridade aos parâmetros 

selecionados. Pois, neste estudo inicial, o número limitado de proteínas utilizadas para a 

varredura resultou em peptídeos com propriedades físico-químicas aproximadas as 

desejadas. 

 

H05 H06 

H07 H08 

H09 
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4.2.2.  Seleção de um potencial IAP curto do tipo folha-β 

Com o intuito de encontrar um fragmento de proteína com possível atividade 

antimicrobiana na resposta preliminar do corpo humano a uma infecção viral, as proteínas 

listadas no Anexo B foram submetidas a uma nova varredura no software Kamal. 

Entretanto, nesta nova busca, parâmetros como o tamanho do fragmento e a disposição 

permitida de resíduos hidrofóbicos e hidrofílicos foram ajustados para encontrar um 

possível IAP com organização estrutural em folha-β anfifílica na presença de membranas 

microbianas. O padrão de busca escolhido foi: fragmentos internos de proteínas variando 

de 7 a 11 resíduos de aminoácidos com alternância de caráter hidrofóbico e hidrofílico e 

carga líquida ≥ + 2.  

Nesse contexto, o peptídeo Hs10 (KFDLKVTIK-NH2) foi selecionado de maneira 

exploratória, uma vez que apresenta características como cationicidade, hidrofobicidade 

e uma provável estrutura anfifílica dada a distribuição dos resíduos compatível com 

peptídeos antimicrobianos curtos com potencial para romper as membranas. Este 

fragmento faz parte da proteína C3 complemento, que atua na ativação do sistema 

complemento que participa do sistema de defesa do organismo.76 As propriedades físico-

químicas deste fragmento e sua estrutura na proteína fonte (PDB ID 2A73,  1338-1346) 

são mostradas na  Figura 16.  

 

 

Figura 16. Propriedades físico-químicas fornecidas pelo Kamal do Hs10 em (a), e a estrutura 

desse fragmento em sua proteína fonte. 
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4.3. Síntese, purificação e confirmação dos peptídeos sintetizados 

Para a síntese em fase sólida dos peptídeos selecionados, a principal rota utilizada 

foi a DIC/Oxima devido a sua alta eficiência nos acoplamentos. Esporadicamente, foi 

utilizada a rota HBTU/DIPEA com o intuito de otimizar o tempo de síntese, já que essa 

rota sintética é mais rápida, entretanto, menos eficiente. Além disso, foi observado que 

alguns aminoácidos de cadeias laterais volumosas e os últimos resíduos das sequências 

apresentaram certa dificuldade de acoplamento nas duas rotas. Isso pode ser resultado de 

impedimento estérico. Nestes casos, para adicionar efetivamente esses resíduos a etapa 

de acoplamento teve que ser refeita. Este fato não interferiu no resultado, dado que a 

identidade dos peptídeos pôde ser confirmada por EM, conforme mostra os resultados 

que serão apresentados posteriormente. 

Após a etapa de síntese, os peptídeos foram liofilizados e purificados por CLAE. O 

Anexo D apresenta os cromatogramas obtidos para cada um dos peptídeos sintetizados. 

Os tempos de retenção para os peptídeos H05, H06, H07, H08, H09 e Hs10 foram: 32,30; 

30,15; 22,02; 31,25; 25,18 e 22,03 min, respectivamente. Dentre os seis peptídeos 

sintetizados, apenas o H09 não foi apropriadamente purificado pelo perfil de gradiente 

utilizado, sendo observado a co-eluição de um subproduto (Anexo D, Figura D3).  

Após a etapa de purificação, os peptídeos foram analisados por Espectrometria de 

Massa (Anexo E). Os resultados revelam que as massas obtidas para cada um dos 

peptídeos estão de acordo com o valor esperado, confirmando assim que a síntese foi 

bem-sucedida (Tabela 9). No caso do peptídeo H09, a fração eluída em 25,18 min 

apresenta uma mistura do H09 com um subproduto, provavelmente, um peptídeo com um 

resíduo de Lys ou Glu a menos, resultado de um acoplamento ineficiente. O Anexo F 

apresenta a relação da massa isotópica para cada aminoácido, evidenciando a 

proximidade da massa desses dois resíduos.  
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Tabela 9. Comparação da massa calculada com a massa obtida por EM. 

Peptídeo Massa calculada* [M+H]+ (Da) Massa experimental [M+H]+ (Da) 

H05 2409,4 2409,5 

H06 1867,1 1867,1 

H07 1761,1 1761,2 

H08 1919,1 1919,2 

H09 1642,9 1643,0 

Hs10 1090,7 1090,8 

*calculado por http://rna.rega.kuleuven.be/masspec/pepcalc.htm. 

O perfil de fragmentação dos íons [M+H]+ de cada peptídeo permitiu a confirmação 

de suas estruturas primárias. Esta confirmação foi feita com base nos fragmentos de íons 

das séries complementares y e b encontrados. Esses fragmentos são os mais frequentes 

de serem observados em espectros de fragmentação de peptídeos, pois resultam da quebra 

da ligação peptídica que, em geral, são as menos energéticas. A série b é gerada por íons 

que retêm o próton na região N-terminal, enquanto que a sua série complementar y 

provem de íons que retêm a carga residual no lado C-terminal.77 A identificação dos 

resíduos foi obtida pela diferença de valores de m/z entre dois íons consecutivos de uma 

mesma série.  

As figuras a seguir mostram os espectros da fragmentação dos íons [M+H]+ de 

cada peptídeo, confirmando a sua respectiva identidade (Figura 17 a Figura 19). Nesses 

espectros, é possível observar a perda neutra de aproximadamente 17 Da na série b, 

devido à amidação dos peptídeos. Cabe ressaltar que é comum que alguns íons fragmento 

não sejam observados, ou não fiquem muito evidentes. Entretanto, nos peptídeos 

analisados foi possível encontrar o conjunto de íons fragmentos em sua íntegra em pelo 

menos em uma das séries.  

Após a confirmação da identidade dos peptídeos sintetizados pela técnica de EM, 

uma pequena alíquota do material purificado foi quantificada por UV-Vis para realização 

de testes biológicos.  

http://rna.rega.kuleuven.be/masspec/pepcalc.htm
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Figura 17. Espectro EM da fragmentação do íon (a) [M+H]+ = 2409,514 Da do peptídeo H05 

e (b) [M+H]+ = 1867,194 Da do peptídeo H06 obtidos por MALDI-TOF/TOF. 

a 

b 



 

54 
 

 

 

Figura 18. Espectro EM da fragmentação do íon (a) [M+H]+ = 1761,174 Da do peptídeo H07 

e (b) [M+H]+ = 1919,165 Da do peptídeo H08 obtidos por MALDI-TOF/TOF. 

a 

b 
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Figura 19. Espectro EM da fragmentação do íon (a) [M+H]+ = 1643,003 Da do peptídeo H09 

e (b) [M+H]+ = 1090,789 Da do peptídeo Hs10 obtidos por MALDI-TOF/TOF. 

a 

b 
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4.4. Avaliação da concentração inibitória mínima dos IAPs 

A atividade antimicrobiana dos peptídeos H05, H06, H07 e Hs10 foi testada em 

relação a bactérias Gram-positivas (S. aureus) e Gram-negativas (E.coli, P. aeruginosa) 

em testes de microdiluição em placa. A síntese dos peptídeos H08 e H09 foi finalizada 

posteriormente, portanto, não foram testados junto com os demais.  

Dentre os peptídeos testados, verificou-se que apenas o peptídeo Hs10 apresenta 

atividade dentro da faixa de concentração de 128 – 0,5 μM (Tabela 10). Para este 

peptídeo, o CIM médio obtido para a inibição total do crescimento das bactérias E.coli e 

P. aeruginosa foram, respectivamente, 32 μM e 42,67 μM. O fato de apresentar apenas 

atividade para estes microrganismos sugere uma certa seletividade para bactérias gram-

negativas. Apesar do CIM determinado para a inibição do crescimento da E.coli ser 

superior ao obtido para o peptídeo Hs02, ele é inferior aos observados para antibióticos 

convencionais como Imipinem (35 μM), Ceftazidima (40 μM) e Trimetopin (80 μM).8  

 

Tabela 10. Resultado do teste Concentração Inibitória Mínima em bactérias. 

Peptídeos 

Organismos 

S. aureus  E. coli  P. aeruginosa 

Concentração 

 (µM) 

Média  

(uM) 
SD  Concentração  

(µM) 

Média 

 (uM) 
SD  Concentração 

 (µM) 

Média 

(uM) 
SD 

Hs02 1 1 1 1,00 0,00  2 2 2 2,00 0,00  2 2 1 1,67 0,58 

H05 >128 >128 >128 >128 0,00  >128 >128 >128 >128 0,00  >128 >128 >128 >128 0,00 

H06 >128 >128 >128 >128 0,00  >128 >128 >128 >128 0,00  >128 >128 >128 >128 0,00 

H07 >128 >128 >128 >128 0,00  >128 >128 >128 >128 0,00  >128 >128 >128 >128 0,00 

Hs10 >128 >128 >128 >128 0,00  32 32 32 32,00 0,00  32 32 64 42,67 18,48 

>128 significa sem atividade na faixa avaliada: 128-0,25 µM 

 

Os peptídeos deste estudo também tiveram sua atividade antifúngica avaliada. 

Novamente, apenas o peptídeo Hs10 apresentou atividade (Tabela 11) contra a levedura 

C. neoformans, causadora da criptococose, doença que acomete principalmente 

indivíduos imunocompetentes, como indivíduos portadores do HIV, indivíduos 

leucêmicos e indivíduos transplantados.  
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Tabela 11. Resultado do teste de Concentração Inibitória Mínima em fungos. 

Peptídeos 

 

Organismos 

C.albicans  C. neoformans 

Concentração (µM) Média (uM) SD  Concentração (µM) Média (uM) SD 

Hs02 8 8 8 8,00 0,00  1 1 1 1,00 0,00 

H05 >128 >128 >128 >128 0,00  >128 >128 >128 >128 0,00 

H06 >128 >128 >128 >128 0,00   >128 >128 >128 >128 0,00 

H07 >128 >128 >128 >128 0,00  >128 >128 >128 >128 0,00 

Hs10 >128 >128 >128 >128 0,00  128 128 128 128,00 0,00 

>128 significa sem atividade na faixa avaliada: 128-0,25 µM 

 

Esses resultados ressaltam a necessidade de um trabalho conjunto entre a busca in 

sílico por fragmentos e os testes in vitro, para considerar um peptídeo prospectado como 

IAP. Demonstram também a imprescindibilidade de encontrar fragmentos com o 

conjunto de propriedades físico-químicas mais similares aos PAMs conhecidos. Além 

disso, é valido dizer que não é possível afirmar se de fato os peptídeos H05, H06 e H07 

não interagem com membranas, pois podem (ou não) interagir em concentrações maiores, 

interagir com outros microrganismos ou ter alguma outra aplicação diferente da lise.  

Outros testes podem apontar um potencial ainda não constatado. Por exemplo, a 

pandemia do Covid-19, causada pelo vírus SARS-CoV-2, trouxe à tona a necessidade de 

uma busca rápida por novas drogas com potencial atividade contra este vírus, dado que 

no início do surto se desconheciam medicamentos eficientes para o tratamento. Nesse 

contexto, diversas pesquisas se voltaram para o desenvolvimento de agentes antivirais. 

Como os peptídeos sintetizados neste trabalho foram escolhidos visando uma potencial 

atividade antiviral, eles foram submetidos a testes iniciais para avaliar sua ação frente ao 

SARS-CoV-2. Os resultados desse teste serão citados aqui de forma preliminar, uma vez 

que ainda não foram obtidos resultados definitivos. Em um ensaio preliminar, a atividade 

dos peptídeos H05, H06 e H07 foram avaliadas na concentração de 10 μM. 

Resumidamente, os testes consistiram no plaqueamento de células Vero E6 por 24 horas 

com subsequente incubação com peptídeos e adição do vírus. Após 36 horas de 

incubação, foi observado que destes 3 peptídeos, o H05 apresentou uma atividade 

inibitória de 31%, dessa forma, não sendo nessa concentração de fato efetivo na inibição 

de SARS-CoV-2. Entretanto, esse ensaio instiga uma investigação utilizando outras 

concentrações como na escala de 10 a 100 µM de peptídeo, uma vez que ele demonstrou 

baixa citotoxicidade, isto é, ao final do experimento foi constatado uma sobrevivência 
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celular de 93%. Portanto, tem-se como perspectiva futuros ensaios com esses fragmentos 

para verificar se tem potencial antiviral em outras concentrações.  

Como o Hs10 apresentou no ensaio anterior atividade antimicrobiana (Tabela 10), 

ele foi submetido a novos testes frente a diversas cepas de bactérias Gram-negativas e 

positivas (Tabela 12). 

 

Tabela 12. Resultado do teste de Concentração Inibitória Mínima do peptídeo Hs10 

frente a diversas cepas de Bactérias. 

 
Organismos 

Hs10 Gentamicina* 

 (µM ± SD) (µM ± SD) 

Bactérias 

Gram-positivas 

S. aureus 

Multiressistente 

 

N/A 0,10 ± 0,04 

E. faecalis 

 
N/A 0,31 ± 0 

Isolados de Mastite 

S. aureus 111 

S. aureus117 

S. aureus118 

N/A 

0,52 ± 0,15 

0,41 ± 0,15 

0,83 ± 0,30 

Bactérias 

Gram-negativas 

EHEC O157:H7 32 + 0,00 16 + 0,00 

K. pneumoniae  64 + 0,00 0,52 + 0,00 

K. pneumoniae 

KPC 
128 + 0,00 33 + 0,00 

A. baumanii 128 + 0,00 8,3 + 0,00 

N/A – Não foi observada atividade antimicrobiana. 

*Controle utilizado. 

 

Assim, foi constatado que o Hs10 apresenta atividade contra bactérias Gram-

negativas como E.coli, EHEC O157: H7, P. aeruginosa, K. pneumoniae, K. pneumoniae 

KPC, A. baumanii, que causam enfermidades em seres humanos. Cabe destacar que uma 

delas, a bactéria Klebsiella pneumoniae produtora da enzima carbapenemase KPC possui 

uma grande capacidade de disseminação e de desenvolver resistência a antimicrobianos. 

Além disso, ela afeta principalmente as unidades de tratamento intensivo de ambientes 

hospitalares. 

 O fato do peptídeo Hs10 ser ativo contra essas bactérias é relevante, uma vez que 

a estrutura da membrana de bactérias Gram-negativas é uma barreira de proteção 

significativa a ação de muitos antibióticos, o que dificulta o desenvolvimento de novos 

PAMs potentes e mais seletivos. De Acordo com Barreto-Santamaría et al78 a maioria dos 
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PAMs em desenvolvimento clínico não são potentes contra esse tipo de bactéria. Os 

autores destacam ainda que dos 7 PAMs aprovados pela FDA (United State Food and 

Drug administration) apenas 1 é ativo contra bactérias Gram-negativas.78   

É válido lembrar que as bactérias Gram-negativas resistentes que lideram a lista de 

patógenos prioritários para pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos antibióticos da 

Organização mundial de Saúde (OMS) são da família das Acinetobacter, Pseudomonas e 

Enterobacteriaceae (incluindo Klebsiella, E. coli).79 Portanto, estudos que visem obter 

novos PAMs contra bactérias dessas famílias são de suma importância.  

Foi observado ainda a ausência de atividade contra as diversas bactérias Gram-

positivas testadas, o que indica uma seletividade para bactérias Gram-negativas. 

Importante destacar que outros peptídeos com estrutura similar ao Hs10 já foram 

estudados e não apresentam essa seletividade. Por exemplo, peptídeos projetados por Ong 

et al. possuem estrutura primária semelhante ao Hs10, isto é, alternância de resíduos 

hidrofóbicos (F, I, V e/ou W) e hidrofílicos (R e/ou K), com comprimento de 8 ou 12 

resíduos, mas não apresentaram essa seletividade.14 Nesse estudo, foi apresentado que 

peptídeos como IRVKIRVK-NH2 e IRVKIRVK-NH2 foram ativos contra as bactérias S. 

aureus (Gram-positiva) e E. coli (Gram-negativa). A Tabela 13 apresenta os valores de 

CIM desses peptídeos para os microrganismos citados.14. Observando estes dados é 

possível verificar que o Hs10 além de apresentar essa certa seletividade, ainda é mais 

potente contra E. coli que estes PAMs.  

Tabela 13. Dados de CIM para os PAMs projetados por Ong et. al. 14 

Peptídeo Massa Molar teórica (Da) 
CIM (mg/L) 

S.aureus E. coli 

IRVKIRVK-NH2 1010,34 250,0 62,5 

IRIKIRIKIRIK-NH2 1549,07 62,5 125,0 

 

Essa possível seletividade também aponta a relevância no estudo do Hs10, visto 

que antibióticos de estreito espectro contribuem para diminuir o surgimento de resistência 

e podem não afetar microbiota normal de um hospedeiro. Deste modo, o peptídeo Hs10 

é considerado promissor, uma vez que apresenta atividade antimicrobiana e uma possível 

seletividade para bactérias Gram-negativas, com um reduzido custo de produção por ser 

um peptídeo sintético de 9 resíduos de aminoácidos.  
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4.5. Ensaio de viabilidade celular – MTT 

Compostos com potencial ação terapêutica, como o Hs10, devem ser estudados com 

relação a sua viabilidade celular. Testes in vitro que avaliam a citotoxicidade de 

substâncias são de grande importância por fornecerem dados iniciais sobre a resposta 

biológica de células a estes produtos.  

Um ensaio muito utilizado para avaliar a viabilidade celular de compostos é o 

ensaio quantitativo colorimétrico MTT. Neste teste, o composto MTT é reduzido a cristais 

de formazan por meio da quebra do anel tetrazólio por células metabolicamente ativas 

(Figura 20). Estes cristais apresentam coloração intensa que pode ser avaliada por 

espectrofotometria e, assim, refletir a porcentagem de células ainda metabolicamente 

ativas após o tratamento com a substância testada.80   

 

 

Figura 20. Redução do MTT para formação dos cristais de formazan. 80  

 

Neste trabalho, o ensaio de MTT indicou que o IAP Hs10 possui baixa 

citotoxicidade contra fibroblastos humanos. Como pode ser visto na Figura 21, após 48h 

de tratamento com Hs10 a 512 μM, mais de 70% das células humanas do tipo fibroblasto 

ainda estavam vivas. Esta concentração é muito maior do que MIC para bactérias Gram-

negativas testadas. Isso indica que, embora este peptídeo seja antimicrobiano na faixa de 

32 a 128 µM, principalmente para bactérias Gram-negativas, ele não apresenta 

citotoxicidade significativa para fibroblastos na mesma faixa. É valido lembrar que em 

geral os peptídeos podem apresentam alta toxicidade. PAMs em desenvolvimento clínico, 

por exemplo, como o pexiganan e o LL-37 tiveram sua via de administração limitada ao 

uso tópico por apresentar toxicidade na mesma faixa de concentração do seu CIM.78 
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Encontrar PAMs com baixa citotoxicidade é um dos desafios no desenvolvimento de 

tratamentos à base dessas biomoléculas.  

 

 

Figura 21. Efeito do peptídeo Hs10 em células do tipo fibroblasto humano (Detroit 551) após 

exposição por (A) 24 e (B) 48 horas. Os valores foram expressos como médias ± EPM . ** 

p<0.01 e **** p<0.0001 versus grupo de controle (DMEM). 

 

4.6. Teste de sinergismo 

Outra característica dos PAMs que tem chamado a atenção de muitos pesquisadores 

é a sua capacidade de atuar de forma sinergística com outros compostos, uma vez que o 

uso simultâneo de diferentes agentes antimicrobianos para tratar infecções por bactérias 

pode apresentar grandes vantagens. Dentre elas destacam-se a prevenção do surgimento 

de subpopulações resistentes e o efeito bactericida sinérgico.70  

O sinergismo promove um efeito superior ao referente à soma dos efeitos 

individuais de cada fármaco. Isto propicia a diminuição da toxicidade como resultado da 

redução da dose de cada fármaco. No entanto, a combinação de dois agentes 

antimicrobianos não resulta obrigatoriamente em um efeito sinergístico. Essas 

combinações podem ter um efeito positivo mais sutil, como o efeito de adição. Neste 

caso, o efeito observado corresponde à soma dos efeitos separados dos compostos, 

gerando, também, uma certa redução nas dosagens utilizadas. O resultado combinado das 

drogas pode ainda apresentar um efeito denominado autonomia (ou indiferença), isto é, o 

resultado observado provém apenas o efeito da droga mais ativa sozinha. Isto indica que 

os compostos não interagem entre si. Além disso, a interação entre os fármacos pode ser 

antagônica, ou seja, negativa, quando o efeito resultante da combinação é menor que o 

efeito independente dos agentes. 70   

 

Viabilidade Celular (%) Viabilidade Celular (%) 



 

62 
 

Uma forma de avaliar a interação entre agentes é a determinação do Índice de 

Concentração Inibitória Fracionada (FICI), por meio da técnica Checkerboard. Esta 

técnica in vitro mede a atividade antimicrobiana de combinações de diferentes 

concentrações dos compostos testados, ou seja, são avaliadas as combinações de 

múltiplas diluições a partir da CIM de cada substância. A partir dos resultados deste 

ensaio pode ser calculado o valor de FICI para a menor combinação de CIM para ambos 

os compostos testados. Valores de FICI menores que 0,5 indicam sinergismo, enquanto 

valores entre 0,5 e 1,0 sugerem efeito aditivo. FICI com valores entre 1,0 e 4,0 indicam 

autonomia e valores maiores que 4,0 apontam efeito antagonista.70  

Como o Hs10 apresenta baixa citotoxicidade, foi avaliada sua interação com o IAP 

Hs02, que apresenta uma potente atividade antimicrobiana e citotoxicidade mais elevada.  

O valor de FICI obtido no ensaio de sinergismo entre Hs10 e o Hs02 pelo método de 

Checkboard foi de 0,625. Esse resultado indica que a associação entre eles resultou em 

um efeito aditivo, ou seja, um efeito correspondente à soma dos efeitos separados dos 

IAPs, com um a redução na dosagem de ambos. Nesta combinação, o CIM do Hs02 foi 

de 1 mM, enquanto o do Hs10 foi de 4 mM. Esta redução na dosagem do Hs10 aumenta 

ainda mais sua viabilidade celular, dado que após 48h de tratamento com Hs10 a 512 μM, 

mais de 70% das células humanas do tipo fibroblasto ainda estavam vivas. Isto sugere 

ainda que ele tem potencial para ser um candidato para estudos de terapias combinada. 

Terapias antimicrobianas combinando PAMs ou PAM com antibióticos 

convencionais, são relevantes, uma vez que podem desacelerar o desenvolvimento de 

resistência. No caso de bactérias Gram-negativas, pode ser combinado ainda uma 

substância antibiótica potente com um PAM capaz de neutralizar os efeitos da liberação 

do LPS na corrente sanguínea, e, assim evitar a sepse. 

4.7. Dicroísmo Circular (CD) 

Ensaios biofísicos foram conduzidos para investigar possíveis parceiros de ligação 

para Hs10 e potenciais alterações estruturais produzidas na ligação molecular. 

Inicialmente, o IAP Hs10 foi submetido a ensaios de CD de titulação LUVs. Os demais 

peptídeos não foram submetidos a estes ensaios por não terem apresentado atividade 

contra as bactérias testadas.  

 Inicialmente, foram realizados ensaios de CD do peptídeo Hs10 na presença de 

diferentes concentrações das LUVs DMPC e DMPC/DMPG (Figura 22). Esses modelos 
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de vesículas fosfolipídicas tendem a ser mais estáveis que micelas formadas a partir de 

moléculas detergentes e estruturalmente mais similares as membranas microbianas, 

devido a sua estruturação em bicamadas lipídicas.  

O peptídeo Hs10 em solução aquosa na ausência de vesículas (Figura 22) não possui 

estrutura definida, uma vez que o espectro de CD apresenta sinal negativo próximo a 200 

nm, ou seja, apresenta um perfil similar ao observado em estruturas randômicas.81,82 

Interessante observar que o peptídeo Hs10 na presença de vesículas de DMPC não adquire 

estrutura definida, mesmo com o aumento da concentração de DMPC, uma vez que o 

perfil do espectro CD do peptídeo Hs10 na presença de 2000 µM de DMPC permanece 

similar ao observado para moléculas com estrutura desenovelada (Figura 22a), indicando 

que este peptídeo não interage com vesículas de DMPC.  

Já na presença de vesículas de 2:1 DMPC:DMPG, o Hs10 tende a se estruturar, isto 

é, as curvas de CD passam a exibir um perfil diferente para o esperado para estruturas 

desenoveladas. Isso indica que há uma interação do Hs10 com essas vesículas. Essa 

interação pode estar relacionada ao fato de que, em pH fisiológico, o fosfatidilglicerol 

(PG) apresenta carga negativa (-1) enquanto que a fosfatidilcolina (PC) possui carga 

neutra.8 Isso sugere que a interação entre o Hs10 e a bicamada lipídica tenha um caráter 

eletrostático relevante.  
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(a) 

 
(b) 

Figura 22. Espectro de CD do peptídeo Hs10 (40 µM) (a) em diferentes concentrações de 

DMPC e (b) em diferentes concentrações de 2:1 DMPC:DMPG em tampão PBS pH 7,4. 

 

Com o intuito de verificar se essa estruturação tem um caráter eletrostático, isto é, 

que o Hs10 se estruturou nas vesículas contendo DMPG devido à carga líquida negativa, 

foram feitos experimentos de CD na presença de SDS, um tenso ativo aniônico (Figura 

23a). Com isso, foi possível verificar que na presença de 2000 μM (2 mM) de SDS, o 

peptídeo Hs10 também tende a se organizar em uma estrutura semelhante a observada na 
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presença de vesículas de 2:1 DMPC:DMPG. Interessante observar que em pH7 o peptídeo 

Hs10 não apresenta uma estrutura tão evidente como nos outros pHs, provavelmente 

devido à Concentração Micelar Crítica (CMC) do SDS, que em pH7 é aproximadamente 

5 mM.83 Na condição testada em pH7, apenas uma pequena parte das moléculas forma 

micelas. De acordo com a literatura, a CMC do SDS diminui em pH baixo.84 Portanto, a 

diferença entre as curvas de CD em diferentes pHs pode ser atribuída à redução da CMC 

em pHs baixos e, consequentemente, ao diferente número de micelas presentes nessas 

soluções. Assim, pode se dizer que a condição SDS a 2000 μM em pH 7 não há uma 

completa estruturação, como ocorre nas outras condições. Outro ponto a se destacar é que 

no espectro em pH 3, a contribuição eletrostática para a estruturação do Hs10 pode estar 

sendo favorecida pela protonação do grupo lateral do resíduo D3 (Asp), uma vez que seu 

pKa é aproximadamente 3,6. Dessa forma, o resíduo que antes apresentava uma carga 

negativa, nesta condição (pH 3) não tem mais essa contribuição negativa e o peptídeo 

passa a ter uma carga líquida +3. De uma maneira geral, essas mudanças no perfil da 

curva devido a presença do tenso ativo aniônico, o SDS, reforçam a hipótese de que a 

interação do Hs10 tem caráter eletrostático. 

Como o Hs10 apresenta atividade antibiótica apenas contra as bactérias Gram-

negativas e um dos principais componentes da membrana externa dessas bactérias é o 

LPS, então, neste trabalho, buscou-se investigar se Hs10 de fato interage com LPS. Um 

dos primeiros ensaios realizados com este o intuito, foi a obtenção de espectros de CD do 

Hs10 em diferentes concentrações de LPS. A Figura 23b apresenta esses espectros já 

subtraída a contribuição do LPS nas respectivas concentrações. Nestas curvas é possível 

visualizar que o Hs10 adota uma estrutura semelhante a observada nos experimentos do 

peptídeo com vesículas de 2:1 DMPC:DMPG e SDS em pH 5 e 3. Isso confirma que o 

peptídeo interage com LPS.  
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     (a) 

 
     (b) 

Figura 23. Espectro de CD do peptídeo Hs10 (40 µM) em (a) na presença de SDS 

(2000 μM) em diferentes pH e em (b) em diferentes concentrações de LPS em tampão PBS 

pH 7,4. 
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Além disso, ao se avaliar os resultados de CD tanto na presença de vesículas de 

2:1 DMPC:DMPG quanto na presença de micelas de SDS em pH 5 e 3 e LPS, é 

possível observar o aparecimento da banda positiva próxima em 200 nm e uma 

negativa entre 215 e 220 nm (Figura 22b e Figura 23). O perfil obtido nesses casos não 

é semelhante aos padrões regulares de absorção da ligação peptídica referente as 

estruturas secundárias puras do tipo α-hélice ou folha-β. De acordo com a literatura, 

estruturas α-helicoidais apresentam uma banda positiva em 191-193 nm (π→π*) e 

bandas negativas em 208 nm (π →π*) e 222 nm (n→π*). Enquanto as estruturas do 

tipo folha-β exibem uma banda positiva em 198 nm (π→π*) e uma negativa em 215 

nm (n→π*).85 Desse modo, observa-se que o Hs10 na presença dessas vesículas 

apresenta um perfil que se aproxima mais de uma estrutura tipo folha-β. 

Quando comparado com dados da literatura, o perfil das curvas de CD obtido em 

nosso trabalho é semelhante ao perfil dos peptídeos curtos projetados por Ong et al. na 

presença de micelas de SDS.14 Esses peptídeos apresentam estrutura primária semelhante 

ao Hs10, isto é, alternância de resíduos hidrofóbicos e hidrofílicos, com comprimento de 

8 a 12 resíduos. Segundo os autores, esse perfil se deve aos peptídeos testados 

prontamente se auto-montarem em estruturas secundárias de folha-β, apresentando nos 

espectros de CD pontos máximos próximos a 200 nm e mínimos próximos a 218 nm. 14  

Já o peptídeo estudado por Cândido et. al30 denominado PaDBS1R6F10 

(KKLRLKIAFK) adotou uma estrutura helicoidal na presença de TFE (2,2,2-

trifluoroetanol), ou seja, em um ambiente hidrofóbico. Por outro lado, na presença de 

micelas de SDS, um ambiente mais hidrofílico, o mesmo peptídeo exibiu uma 

conformação em folha-β bem definida. Por isso, o PaDBS1R6F10 foi considerado pelos 

autores como um peptídeo de alta plasticidade estrutural, ou seja, que a sua estrutura tende 

a variar de acordo com o ambiente ao seu redor.30 

A Figura 24 apresenta os espectros dos peptídeos projetados por Ong et al14 na 

presença de SDS e do PaDBS1R6F10 (KKLRLKIAFK) estudado por Cândido et. al30 em 

ambientes hidrofóbicos e hidrofílicos. Observando essa figura é possível verificar que o 

Hs10 tem um perfil muito similar a esses peptídeos quando estes estão em ambientes 

aniônicos, como o SDS. O que sugere que, em ambientes aniônicos, esse pode ser o perfil 

característico de PAMs curto que a maior parte da sua estrutura primária apresenta 

alternância entre resíduos hidrofílicos e hidrofóbicos. É válido dizer que a atividade 
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antibiótica dos peptídeos com estrutura primária e curva CD em ambiente aniônico 

similares ao Hs10 tem sido atribuída a sua capacidade de se agregar e formar estruturas 

folha-β estendidas ao interagirem com membranas microbianas. 14,25,30,33,49 

 

 
(a) 

 
(b) 

Figura 24. Espectro CD em (a) dos peptídeos projetados por Ong et al14 na presença de SDS e 

em (b) do PaDBS1R6F10 estudado de Cândido et. al30 em ambientes hidrofóbicos e hidrofílicos. 

 

De forma geral, os dados de CD mostram que o Hs10 estrutura na presença de LPS 

e na presença de compostos com carga líquida negativa, como DMPG, SDS. Quando 

analisado em conjunto com os resultados da atividade antibiótica, que demonstraram que 
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o Hs10 não tem atividade contra bactérias Gram-positivas (bactérias que não possuem 

membrana externa rica em LPS), isto sugere que a atividade do Hs10 pode estar 

relacionada à sua interação com o LPS. A interação preferencial com compostos 

carregados negativamente e em especial com o LPS dá ao peptídeo uma certa 

seletividade, e o torna menos tóxico para as células humanas que, em geral, possuem uma 

carga líquida neutra e não tem LPS na sua composição.  

 

4.8. Calorimetria de titulação isotérmica (ITC) 

Outra análise realizada com o intuito de investigar a interação entre o Hs10 e o LPS 

foi a calorimetria de titulação isotérmica (ITC). Por meio deste experimento, foi possível 

observar o perfil calorimétrico desta interação (Figura 25). Inicialmente, foi realizado um 

experimento controle, em que os agregados de LPS de E. coli foram injetados na célula 

de amostra contendo apenas tampão PBS. O experimento controle evidencia um pico 

endotérmico na injeção do LPS, que diminui com o progresso da titulação. Este efeito 

endotérmico é consistente com a dissolução dos agregados de LPS, que é mais 

significativo nas primeiras injeções, quando ainda não há LPS na célula do calorímetro. 

Quando o Hs10 está presente na célula do calorímetro, o perfil muda para exotérmico, o 

que pode ser observado até a nona injeção, quando o perfil volta para endotérmico, 

semelhante ao experimento controle. Essa inversão do efeito exotérmico para o 

endotérmico ocorre provavelmente por ter sido consumido todo Hs10.   

As informações fornecidas por ITC são baseadas nas equações termodinâmica 

ΔG=−RT lnKa e TΔS =(ΔH−ΔG). Com isso, é possível avaliar variação de entalpia (ΔH), 

variação de entropia (ΔS) e variação de energia livre de Gibbs (ΔG), o número de sítios 

de ligação (N) e constante de afinidade (ka) para uma dada interação.47 No caso do Hs10 

com o LPS, foram observados valores negativos de ΔH e ΔS, indicando que a 25ºC a 

interação é impulsionada por um termo entálpico. Isso reflete uma predominância de 

interações eletrostáticas.47 O que sugere que a interação do LPS com o Hs10 é conduzida 

principalmente pela interação eletrostática provavelmente entre as cadeias laterais 

carregadas positivamente do IAP e grupos fosfato carregados negativamente do LPS. 

Cabe destacar ainda que o comportamento do Hs10 observado nos ensaios CD, isto é, 

estruturação apenas na presença de compostos aniônicos, corrobora com o resultado de 

ITC que indica interação com caráter eletrostático. 
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Figura 25. Perfil Calorimétrico de titulação isotérmica (ITC) para Hs10. O painel superior 

mostra o calor exotérmico de reação vs. tempo (minuto), a primeira titulação corresponde 

ao ensaio controle e a segunda a interação de Hs10 com LPS. O painel inferior mostra a 

mudança de entalpia por mol de injeção de LPS (1,96 mg/mL) em solução Hs10 (4μM) em 

tampão PBS. 

 

Os dados obtidos por ITC também sugerem que o peptídeo Hs10 possui afinidade 

de ligação moderada, devido ao valor ka e kd (constante de dissociação), quando 

comparado a outros peptídeos como o esculention-1a(1–21)NH2 [Esc(1–21), 

GIFSKLAGKKIKNLLISGLKG-NH2] e o seu isômero  Esculentin-1a(1–21)-1cNH2 [Esc 

(1-21) 1C, GIFSKLAGKKIKNdLLIdSGLKG-NH2], estudado por Ghosh e 

colaboradores.47 A Tabela 14 apresenta os dados desses PAMs e do Hs10. É possível 

observar que Esc(1–21)1C e o Hs10 apresentam valores similares para ΔH e ΔS, que 

sugerem maior contribuição do termo entálpico. Além disso, esses peptídeos possuem um 
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valor muito próximo de kd, ou seja, ambos possuem uma afinidade apreciável na faixa de 

micromolar ao LPS, entretanto, mais fraca que a afinidade do Esc(1–21), já que possuem 

uma kd maior que este último. 

 Considerando a predominância de interações eletrostáticas e a afinidade moderada 

constatados por este ensaio de ITC, pode se dizer que provavelmente o mecanismo de 

ação do Hs10 está intimamente ligado à sua interação com o LPS, que ocorre 

principalmente por meio de interações eletrostáticas. 

 

Tabela 14.  Dados obtidos por ITC para os PAMs Esc(1–21), Esc(1–21)1C e Hs10. 

Parâmetros 
Peptídeos 

Esc(1–21)* Esc(1–21)1C* Hs10 

ka (M-1) (2,48 + 0,91) x 105 3,25x104 3,15x106 + 9,21 105 

ΔH (cal.mol-1) -2976 + 189,6 -25.420 -23.590 + 2019 

ΔS (cal.mol-1.deg-1) 14.7 -64,6 -49,4 

kd (μM) 4,03 30,76 31,7 

*valores retirados da referência 47. 

 

4.9. Espalhamento de Luz (DLS) 

Foi estudado o efeito do Hs10 nos agregados de LPS por meio de ensaios de DLS, 

cujos resultados estão apresentados na Figura 26.  Inicialmente, foi observado que o LPS 

em solução de tampão PBS apresentava duas populações de agregados, ou seja, uma 

distribuição bimodal, com tamanhos médios de Raio hidrodinâmico (Rh) de 67,2 e 

256,3 nm (Figura 26). Com adição de Hs10, há um aparente aumento do Rh dos 

agregados de LPS de maior tamanho, que se torna estatisticamente relevante na razão 

molar de 80:1 (peptídeo:lipídeo).  Este estudo mostra que o IAP Hs10 induz um aumento 

no tamanho dos agregados de LPS, que pode estar relacionado a uma possível redução da 

repulsão eletrostática nessas partículas.  

Cabe destacar que o efeito dos PAMs no LPS varia, isto é, eles podem promover a 

agregação ou a desagregação. Ryder et. al86 estudou o efeito dos PAMs polimixina B e 

WLBU2 (RRWVRRRRRWVRRVVRVVRRWVRR) nos agregados de LPS. Neste 

trabalho, também foi observada uma distribuição bimodal dos agregados. Os autores 

notaram que enquanto o WLUBU2 induzia agregação, gerando um aumento no Rh nas 

duas populações, a polimixina B promovia a desagregação. Segundo eles, a diminuição 

no tamanho médio das partículas induzida pela polimixina B era consistente com a ruptura 

das vesículas.86 A análise em conjunto deste ensaio com os demais experimentos 
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conduzidos pelos autores, suportaram a hipótese que o WLBU2 provavelmente se insere 

na membrana sem causar sua ruptura, enquanto a polimixina B atua desestabilizando a 

membrana e consequentemente promovendo sua ruptura. Assim, observa-se que os dados 

de DLS podem auxiliar na compreensão do mecanismo de ação de um PAM. No caso do 

Hs10 pode ser que sua ação não induza a completa ruptura da membrana, dado que não 

foi observado uma diminuição no tamanho dos agregados. 

Um ponto relevante na agregação de LPS induzida por peptídeos, é que este 

fenômeno pode reduzir toxicidade do LPS. 87 É importante lembrar que o LPS quando 

liberado na corrente sanguínea em pequenas concentrações estimula o sistema imune 

inato, mas em altas concentrações ele promove uma super produção de citocinas que 

podem resultar em um choque séptico. De acordo com a literatura,87 a interação do 

peptídeo com o LPS pode inibir a interação do LPS com receptores celulares, evitando 

assim super produção de citocinas, além de facilitar sua fagocitose por macrófagos. 

Portanto, substâncias com potencial de neutralização da endotoxina LPS são de grande 

importância no combate as bactérias Gram-negativas. Assim, esses dados sugerem que o 

IAP Hs10 pode ter esse potencial por induzir a agregação, entretanto, são necessários 

outros ensaios para confirma esta hipótese. 

 

Figura 26. Gráfico do tamanho médio dos agregados de LPS na presença de diferentes 

quantidades de HS 10 (razão mol: mol), em que * corresponde a p<0.05 e *** a 

p<0.001. 
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4.10. Avaliação da morfologia de células de E.coli tratadas com Hs10 por 

microscopia de força atômica (AFM) 

A microscopia de força atômica (AFM) foi utilizada para elucidar potenciais 

alterações morfológicas na superfície da bactéria E.coli após o tratamento com o peptídeo 

Hs10. Imagens representativas das bactérias tratadas e não tratadas (controle) são 

apresentadas na Figura 27. A imagem das bactérias não tratadas (controle) mostra E. coli 

com morfologia de bacilo em forma de bastonete característica, em contraste, as bactérias 

tratadas com o peptídeo Hs10 mostraram alterações morfológicas, como a diminuição do 

tamanho do bacilo (comprimento do controle igual a 4,08 µm e comprimento da bactéria 

tratada igual a 2,33 µm), bem como da altura da célula bacteriana, que variou de 490 µm 

a 360 µm (exibida no eixo Z). Essa alteração morfológica reforça a hipótese de que alguns 

achados nas imagens, como o indicado na Figura 27 B, podem ser referentes a um 

vazamento de conteúdo citoplasmático. Além disso, foram observados agregados de 

bactérias, que podem ser decorrentes da redução da repulsão eletrostática nas membranas 

bacterianas devido à interação do IAP Hs10 com o LPS presente na membrana externa. 

 

Figura 27. Imagens AFM de Escherichia coli ATCC 25922 (10 µm x 10 µm). (A) E. coli não 

tratada (controle); (B) E. coli após tratamento com peptídeo Hs10 em concentração sub-MIC 

(14,3 µM); (C) Perfil ao longo da linha pontilhada branca de E. coli não tratada (acima) e 

tratada (abaixo); (D) E. coli agregada após tratamento com Hs10 em concentração sub-MIC 

(14,3 µM). A seta branca mostra o vazamento de fluido citoplasmático da bactéria 
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4.11. Determinação da estrutura do Hs10 por RMN 

Por fim, a estrutura 3D do peptídeo Hs10 na presença de LPS foi investigada por 

espectroscopia de RMN. A análise conjunta dos experimentos de 1H-1H TOCSY e 1H-1H 

NOESY do peptídeo Hs10 puro e na presença de LPS permitiu que os sinais referentes 

aos hidrogênios de cada resíduo de aminoácido deste peptídeo fossem atribuídos aos seus 

respectivos deslocamentos químicos. As Figura 28 e Figura 29 destacam a região de 

impressão digital (NH-Hα) do IAP Hs10 na presença de LPS a 10μM. 

 

 

Figura 28. Região NH-Hα do TOCSY 1H-1H de 1 mM de Hs10 puro (ciano) sobrepondo-se 

ao TOCSY 1H-1H de Hs10 com LPS 10 μM (azul), a 25 ° C. 
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Figura 29. Região NH-Hα do 1H-1H NOESY de 1 mM de Hs10 com 10 μM de LPS a 25 °C. 

 

Os deslocamentos químicos de cada hidrogênio foram listados na Tabela 15. 

 

Tabela 15.  Valores de deslocamento químico de 1H (ppm) dos resíduos de aminoácido do 

peptídeo Hs10 (1 mM) em solução com LPS (10 μM) a 25 °C.  

 

Resíduo δNH δHα δHβ δoutros 

Lys1 - 3,80 1,7 γ 1,21; δ 1,53; ε 2,83 

Phe 2 8,57 4,54 2,97/2,90 - 

Asp 3 8,24 4,45 2,51/2,38 - 

Leu 4 7,99 4,11 1,46 δ 0,80 / 0,75 

Lys 5 8,21 4,16 1,62 γ 1,24; δ 1,52 

Val 6 7,94 4,02 1,91 γ 0,78 

Thr 7 8,19 4,20 3,98/1,72 γ 1,02 

Ile 8 8,10 4,02 - γ 1,03 / 0,76; δ 0,7 

Lys 9 8,26 4,12 1,68 γ 1,29; δ 1,52; ε 2,84 
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Assim como os resultados de CD, os experimentos de RMN indicaram que o Hs10 

puro em solução aquosa não apresenta uma estrutura definida, uma vez que os espectros 

de NOESY para o Hs10 puro (dado não apresentado) não apresentaram sinais de 

correlação interresidual bem definidos. Foi observado ainda que estas interações 

interresduais ficaram evidentes com a adição de uma pequena quantidade de LPS 

(10 μM), sugerindo uma estruturação do Hs10. 

Com a identificação e atribuição dos sistemas de spin dos 9 resíduos de 

aminoácidos, foram obtidas 103 restrições de distância pela conversão das informações 

de volume de NOEs e 8 ângulos diédricos. Em seguida, para o cálculo da estrutura foi 

utilizado o mesmo procedimento empregado no cálculo da estrutura do IAP Hs02 

(Capítulo 1). Ou seja, a partir desses dados um conjunto de estruturas foi calculado. As 

restrições angulares foram obtidas pelo programa CCPNMR/DANGLE que faz a 

predição de ângulos PHI e PSI (ϕ e ψ) com base na sequência de aminoácidos, nos 

deslocamentos químicos 1H experimentais e em um banco de dados de estruturas de 

proteínas conhecidas com seus deslocamentos associados.73 Além disso, as restrições de 

distância foram reavaliadas diversas vezes, após vários ciclos de cálculos, com o intuito 

de identificar e corrigir possíveis violações de distância. Ao final desses ciclos, foram 

selecionadas 10 estruturas de menor energia sem violações de distância que estão 

apresentadas Figura 30. Assim, esses cálculos revelaram que o Hs10 converge para uma 

estrutura anfifílica após a adição de LPS.  
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Figura 30. Representação em fita de (a) alinhamento do backbone e (b) estrutura de menor 

energia e (c) característica anfifílica da superfície das 10 estruturas de menor energia de Hs10 

na presença de LPS. As propriedades dos aminoácidos são mostradas no seguinte código de 

cores: vermelho para os carregados positivamente, azul claro para os carregados 

negativamente, marinho para os resíduos polares e verde para os resíduos hidrofóbicos. 

 

A família de 10 estruturas de menor energia calculadas apresentam uma face polar 

e outra apolar evidenciando a natureza anfifílica do IAP Hs10. Além disso, foi observado 

que a região N-terminal deste peptídeo exibe uma maior flexibilidade.   

Os dados estatísticos das estruturas obtidas estão relacionados na Tabela 16 e 

sugerem que a família das estruturas é convergente, uma vez que os valores de RMSD 

são baixos. A análise do gráfico Ramachandran mostrou que mais de 70% de todos os 

resíduos estão nas regiões mais favorecidas do diagrama. Além disso, os resíduos 

localizados em regiões não permitidas do diagrama correspondem a 2.9% e estão 

localizados na região N-terminal do peptídeo que estruturalmente não é bem definida, 

possuindo uma maior flexibilidade. 
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Tabela 16. Estatística estrutural para as 10 estruturas de menor energia do IAP Hs10 na 

presença de LPS a 25 ° C. 

Restrições de NOE  

Número total de restrições de distância 103 

Número de restrições intraresiduais 72 

Número de restrições sequenciais (i, i+1) 28 

Número de restrições de alcance médio (i, i+j)j=2,3,4 3 

Ângulo Diedro 8 

RMSD (Å)a   

Cadeia principal 0,917 

Todos os resíduos 2,04 

Análise do gráfico Ramachandrana  

Resíduos em regiões mais favorecidas  70% 

Resíduos em regiões permitidas  27,1% 

Resíduos em regiões não permitidas 2,9 % 
a Dados do CCPNMR usando 10 estruturas de menor energia. 

 

As informações estruturais do Hs10 no estado ativo ligado ao LPS foram obtidas 

por meio do fenômeno chamado de Efeito Nuclear Overhauser transferido (transferred 

nuclear Overhauser effect ou trNOE). Esse efeito pode ser observado quando pequenos 

ligantes, como o Hs10, em grandes quantidades estão em contato com macromoléculas 

em quantidades menores, como o LPS, acima da Concentração Micelar Crítica (CMC ~ 

14 μg/mL ou 1,6 μM).47 Nesses casos, ocorrem pequenas mudanças químicas que são 

detectadas e permitem a atribuição dos sinais de 1H. Cabe destacar que devido a pequena 

quantidade de LPS, alguns picos referentes a interações intermoleculares podem não ser 

observados e o aumento significativo da concentração de LPS pode sobrepor ou suprimir 

alguns sinais atrapalhando a atribuição. 

Como visto anteriormente no ensaio de ITC, o Hs10 tem afinidade moderada com 

o LPS. Desta forma, era esperado que a adição de uma pequena quantidade do LPS 

induzisse alguma estruturação no Hs10, com base no trNOE. De fato, foi observado o 

aparecimento de NOEs que o espectro do Hs10 puro em solução aquosa não apresenta. A 

maior parte destes sinais são referentes a NOEs Hα-HN (i, i + 1) e não foram observados 

padrões de conectividade típicos de estruturais helicoidais como Hα-HN (i, i + 3) e 

Hα-HN (i, i + 4). Assim, era esperado obter por RMN uma estrutura um arcabouço similar 

a uma folha-β, como indicado nos experimentos de CD, com algumas ressalvas em 

virtude do tamanho do peptídeo e da ausência de pontes de dissulfeto (característica desse 
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tipo de estrutura). Entretanto, os cálculos de estrutura resultaram no perfil observado na 

Figura 30, uma família de estrutura convergente, mas que não se enquadra no padrão 

regular de uma α-hélice ou folha-β e apresenta um perfil intermediário.  

Assim, a partir desses resultados, pode-se propor que a velocidade de equilíbrio 

da interação do LPS com o peptídeo Hs10 não seja rápida o suficiente para que as 

informações estruturais de trNOEs do peptídeo Hs10 na presença de LPS sejam 

completamente detectados. Dessa forma, a família de estruturas obtida corresponde a 

estrutura do peptídeo na condição utilizada para os ensaios de RMN, que pode ser 

considerada uma estruturação intermediária. Possivelmente, se a afinidade Hs10/LPS 

fosse um pouco maior ou se a velocidade de equilíbrio entre os estados ligado e livre do 

peptídeo com o LPS fosse mais rápida, a condição utilizada poderia ter sido suficiente 

para a análise estrutural por meio do efeito trNOE. Cabe destacar que o ajuste para a 

obtenção da condição ideal pode não ser uma tarefa simples, uma vez que maiores 

quantidades de LPS podem sobrepor ou suprimir os sinais do IAP.  Por fim, é importante 

lembrar que a atividade antimicrobiana não é adstrita a estruturas do tipo α-hélice ou 

folha-β, a formação de uma estrutura anfifílica tem se mostrado um dos fatores 

determinantes na atividade antimicrobiana, e a estrutura obtida nas condições deste 

experimento que se supõe ser intermediária apresenta tal característica. 

 

5. Conclusões  

O estudo estrutural do IAP Hs02, composto por 16 resíduos de aminoácidos e 

oriundo da proteína miosina não convencional-Ih, foi realizado por meio da técnica de 

RMN em solução e na presença de micelas de DPC-d38. As informações intra- e 

interresiduais fornecidas pelos experimentos bidimensionais 1H-1H TOCSY e 1H-1H 

NOESY permitiram identificar que o peptídeo Hs02 apresenta uma estrutura helicoidal 

anfifílica bem definida que se estende entre os resíduos Ala3-Phe14, com sua face polar 

enriquecida com resíduos carregados positivamente. Ademais, foi observada certa 

flexibilidade na cadeia lateral do Trp2, em sua região N-terminal, que pode estar 

interagindo com a membrana microbiana por meio de interações do tipo cátion-pi. Assim, 

a potente atividade antimicrobiana do Hs02 pode estar relacionada a sua estrutura 

anfifílica helicoidal bem definida que permite que este IAP interaja tanto com a região 

hidrofílica quanto com a região hidrofóbica desestabilizando a membrana microbiana. 
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Seis novos potenciais IAPs, também oriundos de proteínas humanas, foram 

selecionados com o auxílio do programa Kamal. Dentre os quatro peptídeos testados 

(Hs05, Hs06, Hs07 e Hs10), apenas o Hs10 apresentou atividade antimicrobiana. Em 

geral, a metodologia utilizada para localizar fragmentos internos de proteínas com 

atividade antimicrobiana apresenta grande potencial. Entretanto, por se tratar de 

moléculas complexas, ainda, são necessários testes biológicos para constatar se 

apresentam atividade antimicrobiana. Outro ponto observado neste estudo é que o número 

limitado de proteínas utilizadas para a varredura resultou em peptídeos com propriedades 

físico-químicas aproximadas as desejadas. Assim, é necessário o uso de bibliotecas 

maiores para aumentar a probabilidade de encontrar peptídeos com atividade 

antimicrobiana. Entretanto, mesmo com o número restrito de proteínas utilizado neste 

trabalho, foi possível encontrar o IAP Hs10.  

O IAP Hs10 é um peptídeo curto, com apenas 9 resíduos de aminoácido, encriptado 

na proteína humana Complemento C3. Nesse trabalho, o peptídeo Hs10 foi sintetizado e 

purificado com sucesso. Por meio de testes in vitro, foi possível verificar que ele apresenta 

atividade antimicrobiana apenas contra bactérias Gram-negativas e baixa citotoxicidade 

em fibroblastos humanos. Cabe destacar que esta seletividade na sua ação antibiótica não 

é uma característica inerente a PAMs com estrutura similar. Este peptídeo apresenta ainda 

efeito aditivo ao ser utilizado em associação com o IAP Hs02, ou seja, um efeito 

correspondente à soma dos efeitos separados dos IAPs, com um a redução na dosagem de 

ambos, o que pode resultar em uma menor citotoxicidade e demonstra seu potencial para 

ser um candidato para estudos de terapias combinada 

Ensaios de CD indicaram que apenas na presença de membranas biomiméticas 

aniônicas e de LPS, as moléculas de Hs10 se estruturam.  Os resultados de ITC apontaram 

que a interação com o LPS ocorre principalmente por meio de interações eletrostáticas. 

Dessa forma, a análise em conjunto destes dados sugere que o LPS, principal componente 

da membrana externa da bactérias Gram-negativas, está relacionada de alguma forma ao 

mecanismo de ação deste IAP. Isso confere certa seletividade ao Hs10, uma vez que 

bactérias Gram-positivas não possuem uma membrana externa composta por LPS. Além 

disso, foi observado ainda nos experimentos de DLS que o IAP Hs10 induz um aumento 

no tamanho dos agregados de LPS, que pode estar relacionado a uma possível redução da 

repulsão eletrostática nessas partículas, o que pode contribuir para neutralização do LPS 

que quando liberado em grandes quantidades na corrente sanguínea pode resultar em 
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sepse. Essa redução na repulsão eletrostática pode explicar os agregados de bacilos 

observados nas imagens realizadas por AFM, que também evidenciaram uma redução no 

tamanho dos bacilos e extravasamento de conteúdo citoplasmático.  

Por fim, apesar dos resultados de CD indicarem que o peptídeo apresenta um 

arcabouço similar a uma folha-β na presença de LPS, os cálculos da estrutura 3D deste 

IAP na presença de pequenas quantidades LPS revelaram uma estrutura que não se 

enquadra no padrão regular de uma α-hélice ou folha-β. Supõe-se que o perfil apresentado 

corresponda a uma estruturação intermediária devido a velocidade de equilíbrio da 

interação do LPS com o peptídeo Hs10 não ser rápida o suficiente para que as informações 

estruturais de trNOEs sejam completamente detectadas. 

Desse modo, o peptídeo Hs10 é um IAP promissor, uma vez que apresenta atividade 

antimicrobiana e uma possível seletividade para bactérias Gram-negativas, com um 

reduzido custo de produção por ser um peptídeo sintético de 9 resíduos de aminoácidos. 

Por fim, este trabalho traz como perspectiva a possibilidade de aplicar a metodologia aqui 

empregada em uma maior base de dados (estrutura primária de proteínas), bem como de 

uma maior diversidade de organismos de origem para se obter IAPs com similar ou maior 

potência.  
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Anexo A 

Espectro de TOCSY e NOESY do IAP HS02   

 

 

Figura C1. Espectro de 1H-1H TOCSY do Hs02 (2 mM) na presença de 50 mM de DPC-d38 

a 25 ° C e pH 7. 
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Figura C2. Espectro de 1H-1H NOESY do Hs02 (2 mM) na presença de 50 mM de DPC-d38 

a 25 ° C e pH 7. 
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Anexo B 

Lista de proteínas superexpressas no sangue humano durante infecções virais. 

Proteína código 

2-5A synthetase P00973 

Haptoglobin P00738  

IgA P11912 

APOA2 Apolipoprotein A-II P02652  

APOC2 Apolipoprotein C-II P02655  

APOE Apolipoprotein E P02649  

C3 Complement C3  P01024  

HRG Histidine-rich glycoprotein  P04196 

IGHG1 Ig gamma-1 chain C region  P01857 

IGKC Ig kappa chain C region  P01834  

IGHM Ig mu chain C region P01871 

APOC3 Apolipoprotein C-III  (HIV eHCV) P02656 

POTEE POTE ankyrin domain family member E (HIV eHCV) Q6S8J3  

Ig kappa chain V-III region VG (Fragment)  P04433 

TTR Transthyretin  P02766 

IGLC1 Ig lambda chain C regions  P01842 

IGJ Immunoglobulin J chain  P01591 

Ig kappa chain V-III region NG9 (Fragment)  P01621 

APOB Apolipoprotein B-100 (HCV) P04114 

Alpha-1-antitrypsin  P01009  

Alpha-1- antichymotrypsin  P01011  

Complement component C9  P02748  

Serum albumin  P02768  

Coagulation factor XI  P03951  

Plasma kallikrein  P03952  

Scavenger receptor cysteine-rich type 1 protein M130  Q86VB7 

Tyrosine-protein kinase Mer  Q12866 

Intercellular adhesion molecule 1 P05362 

Neogenin  Q92859 

Intercellular adhesion molecule 2  P13598 

IgGFc-binding protein  Q9Y6R7 

Noelin  Q99784 

Polymeric immunoglobulin receptor  P01833 

Cathepsin D  P07339 

Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta  Q12913 

Lymphatic vessel endothelial hyaluronic acid receptor 1 Q9Y5Y7  

Probable G-protein coupled receptor  Q99527 

Cell adhesion molecule 1  Q9BY67 

CD166 antigen  Q13740 

https://www.uniprot.org/uniprot/P00973
https://www.uniprot.org/uniprot/P11912
https://www.uniprot.org/uniprot/Q86VB7
https://www.uniprot.org/uniprot/Q12866
https://www.uniprot.org/uniprot/P05362
https://www.uniprot.org/uniprot/Q92859
https://www.uniprot.org/uniprot/P13598
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y6R7
https://www.uniprot.org/uniprot/Q99784
https://www.uniprot.org/uniprot/P01833
https://www.uniprot.org/uniprot/P07339
https://www.uniprot.org/uniprot/Q12913
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y5Y7
https://www.uniprot.org/uniprot/Q99527
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9BY67
https://www.uniprot.org/uniprot/Q13740
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Interleukin-6 receptor subunit beta  P40189 

Adenosine deaminase CECR1  Q9NZK5  

Galectin-3-binding protein  Q08380 

L-selectin  P14151 

Phospholipid transfer protein  P55058 

Vascular cell adhesion protein 1  P19320 

Alpha-2-macroglobulin  P01023 

Protein HEG homolog 1  Q9ULI3  

Fibulin 1  P23142 

Von Willebrand fator P04275 

Ig mu chain C region P01871 

Lumican  P51884 

ICOS ligand  O75144 

Transferrin receptor protein 1 P02786 

Ig gamma-3 chain C region  P01860 

Macrophage receptor MARCO  Q9UEW3  

Complement factor H-related protein 1  Q03591 

Complement component C8 alpha chain P07357 

Heparin cofactor 2  P05546 

Serum paraoxonase/lactonase 3 Q15166 

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3  Q06033 

Apolipoprotein F  Q13790 

Complement factor H-related protein 3  Q02985 

KPYM_HUMAN Pyruvate kinase isozymes M1/M2 - Homo sapiens (Human) P14618 

TLN1_HUMAN Talin-1 - Homo sapiens (Human) Q9Y490 

LDHB_HUMAN L-lactate dehydrogenase B chain - Homo sapiens (Human) P07195 

CAP1_HUMAN Adenylyl cyclase-associated protein 1 - Homo sapiens 

(Human) 
Q01518 

ENOA_HUMAN Alpha-enolase - Homo sapiens (Human) P06733 

EHD3_HUMAN EH domain-containing protein 3 - Homo sapiens (Human) Q9NZN3  

COR1C_HUMAN Coronin-1C - Homo sapiens (Human) Q9ULV4  

ST1A3_HUMAN Sulfotransferase 1A3/1A4 – Homo sapiens (Human) P0DMM9 

FLNA_HUMAN Filamin-A - Homo sapiens (Human) P21333 

VINC_HUMAN Vinculin - Homo sapiens (Human) P18206 

IGKC_HUMAN Ig kappa chain C region – Homo sapiens (Human) P01834 

GNB1_HUMAN Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit 

beta-1 - Homo sapiens (Human) 
P62873 

ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 P60709 

Apo E P02649 

Apo AI P02647 

Apo AII P02652  

Apo AIV P06727  

Complement C4a P0C0L4 

https://www.uniprot.org/uniprot/P40189
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9NZK5
https://www.uniprot.org/uniprot/Q08380
https://www.uniprot.org/uniprot/P14151
https://www.uniprot.org/uniprot/P55058
https://www.uniprot.org/uniprot/P19320
https://www.uniprot.org/uniprot/P01023
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9ULI3
https://www.uniprot.org/uniprot/P23142
https://www.uniprot.org/uniprot/P04275
https://www.uniprot.org/uniprot/P01871
https://www.uniprot.org/uniprot/P51884
https://www.uniprot.org/uniprot/O75144
https://www.uniprot.org/uniprot/P02786
https://www.uniprot.org/uniprot/P01860
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Complement C4b P0C0L5   

Serum amyloid protein A (SAA)d P02735  

Ceruloplasmin P00450 
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Anexo C 

Tabela A1. Valores de massa dos aminoácidos utilizados na SPFS para a escala de 0,15mmol. 

 

Aminoácido Reagente 4 equivalentes (mg) 

A Fmoc-Ala-OH 186,8 

C Fmoc-Cys(Trt)-OH 351,4 

D Fmoc-Asp(OtBu)-OH 246,9 

E Fmoc-Glu(OtBu)-OH 255,3 

F Fmoc-Phe-OH 232,5 

G Fmoc-Gly-OH 178,4 

H Fmoc-His(Trt)-OH 371,8 

I Fmoc-Ile-OH 212,1 

K Fmoc-Lys(Boc)-OH 281,1 

M Fmoc-Met-OH 222,9 

N Fmoc-Asn(Trt)-OH 358,0 

P Fmoc-Pro-OH 202,42 

Q Fmoc-Gln(trt)-OH 366,4 

R Fmoc-Arg(Pbf)-OH 389,3 

S Fmoc-Ser(tBu)-OH 230,1 

T Fmoc-Thr(tBu)-OH 238,5 

V Fmoc-Val-OH 203,6 

W Fmoc-Trp(Boc)-OH 316,0 

Y Fmoc-Tyr(tBu)-OH 275,7 

L Fmoc-Leu-OH 212,0 
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Anexo D 

Cromatogramas da purificação dos peptídeos. 

 

 

 

 

 

Figura D1. Cromatogramas da purificação dos peptídeos H05 e H06. 
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Figura D2. Cromatogramas da purificação dos peptídeos H07 e H08. 

 

 

 

 

Datafile Name:2019.01.15_Pep1_enzo1.lcd
Sample Name:2019.01.15_Pep1_enzo
Sample ID:2019.01.15_Pep1_enzo

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min

-50

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800

mAU

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

%
B.Conc216nm,4nm 216nm,4nm 

2
2
.0

2
2

Datafile Name:2019.04.12_pep5_corrida3.lcd
Sample Name:2019.04.12_pep5_corrida3
Sample ID:2019.04.12_pep5_corrida3

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

mAU

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

%
B.Conc216nm,4nm 216nm,4nm 

3
1
.2

4
7

H07 

H08 



 

97 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura D3. Cromatogramas da purificação dos peptídeos H9 e Hs10. 

 

 

 

 

Datafile Name:2019.04.12_pep2_trns2.lcd
Sample Name:2019.04.12_pep2_trns
Sample ID:2019.04.12_pep2_trns

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min

-25

0

25

50

75

100

125

150

175

200

225

mAU

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

%
B.Conc216nm,4nm 216nm,4nm 

2
5
.1

8
3

Datafile Name:2019.01.14_Pep3_beta_Michele2.lcd
Sample Name:2019.01.14_Pep3_beta_Michele
Sample ID:2019.01.14_Pep3_beta_Michele

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

mAU

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

%
B.Conc216nm,4nm 216nm,4nm 

2
2
.0

2
8

H09 

Hs10 



 

98 
 

Anexo E 

 

 

 

Figura E1. Espectro EM dos peptídeos após a purificação por CLAE (a) H05 ([M+H]+ = 

2409,425 Da) e (b) H06 ([M+H]+ = 1867,201 Da). 
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Figura E2. Espectro EM dos peptídeos após a purificação por CLAE (a) H07 ([M+H]+ = 

1761,164 Da) e (b) H08 ([M+H]+ = 191,150 Da). 
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Figura E3. Espectro EM dos peptídeos após a purificação por CLAE (a) H09 ([M+H]+ = 

1642,988Da) e (b) Hs10 ([M+H]+ = 1090,728 Da). 
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Anexo F 

 

Tabela F1. Relação de aminoácidos com suas respectivas massas monoisotópicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

** Retirado de http://www.bmrb.wisc.edu/ref_info/statful.htm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aminoácido 
Símbolo de 

uma letra 

Símbolo de 

três letras 

Massa 

monoisotópica** 

Ácido aspártico D Asp 115,03 

Ácido glutâmico E Glu 129,04 

Alanina A Ala 71,04 

Arginina R Arg 156,10 

Asparagina N Asn 114,04 

Cisteína C Cys 103,01 

Fenilalanina F Phe 147,07 

Glicina G Gly 57,02 

Glutamina Q Gln 128,06 

Histidina H His 137,00 

Isoleucina I Ile 113,08 

Leucina L Leu 113,08 

Lisina K Lys 128,09 

Metionina M Met 131,04 

Prolina P Pro 97,05 

Serina S Ser 87,03 

Tirosina Y Tyr 163,06 

Treonina T Thr 101,05 

Triptofano W Trp 186,08 

Valina V Val 99,07 

http://www.bmrb.wisc.edu/ref_info/statful.htm
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Anexo G 

Estrutura dos Aminoácidos 

 

 

Retirado de http://www.bmrb.wisc.edu/ref_info/statful.htm 

 

http://www.bmrb.wisc.edu/ref_info/statful.htm
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