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RESUMO 

 

A necessidade de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos cresce à medida que se 

torna maior a resistência de microrganismos aos antibióticos usualmente empregados. Nesse 

sentido, os peptídeos antimicrobianos (PAMs) surgem como uma excelente alternativa para o 

desenvolvimento de novos antibióticos. O presente trabalho propôs a síntese do peptídeo 

antimicrobiano LyeTx-I para estudos de mecanismo de ação em membranas bacterianas, 

empregando diferentes técnicas biofísicas e estruturais. O peptídeo LyeTx-I, composto por 24 

resíduos de aminoácidos, foi isolado pela primeira vez do veneno de aracnídeos da espécie 

Lycosa erythrognata. Utilizando como técnicas principais a ITC e a RMN para obtenção de 

parâmetros cinéticos, termodinâmicos e da interação peptídeo-membrana, foi possível avaliar 

a relação estrutura e atividade do peptídeo LyeTx-I.  Foram utilizadas ainda, técnicas 

complementares de CD, extravasamento de CF, fluorescência de Trp, DLS e, potencial zeta 

para obter informações adicionais acerca do modo de interação do peptídeo. Observou-se a 

predominância de conformação helicoidal do peptídeo LyeTx-I, tanto em meios biomiméticos 

zwitteriônicos, quanto em meios aniônicos. Em meios aniônicos, observou-se maior conteúdo 

de α-hélice, bem como maior constante de interação, enquanto que em presença de ambientes 

zwitteriônicas foram observadas menor helicidade e constante de interação. Os dados 

termodinâmicos, obtidos para ambos os meios, mostraram que o processo de interação 

peptídeo-membrana é dirigido principalmente pela componente entrópica, uma vez que a 

componente entálpica é menor. Os dados estruturais e termodinâmicos foram coerentes com 

os demais estudos biofísicos. Foi observada a partir da análise de extravasamento de CF 

maior capacidade de formação de poros no meio aniônico. Os dados de fluorescência 

intrínseca de Trp e de supressão de fluorescência por acrilamida mostraram maior mudança de 

ambiente químico para apolar, do resíduo de Trp-2, quando em presença de meio biomimético 

aniônico. Dessa forma, o peptídeo apresenta maior capacidade de permeabilizar a membrana 

aniônica. Além disso, o estudo comparativo entre os meios zwitteriônicos e aniônicos, 

permitiu verificar que, embora a interação eletrostática seja importante para a interação 

peptídeo-membrana, a permeabilização do LyeTx-I na membrana fosfolipídica é fundamental 

para a lise celular. Dessa forma, este estudo mostra que o peptídeo LyeTx-I apresenta elevada 

preferência por interação com bicamadas fosfolipídicas aniônicas, o que faz dele um potencial 

agente bactericida. 

 

Palavras-chaves: Peptídeo antimicrobiano, interação peptídeo-membrana, relação estrutura 

atividade. 
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ABSTRACT 

 

The demand for the development of new antimicrobial agents increases in line with the 

resistance of microorganisms to the antibiotics usually employed. In this sense, antimicrobial 

peptides (AMPs) appear as an alternative to the classical antibiotics. The present work 

proposed the synthesis of the antimicrobial peptide LyeTx-I for studies of mechanism of 

action in bacterial membranes using a set of biophysical and structural techniques. LyeTx-I 

peptide is composed of 24 amino acid residues and was isolated for the first time from the 

venom of the Lycosa erythrognata arachnid species. In order to evaluate the structure-activity 

relationship of the LyeTx-I, we have employed ITC and NMR as main techniques to obtain 

the kinetic, thermodynamic and structural parameters of the peptide-membrane interaction. 

Complementary measurements of CD, CF extravasation, Trp fluorescence, DLS and zeta 

potential were also used as additional information about the mode of action of the peptide. 

The -helical conformation of the LyeTx-I peptide was observed either in presence of 

zwitterionic and anionic biomimetic media. Nevertheless, a higher α-helix content and 

interaction constant was observed for LyeTx-I in all anionic media when compared to the 

zwitterionic environments. The thermodynamic data gathered in both media, showed that the 

peptide-membrane interaction is driven mainly by the entropic contributions, since the 

enthalpic component is smaller. The structural and thermodynamic data were consistent with 

the complementary biophysical experiments. It was observed from the CF extravasation a 

greater capacity of pore formation in the anionic medium. Intrinsic Trp fluorescence showed 

also a greater change of the residue of Trp-2 to the apolar chemical environment in the 

presence of anionic biomimetic medium. In this way, the peptide presents a higher capacity to 

permeabilize the anionic membrane. In addition, the comparative study between the 

zwitterionic and anionic media, reveals that, although the electrostatic interaction is important 

to the peptide-membrane interaction, the permeabilization of the LyeTx-I peptide in the 

phospholipid membrane is fundamental for the cellular lysis. Finally, the study clearly shows 

the high preference of LyeTx-I for interacting anionic phospholipid bilayers, which makes it a 

potential bactericidal agent. 

 

Key words: Antimicrobial peptide, peptide-membrane interaction, structure-activity 

relationship.    
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1. Introdução 

A LyeTx-I é um peptídeo antimicrobiano composto de 25 resíduos de 

aminoácidos (IWLTALKFLGKNLGKHLAKQQLAKL-NH2), com caráter catiônico. Esse 

peptídeo é isolado do veneno da aranha Lycosa erythrognatha, também conhecida como 

aranha lobo (Yan e Adams, 1998). Estudos publicados em 2004 por Prates e colaboradores 

(Prates et al., 2004), demonstraram que o LyeTx-I apresenta atividade contra bactérias Gram-

positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli) e atividade antifúngica 

(Candida krusei e Cryptococcus neoformans), acompanhada de uma baixa atividade 

hemolítica. Essas características fazem do LyeTx-I um potencial agente antimicrobiano e 

importante alvo de estudos (Yan e Adams, 1998; Prates et al., 2004). 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) representam da maior classe de peptídeos 

naturais e são encontrados em diversos organismos vivos. Além das propriedades 

antimicrobianas, esses peptídeos também têm apresentado atividades antitumorais, antivirais 

entre outras, que os colocaram em posição de destaque como alternativa para o 

desenvolvimento de novo arsenal terapêutico (Nguyen et al., 2011). Em sua maioria os PAMs 

atuam como componente do sistema imune inato (Bachere et al., 2004; Izadpanah e Gallo, 

2005; Verly, 2010; Gaspar et al., 2013). Esses peptídeos também são encontrados em grande 

quantidade em locais lesionados nos seres vivos, principalmente quando ocorrem processos 

inflamatórios (Izadpanah e Gallo, 2005; Jenssen, Håvard et al., 2006) 

O modo de ação dos PAMs vem sendo estudado, e alguns fatores indicam que 

esses compostos exercem suas atividades diretamente na membrana celular, ao invés de 

interagirem apenas com alvos intracelulares específicos como os antibióticos convencionais, o 

que dificulta o desenvolvimento de resistência bacteriana (Hancock e Sahl, 2006; Cho et al., 

2009). Os peptídeos antimicrobianos, em sua maioria, não apresentam conformação definida 

quando em solução aquosa. Entretanto, ao entrarem em contato com a bicamada fosfolipídica, 

adquirem uma conformação, ou estrutura secundária, que permite melhor interação com a 

membrana bacteriana (Bechinger, Burkhard e Lohner, Karl, 2006). Apesar de existirem 

diversas conformações possíveis, as estruturas secundárias mais comumente observadas para 

PAMs são a α-hélice e a β-folha. 

Os modelos de mecanismo de ação, atualmente propostos para peptídeos 

antimicrobianos indicam que a interação ocorre por uma contribuição dos efeitos 
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eletrostáticos e hidrofóbicos (Sanderson, 2005; Wang et al., 2014; Lee et al., 2016). 

Entretanto, os mecanismos de permeabilização da membrana bacteriana ainda não são 

totalmente elucidados. Inicialmente, foram propostos três mecanismos para peptídeos 

estruturados em α-hélice: carpet-like (formação de carpete), barrel-stave (formação de barril) 

e detergent-like (efeito detergente) (Shai, 2002; Bechinger, Burkhard e Lohner, Karl, 2006; 

Ong et al., 2014). Mais recentemente, alguns mecanismos de ação de PAMs, como o de auto-

associação, começaram a ser abordados. Esse fenômeno é mais comumente observado em 

peptídeos anfipáticos, uma vez que ele envolve a formação de superestruturas compostas por 

diversas cadeias peptídicas estabilizadas por interações intermoleculares, do tipo ligação de 

dissulfeto, entre si (Bahar e Ren, 2013; Lee et al., 2013). Este fenômeno pode modificar a 

carga superficial, e a estrutura secundária, influenciando a interação de peptídeos com as 

membranas fosfolipídicas (Tian et al., 2015). Alguns peptídeos que atuam em alvos 

intracelulares, também precisam atravessar a membrana celular e, portanto, interagir com ela 

de alguma maneira. O modo de ação intracelular pode envolver inibição da síntese de um 

determinado componente da parede celular, ou de componentes metabólicos da célula, além 

da inibição de atividade enzimática, ou ainda, alterações na formação da membrana 

citoplasmática (Ritchie et al., 2009) 

De modo geral, o processo de interação peptídeo-membrana é uma etapa 

importante para que os peptídeos desempenhem atividade biológica. A fim de aprofundar os 

estudos acerca do modo de interação de peptídeos, diversos meios biomiméticos podem ser 

preparados, tais como vesículas fosfolipídicas, micelas, bicelas, nanodiscos entre outros 

(Ritchie et al., 2009; Verly, 2010). Esses meios biomiméticos podem ser preparados em 

diferentes composições e utilizados em diversas técnicas para estudos estruturais e biofísicos. 

Dentre as técnicas aplicadas nesse tipo de estudo, pode-se ressaltar Dicroísmo Circular (CD), 

Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS), Potencial zeta (ζ), Calorimetria de Titulação 

Isotérmica ITC e a Ressonância Magnética Nuclear (RMN), entre outras. Nesse sentido, este 

trabalho, propõe a utilização dessas técnicas físico-químicas e de análise estrutural, bem como 

outras técnicas biofísicas, como extravasamento de carboxifluoresceína (CF), fluorescência 

intrínseca de triptofano (Trp), para o estudo do modo de interação do peptídeo antimicrobiano 

LyeTx-I com membranas fosfolipídicas de composições variadas.   
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2. Revisão bibliográfica  

2.1. Peptídeos Antimicrobianos (PAMs) 

 

O crescente número de microrganismos infecciosos, resistentes aos antibióticos 

convencionais, representa um problema de saúde pública cada vez mais preocupante 

(Abraham et al., 2005). O aumento da resistência de microrganismos aos antibióticos 

convencionais tem resultado na recorrência de infecções graves em todo o mundo (Malanovic 

e Lohner, 2016). Contudo, o desenvolvimento de novos fármacos capazes de desenvolver 

atividade biológica por meio de mecanismos diferenciados ainda é limitado (Abraham et al., 

2005). Nesse contexto, o uso de substâncias naturais, ou de análogos sintéticos, como novos 

agentes antimicrobianos é bastante promissor. Os peptídeos antimicrobianos (PAMs), 

componentes do sistema imune inato, também conhecidos como peptídeos de defesa do 

hospedeiro, consistem em uma das estratégias de defesa mais antigas contra infecções da 

maioria dos organismos vivos. Devido ao seu amplo espectro de atividades biológicas 

(antibiótico, anti-inflamatório, antiviral, antitumoral, imunomodulatório, entre outros), os 

PAMs se tornaram alternativa promissora para o desenvolvimento de novas drogas (Nguyen 

et al., 2011; Perez Espitia et al., 2012; Kosikowska e Lesner, 2016; Malanovic e Lohner, 

2016). 

Emil Fischer, foi o primeiro a adotar a hipótese de que proteínas eram constituídas 

de aminoácidos unidos entre si por ligações que ele denominou “ligações peptídicas”. Essa 

hipótese baseou-se em testes de hidrólise de proteínas, elucidação dos produtos formados pela 

hidrólise, síntese de polímeros de aminoácidos, e comparação das propriedades das proteínas 

com polímeros sintéticos. A primeira proteína caracterizada, por sequenciamento e 

determinação estrutural, foi a insulina em 1945 por Sanger (Sanger, 1945), tendo sua estrutura 

completamente elucidada, incluindo as posições das ligações dissulfeto, em 1955 (Juliano, 

1990). Esses compostos são encontrados em diversos organismos vivos, e muitas vezes 

isolados para estudos químicos e biológicos (Perez Espitia et al., 2012; Kosikowska e Lesner, 

2016). 

Os primeiros estudos com peptídeos antimicrobianos naturais datam de 1939, 

quando a gramicidina foi isolada de bactérias do solo Bacillus brevis (Dubos, 1939a; b). Esse 

peptídeo apresentou atividade contra diversas espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. A gramicidina também foi o primeiro peptídeo a ser introduzido no mercado como 

princípio ativo de antibiótico de uso tópico, muito aplicado em oftalmologia. Entretanto, a 
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real explosão de interesse no uso terapêutico de peptídeos aconteceu por volta dos anos 80, 

quando essas substâncias começaram a ser isolados de diferentes espécies de anuros e insetos 

(Sorensen et al., 2006; Kosikowska e Lesner, 2016). As cecropinas e as mangaininas são 

exemplos de peptídeos que foram isolados e caracterizados pela primeira vez na década de 80 

(Kosikowska e Lesner, 2016).  

Ao longo dos anos, os PAMs têm sido encontrados em diversos tipos de 

organismos, inclusive em veneno de artrópodes, especialmente escorpiões e aranhas. Os 

estudos com aracnídeos do gênero Lycosa sp. datam de 1989, quando foi publicado o primeiro 

estudo acerca da atividade antimicrobiana do veneno da aranha Lycosa singoriensis (Yonghua 

e Xianming, 1989; Santos et al., 2009). Em 1998 foram isoladas as lycotoxinas I e II do 

veneno da aranha L. carolinensis. Esses peptídeos foram caracterizados com estruturas 

amfipáticas α-helicoidais típica de PAMs, e apresentaram atividade contra batérias gram-

positivas e –negativas (Yonghua e Xianming, 1989; Budnik et al., 2004; Liu et al., 2009). A 

partir daí diversos trabalhos explorando peptídeos provenientes do veneno dos representantes 

desse gênero vêm sendo desenvolvidos, bem como análogos desses peptídeos naturais (Santos 

et al., 2009; Fuscaldi et al., 2016).  

Entretanto, muitas vezes a quantidade de PAMs que pode ser extraída dos 

organismos é pequena para o desenvolvimento de alguns estudos biológicos, estruturais e 

biofísicos (Nguyen et al., 2011; Kosikowska e Lesner, 2016). Nesse sentido, é crescente o 

número de pesquisas explorando a síntese de peptídeos para o estudo de suas propriedades e 

aplicações em diversas áreas (Perez Espitia et al., 2012). A síntese possibilita ainda explorar 

novas estruturas a partir de modificações em peptídeos naturais, como a utilização de 

marcadores, o desenvolvimento de epítopos específicos, entre outras estratégias (Nguyen et 

al., 2011). 

Já existem PAMs utilizados como fármacos comerciais. A Polimixina-B consiste 

em um medicamento a base de polipeptídeos derivados da B. polymyxa (B. aerosporus). É um 

antibiótico utilizado para o tratamento de infecções do trato urinário, meninges e sangue, 

causadas por cepas bacterianas susceptíveis como P. Aeruginosa, H. Influenzae, Escherichia 

coli, Aerobacter aerogenes (Bulaj; Kosikowska e Lesner, 2016). 

Fuzeon® é uma droga indicada para o tratamento da infecção por HIV-1 em 

combinação com outros agentes anti-retrovirais.O Fuzeon é um peptídeo, composto de 36 

resíduos de aminoácidos, capaz de se ligar à cadeia de repetição heptavalente (HR1) da 

glicoproteína gp41 do HIV e com isso inibir o seu rearranjo estrutural. Dessa forma, o Fuzeon 

é capaz de bloquear a entrada do vírus na célula (Bulaj; Kosikowska e Lesner, 2016). 
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A Gramicidina também é um peptídeo já utilizado como antibiótico componente 

de pomadas dermatológicas e medicamentos. A gramicidina apresenta atividade biológica 

contra bactérias Gram-positivas (Bulaj; Kosikowska e Lesner, 2016). Esses são alguns 

exemplos de medicamentos à base de peptídeos já comercializados.  

 

2.2. Síntese de peptídeo em fase sólida 

 

Existem basicamente três métodos de síntese de peptídeos: a síntese enzimática, a 

síntese via DNA recombinante e a síntese química, que se divide entre síntese em solução, ou 

clássica, e a síntese em fase sólida. A primeira delas consiste na aplicação de enzimas 

proteolíticas que em condições específicas, são capazes de promover a formação das ligações 

peptídicas (Clapés et al., 1990; Guzmán et al., 2007). A síntese química em solução utiliza-se 

de métodos convencionais de síntese orgânica, embora trabalhos mais recentes vêm 

apresentando novas estratégias empregando grupos protetores específicos (Carpino et al., 

2003; Tsuda e Okada, 2012; Wu et al., 2014). E por fim a síntese em fase sólida, na qual o 

peptídeo é sintetizado ancorado em um suporte sólido insolúvel, do qual só é removido ao 

final (Juliano, 1990; Nguyen et al., 2011; Stawikowski e Fields, 2012). 

A síntese de peptídeo em fase sólida (SPFS) apresenta algumas vantagens 

comparadas às demais. Por se tratar de um processo de síntese linear, geralmente apresenta 

melhor rendimento global e menor formação de subproduto em comparação com a síntese em 

solução. Essa metodologia inicia-se a partir de um suporte sólido polimérico insolúvel nas 

condições de síntese, funcionalizada com um ligante capaz de ancorar o peptídeo. Dentro da 

SPFS duas estratégias são as mais comumente exploradas, empregando os grupos protetores t-

butoxicarbonila Boc ou 9-fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc) (Coin et al., 2007). Na primeira 

metodologia, todos os derivados de aminoácidos utilizados para a síntese contêm o grupo 

amino protegido pelo grupo protetor Boc e, na segunda, pelo Fmoc. Essa diferença altera as 

condições de reação para cada estratégia (Nguyen et al., 2011). A SPFS via estratégia Fmoc 

foi empregada para obtenção dos peptídeos deste trabalho e, portanto, será mais detalhada 

adiante. 

O grupo amino protetor Fmoc é removido em meio básico, normalmente 

empregando-se soluções de piperidina ou de derivados de piperidina (Chan e White, 2000). 

Diversos trabalhos mostram que este grupo pode ser removido em presença de bases 

orgânicas fortes como 1,8-diazobiciclo[5.4.0]undec-7-eno (DBU), azida de sódio (Chen et al., 

2014) ou fluoreto de tetrabutilamônio (Ueki e Amemiya, 1987). Entretanto, esses meios são 
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mais propensos a ocorrências de reações secundárias. Após a desproteção, é feito o 

acoplamento do derivado de aminoácido ativado por catalisadores como carbodiimidas e 

ésteres. A síntese consiste em etapas sucessivas de desproteção e acoplamento até a obtenção 

da sequência peptídica desejada. Ao final da síntese é feita a clivagem do peptídeo da resina, 

removendo os grupos protetores de cadeia lateral, que são reativos em meio ácido, e 

liberando-o da resina. Durante o processo de clivagem, são formados carbocátions, 

intermediários altamente reativos e, para evitar a formação de subprodutos provenientes de 

reações com esses compostos, são adicionadas espécies nucleofílicas como 1,2-etanoditiol 

(Strömstedt et al.) e triisopropilsilano (TIS) (Chan e White, 2000).  

Apesar de a SPFS ser considerada bastante eficiente, algumas dificuldades podem 

ser encontradas durante a sua realização. Já foram observados problemas associados às etapas 

de desproteção e acoplamento de determinados resíduos de aminoácidos, principalmente 

devido ao impedimento estérico ou à agregação das cadeias peptídicas em construção. 

Entretanto, esses problemas podem ser contornados com a utilização de bases orgânicas fortes 

como DBU, aumento do tempo reacional, usando ativadores mais fortes, ou com a aplicação 

de solventes capazes de solvatar as cadeias laterais. Existem ainda dificuldades relacionadas a 

alguns resíduos de aminoácidos específicos, como o ácido aspártico – que pode sofrer reações 

secundárias em sua cadeia lateral, formando estruturas como a aspartamina ou piperidida – e a 

prolina – que pode formar derivados como a dicetopiperazina. Pode ser observada também a 

ocorrência de oxidação de grupos tio éteres, caracterizados por uma diferença de massa de 16 

Da. Apesar desses problemas, as alternativas para solucioná-los são bastante acessíveis e têm 

possibilitado a obtenção de bons resultados (Coin et al., 2007). 

 

2.3. Relação estrutura atividade 

 

Os mecanismos pelos quais os peptídeos antimicrobianos exercem atividade 

biológica ainda não são completamente elucidados. É difícil identificar ou definir uma 

sequência padrão capaz de desempenhar atividade biológica efetiva (Kosikowska e Lesner, 

2016). Muitos peptídeos atuam nas membranas celulares de bactérias para exercer atividade, 

em contraste com os antibióticos convencionais que geralmente atuam em alvos específicos. 

Essa característica confere uma vantagem para os PAMs em relação aos antibióticos 

convencionais. Estudos com PAMs como da classe da mangainina e da indolicina, mostraram 

múltiplos modos de ação, o que sugere que eles podem mudar de estratégia para aumentar a 

eficiência e evitar o desenvolvimento de mecanismos de resistência (Lohner e Prenner, 1999). 
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É possível identificar características estruturais cruciais para a atividade dos 

PAMs (Powers e Hancock, 2003; Brand et al., 2012). Em primeiro lugar, a maioria dos PAMs 

apresenta carga líquida positiva, o que torna possível a atração eletrostática com membranas 

celulares aniônicas de microrganismos, sendo ao mesmo tempo pouco reativa com células 

eucariotas, que comumente apresentam carga líquida nula. Outra característica específica dos 

PAMs é a hidrofobicidade, que define as propriedades membranolíticas e a penetração celular 

(Wang et al., 2014; Lee et al., 2016). A anfipaticidade das sequências peptídicas está 

diretamente relacionada à conformação que os peptídeos adotam ao entrarem em contato com 

a membrana celular, sendo mais comumente encontradas para essa classe de peptídeos as 

conformações em α-hélice e β-folha (FIG. 1A e B respectivamente, p. 8). A maioria dos 

peptídeos antimicrobianos apresentam regiões hidrofóbicas e hidrofílicas bem definidas em 

suas estruturas secundárias (Bechinger, 2004; Santos et al., 2009; Kosikowska e Lesner, 

2016). As estruturas -helicoidais são as mais comuns e já foram caracterizadas em grande 

número de moléculas das classes, filoseptinas (Ribeiro et al., 2007), mangaininas 

(exemplificada pela magainina 2, FIG. 1A, p. 8) (Zasloff, 1987), catelicidinas (Jenssen, H. et 

al., 2006), dermaseptinas (Jiang et al., 2015), cecropinas (Steiner et al., 1981), entre outros. 

Estruturas -folha são mais comuns para peptídeos das classes protegrinas (FIG. 1B, p. 8) 

(Sokolov et al., 1999) e defensinas humanas ou de primatas (Yang et al., 2001), devido à 

presença de duas ligações dissulfeto. Existem outras estruturas secundárias de peptídeos como 

as estruturas curvas estabilizadas por ligações dissulfeto simples, ou pela presença de prolinas 

em sua sequência primária (Resende et al., 2008). Estruturas estendidas também já foram 

descritas na literatura, sendo característica principal destas uma sequência peptídica curta, 

com predominância de um ou dois resíduos de aminoácidos (FIG. 1C, p. 8) (Schibli et al., 

1999; Sitaram et al., 2003). Estruturas mais complexas como a da homotarsinina (Verly et al., 

2017), que consiste em uma estrutura terciária estabilizada pela interação das cadeias do 

homodímero (FIG. 1D, p. 8), e da distintina (FIG. 1E, p. 8) (Resende et al., 2009), descrita 

por uma estrutura quaternária formada pelo arranjo espacial de duas moléculas do 

heterodímero, também já foram descritas na literatura, entretanto, são menos comuns para 

peptídeos antimicrobianos. Essas estruturas apresentam interação das cadeias peptídicas por 

meio de ligação dissulfeto.   
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Figura 1: Estruturas secundárias de diferentes PAMs: em (A) estruturas α-helicoidais como a 

Mangainina 2 (PDB – 2MAG) e LL-37 (PDB – 2K6O); em (B) estruturas em β-folhas de 

Protegrina 1 (PDB – 1PG1) e Lactoferricina Bovina (PDB – 1LFC); em (C) estruturas 

estendidas da Tritrpticina (PDB – 1D6X) e Indolicidina (PDB – 1G89), em (D) o 

homodímero da Homotarsinina (Figura Adaptada de (Verly et al., 2017) e em (E) estrutura 

quaternária da Distinctina (PDB – 1XKM).  

 

A maioria dos peptídeos antimicrobianos apresenta estrutura desenovelada em 

meio aquoso, e precisa estar em presença da interface da membrana para adotar estruturas 

anfipáticas (Yeaman e Yount, 2003; Bechinger, 2004; Li et al., 2012). Mesmo para os 

peptídeos que atuam em alvos intracelulares a interação com a membrana é fundamental para 

que ele a atravesse.  
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Os mecanismos de permeabilização da membrana e de atividade antimicrobiana 

dos PAMs ainda não são completamente elucidados. Existem algumas propostas de possíveis 

mecanismos de formação de poros na membrana. Para peptídeos estruturados em α-hélice 

foram propostos diversos mecanismos, sendo os mais comuns, o mecanismo de formação de 

carpete (carpet-like), o de formação de barril (barrel-stave) e mecanismo detergente 

(detergent-like) (Shai, 2002; Bechinger, B. e Lohner, K., 2006). Contudo, os estudos de 

interação peptídeo-membrana apontam para a combinação de efeitos hidrofóbicos e 

eletrostáticos que possibilitam modos de interação variados dos PAMs com membranas 

celulares (Sanderson, 2005; Bahar e Ren, 2013). Nesse sentido, compreender melhor a relação 

estrutura e atividade dos PAMs com relação as membranas celulares é muito importante para 

possibilitar o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (Nguyen et al., 2011; 

Kosikowska e Lesner, 2016). A Figura 2 apresenta um esquema com diversos mecanismos de 

perturbação de membranas fosfolipídicas propostos para peptídeos α-helicoidais. 

 

Figura 2: Representação esquemática de diferentes propostas de mecanismos de perturbação 

na membrana que ocorrem após adsorção inicial de peptídeo antimicrobiano (PAM).              

Fonte: Adaptada de Nguyen et al. (2011). 
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Diversos trabalhos têm mostrados que o emprego de técnicas estruturais e 

biofísicas, quando exploradas em conjunto para o estudo da interação peptídeo-membrana, 

podem ser o caminho para o entendimento dos mecanismos de ação de PAMs (Schote e 

Seelig, 1998; Bhunia et al., 2007; Yumoto et al., 2008; Russell et al., 2010; Venugopal et al., 

2010). Dentre as diferentes técnicas utilizadas, podem-se destacar algumas como: o 

Dicroísmo Circular (CD), que possibilita um estudo conformacional de peptídeos em presença 

de meios biomiméticos; o Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS) e Potencial Zeta (ζ), que 

permitem avaliar a variação do diâmetro hidrodinâmico e da carga superficial dos meios 

vesiculares à medida que eles interagem com peptídeos; medidas de extravasamento de 

marcadores químicos, que permitem uma avaliação da capacidade lítica de peptídeo; a 

Calorimetria de Titulação Isotérmica ITC, que propicia um estudo termodinâmico completo 

da interação peptídeo-membrana e a Ressonância Magnética Nuclear (RMN) em fase sólida e 

em solução, que juntas fornecem informações estruturais e de dinâmica molecular do peptídeo 

ao interagir com membranas biomiméticas.  

Neste trabalho serão detalhadas e tomadas como técnicas principais a RMN e a 

ITC, as demais técnicas foram aplicadas de forma complementar.  

  

2.4. Ressonância Magnética Nuclear (RMN)  

 

A Ressonância Magnética Nuclear (RMN) é uma ferramenta importante para 

elucidação estrutural de biomoléculas e estudos de dinâmica molecular particularmente de 

peptídeos e proteínas (Wüthrich, 1986). Com isso, essa técnica passou a ser aplicada também 

nos estudos de modo de interação peptídeo-membrana, por meio de análises conformacionais 

de peptídeos em meios biomiméticos. As primeiras determinações estruturais de 

biomacromoléculas ocorreram nos anos de 1980, com estudos de isetotoxinas de escorpião em 

solução aquosa (Arseniev et al., 1984). Foi nessa época que Braun e colaboradores 

apresentaram a determinação estrutural do glucagon (Braun et al., 1981).   

Ainda neste período, a RMN bidimensional (2D) começou a ser explorada para a 

determinação de conformações preferenciais de biomacromoléculas. A conversão dos dados 

obtidos a partir desses espectros 2D em informações estruturais foi feita a partir de métodos e 

simulações computacionais teóricas. Esse método de determinação estrutural ganhou 

credibilidade quando a determinação estrutural do tendamistato por RMN (Kline et al., 1986) 

apresentou resultados semelhantes à difração de raios-X (Pflugrath et al., 1986). Em 1986, 

Kurt Wüthrich propôs um método de atribuição sequencial, que possibilitou sistematizar a 
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determinação de estruturas tridimensionais a partir de experimentos bidimensionais de RMN. 

A proposta de Wüthrich (1986), combina as correlações intrarresiduais obtidas por 

acoplamentos via ligação (acoplamento escalar J), observadas no mapa de contornos 1H,1H-

TOCSY (Total Correlation Spectroscopy), com acoplamentos espaciais observados no 

espectro de 1H,1H-NOESY (Nuclear Overhauser Spectroscopy). O primeiro possibilita 

identificar correlações intrarresiduais característicos dos sistemas de spin de cada aminoácido, 

caracterizando o tipo de resíduos correspondente. O segundo fornece informações a respeito 

da vizinhança espacial do aminoácido analisado a partir de correlações intra e iter residuais, 

denominados de NOEs (efeito Overhauser nuclear). As correlações de NOEss interresiduais 

mais comuns são denominadas sequenciais (dNN (i,i+1), dαN (i,i+1), dβN (i,i+1)), e permitem 

determinar quais resíduos de aminoácidos são vizinhos entre si na sequência peptídica. Outras 

correlações, ditas de média distância, também são comumente observadas, porém são 

específicas para cada tipo de estrutura secundária (Williamson, 1993). A Figura 3, por 

exemplo, apresenta um esquema das principais correlações intra residuais (A) e espaciais e 

interresiduais (B) observados para uma conformação em α-hélice.  

 

Figura 3: Representação de NOEs de estrutura secundária em α-hélice. Possíveis correlações 

(A) intrarresiduais e (B) interresiduais de núcleos de hidrogênios. Fonte: Adaptado Wüthrich, 

1986. 
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Os mapas de contornos heteronucleares do tipo 1H,13C-HSQC e 1H,15N-HMQC, 

muitas vezes são utilizados em conjunto com os demais experimentos bidimensionais para 

resolver ambiguidades na atribuição de peptídeos e proteínas. Caso sinais de diferentes 

resíduos de aminoácidos apresentem sobreposição, os experimentos heteronucleares permitem 

a identificação dos dois sinais. Isso ocorre porque os mapas de contornos 1H,13C-HSQC e 

1H,15N-HMQC identificam correlações apenas via ligação (1J), e cada resíduo apresenta um 

deslocamento químico característico para carbono e nitrogênio (Grzesiek e Bax, 1993; 

Munhoz, 2012).  

A etapa final para obtenção de estruturas tridimensionais de peptídeos e proteínas 

consiste na conversão das informações obtidas a partir dos mapas de contornos em restrições 

geométricas conformacionais (Wüthrich, 1986; Cavanagh, 2006). Essas restrições podem ser 

divididas em três grupos: restrições de distância, restrições de ângulos diedros (ou ângulos de 

torção) e restrições orientacionais (Williamson, 1993). 

As restrições de distância dividem-se em duas categorias: as obtidas a partir de 

NOEs e as restrições de ligação de hidrogênio. A diferença entre essas duas restrições de 

distância envolve a metodologia de aquisição dos dados de RMN e elas promovem efeitos 

diferentes no cálculo final das estruturas (Munhoz, 2012). A primeira delas envolve a 

transferência de magnetização que ocorre pelo espaço, e torna possível a interação de dois 

núcleos, mesmo que eles estejam distantes na sequência primária do peptídeo, denominado 

acoplamento dipolar efeito Overhauser nuclear. A restrição obtida a partir de NOEs tem uma 

relação direta com o volume e a intensidade dos sinais. Embora seja possível calcular 

diretamente o volume dos sinais de NOEs, é mais comum classificá-los de acordo com sua 

intensidade: fortes, médios e fracos, correspondendo aos limites superiores de distância de 

2,80, 3,40 e 5,00 Å, respectivamente (Markley et al., 1998; Opella e Marassi, 2004). O 

segundo tipo de restrições também considera máximos e mínimos de distância, entretanto, 

essas restrições são tomadas duas a duas. Neste caso, os limites são estipulados considerando 

a distância média para interações de hidrogênio (1,8-2,0 Å) (FIG. 4A, p.13) (Nabuurs et al., 

2004). Este tipo de restrição é muito útil para estruturas em α-hélice, devido às ligações de 

hidrogênio intra residuais formadas entre átomos de hidrogênio amídicos e oxigênios 

carbonílicos distantes na cadeia peptídica por três, quatro ou cinco resíduos de aminoácidos (i, 

i+3, i+4 e i+5) conforme evidenciado na Figura 4B (p.13). 
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Figura 4: Esquema representativo das restrições de distâncias derivadas de ligação de 

hidrogênio (A) com valores limites de distância. Estrutura α-hélice com representação, em 

amarelo, das três restrições de ligação de hidrogênio encontradas para essa molécula (B). 

(Fonte: Adaptada de Nabuurs 2004). 

 

 

As restrições de ângulos diedros, também conhecidos como ângulos de rotação φ 

e ψ, também podem ser determinados a partir de dados de experimentos de RMN. Para isso 

são utilizados os valores de constante de acoplamento escalar do tipo J3. Entretanto, os 

valores de J3 são normalmente obtidos a partir de experimentos de 1H unidimensionais (1D) 

acoplados. É difícil obter, para peptídeos e proteínas, experimentos 1D com boa resolução e 

pouca sobreposição de sinais (Delaglio et al., 2001). Além disso, a conversão dos dados de 

restrições de ângulos diedros deve ser feita manualmente. Outra forma de calcular esses 

valores de restrições angulares é a partir dos valores de deslocamentos químicos de 1H e 13C 

da cadeia principal do peptídeo (Wishart e Sykes, 1994). Nesse caso são utilizados os 

programas TALOS (Cornilescu et al., 1999), ou sua versão mais recente TALOS+ (Shen et 

al., 2009). Para isso o programa TALOS+®, integrante do NMRPIPE®, utilizando um banco 

de dados de deslocamentos químicos de inúmeras estruturas de peptídeos e proteínas, obtidos 

de experimentos de alta resolução, calcula uma relação entre os deslocamentos químicos de 

1H e 13C com os ângulos de diedros φ e ψ (FIG. 5, p.14), característicos da cadeia principal 

polipeptídica. Dessa forma, a partir de diversos tratamentos estatísticos o programa é capaz de 

prever com precisão significativa as restrições angulares (Shen et al., 2009).  
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Figura 5: Esquema representativo da ligação peptídica com indicação dos ângulos de rotação 

φ e ψ. 
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Os ângulos diedros φ e ψ além de contribuírem para a obtenção da estrutura 

tridimensional mais acurada, são indicadores importantes da qualidade da conformação de 

regiões definidas de cadeias peptídicas. A combinação desses dois ângulos é restrita por 

fatores estéricos, que pode ser avaliada a partir de regiões do diagrama de Ramachandran 

(FIG. 6, p. 15). O diagrama é composto de quatro regiões com valores estericamente 

permitidos para φ e ψ: as regiões mais favoráveis, as adicionalmente permitidas, as 

generosamente permitidas e as proibidas. As regiões mais favoráveis correspondem a 

conformações de melhor qualidade. A região adicionalmente permitida indica conformações 

no limite para contatos atômicos desfavoráveis. A região generosamente permitida indica 

conformações permitidas para a maioria dos resíduos se houver flexibilidade nos ângulos de 

ligação. E por fim, a região proibida corresponde a conformações quase totalmente impedidas 

por fatores estéricos.  
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Figura 6: Diagrama de Ramachandran e regiões para a estrutura em α-hélice. Regiões mais 

favoráveis (preto), regiões adicionalmente permitidas (cinza escuro), regiões generosamente 

permitidas (cinza claro) e regiões proibidas (Fuscaldi et al.). 

 

Com isso é possível obter estrutura tridimensional de peptídeos e proteínas, bem 

como avaliar a qualidade da mesma. Informações adicionais a respeito estrutura e da interação 

peptídeos e proteínas ativos em membranas têm sido obtidas a partir da técnica de RMN em 

fase sólida. Diversas metodologias utilizando a RMN em fase sólida têm sido empregadas 

para diferentes tipos de amostras, estejam elas nas formas pulverizada, forma cristalina ou 

incorporadas em bicamadas fosfolipídicas, uniaxialmente orientadas ou não (Cross e Opella, 

1994; Bechinger, 1999; Rienstra et al., 2002).  

Os estudos com biomacromoléculas em bicamadas orientadas são muito úteis para 

estudos da orientação e da topologia dessas moléculas. Para isso, são utilizados peptídeos 

marcados isotopicamente com 2H e 15N associados a bicamadas lipídicas orientadas (Cross, 

1997; Münster et al., 2002; Aisenbrey et al., 2010).   

Existe uma anisotropia do deslocamento químico de 15N do nitrogênio amídico da 

cadeia principal que fornece informações a respeito da orientação do eixo principal da hélice 

em relação à bicamada fosfolipídica. Essa dependência entre a orientação do peptídeo e o 

deslocamento químico de 15N permite avaliar a topologia da interação. Peptídeos que exibem 

conformação em α-hélice e interagem transmembrana apresentam o vetor do eixo da hélice 

paralelo ao campo externo B0 e, consequentemente, deslocamentos químicos elevados de 15N, 

maiores que 200 ppm. Em contrapartida, se o peptídeo interage paralelamente à superfície da 

ϕ 
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membrana fosfolipídica, ele possui o vetor do eixo da hélice perpendicular ao campo 

magnético B0 e, neste caso, o deslocamento químico de 15N diminui sensivelmente ficando 

entre 60 e 80 ppm, conforme evidenciado na Figura 7 (Bechinger e Seelig, 1991; Aisenbrey e 

Bechinger, 2004).  

 

Figura 7: Representações das possíveis orientações de interação transmembrana e paralela à 

bicamada fosfolipídica de um peptídeo em α-hélice, com os respectivos deslocamentos 

químicos característicos representados ao lado. Fonte: (Bechinger e Sizun, 2003). 

 

 

Em contrapartida, a análise dos espectros de RMN de 2H de um peptídeo 

sintetizado com um derivado de aminoácido de alanina marcado isotopicamente no grupo 

metila, com três átomos de deutério,  permite definir a orientação da ligação Cα – Cβ da 

alanina em relação ao eixo principal da hélice (Bechinger, 1999).  

Os resultados obtidos em fase sólida para os experimentos de RMN de 15N e 2H 

são complementares. Em conjunto, eles permitem descrever a orientação do peptídeo 

helicoidal em relação a bicamada fosfolipídica. A estrutura anfipática α-helicoidal e o 

alinhamento do peptídeo antimicrobiano PGLa em membrana lipídica de 

dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) foi determinada com alta precisão por RMN de 2H em fase 

estado sólido (Strandberg et al., 2006). Para isto, neste trabalho foram sintetizados uma série 

de oito peptídeos marcados com alanina-3,3,3-d3, substituindo-se alternadamente um dos 

resíduos nativo de alanina, glicina ou isoleucina. Ainda estudando-se amostras orientadas em 

RMN em fase sólida, também foi determinada a orientação das cadeias lineares do peptídeo 

antimicrobiano heterodimérico distinctina (Resende et al., 2009). Neste trabalho, as duas 

cadeias da distinctina foram marcadas com 15N e 2H, em resíduos selecionados, e o peptídeo 

foi reconstituído em bicamadas fosfolipídicas orientadas de POPC. Verificou-se que a cadeia 

2 se insere de forma estável na membrana em orientação paralela à sua superfície, enquanto a 
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cadeia 1 adota um alinhamento mais inclinado. Os dados sugerem que a cadeia 2 exerça a 

função de ancorar o heterodímero na membrana, enquanto a cadeia 1 interage mais livremente 

com a bicamada.   

 

2.5. Calorimetria de Titulação Isotérmica ITC 

 

A calorimetria de titulação isotérmica ITC é uma poderosa ferramenta usada no 

estudo de interações intermoleculares em solução (Hiemenz e Rajagopalan, 1997). Ela 

permite a obtenção do perfil termodinâmico completo das interações (Seelig, 1997; Yau et al., 

1998). Essa técnica utiliza como sonda, a medida direta do fluxo de calor envolvido em uma 

interação. A partir das curvas calorimétricas obtidas, é possível determinar os parâmetros 

termodinâmicos da interação, como ΔH0, ΔG0 e ΔS0. A partir desses parâmetros é possível 

ainda extrair outras informações como constante de interação (Kapp) e até mesmo evidências a 

respeito do mecanismos de interação (Seelig, 1997; Galdiero et al., 2013). Considerando que 

a associação de peptídeos a bicamadas lipídicas de membranas envolve a quebra e formação 

de interações intermoleculares e que, associado a estes fenômenos existem fluxos de calor, 

essa técnica mostra-se muito útil em investigações de interações peptídeo-membrana (Seelig, 

Joachim, 2004; Verly et al., 2007; Sikorska et al., 2016). 

O equipamento de ITC é composto por uma célula de titulação, onde fica o 

titulado, e outra de referência, ambas idênticas. O titulante fica em uma micro-seringa que 

atua também como agitador mecânico, para homogeneizar o sistema. A micro-seringa injeta 

automaticamente o titulante na célula de reação. A temperatura entre as células de amostra e 

de referência é mantida constante e equilibrada. Para manter temperatura constante, a célula 

de referência é mantida sob pequeno aquecimento constante. Na célula de amostra o 

aquecimento não é constante, mas ajustado a cada injeção para corrigir a diferença de 

temperatura entre as células. A cada injeção, o calor envolvido na interação é medido a partir 

de um sistema de resposta eletrônica do sistema de retroalimentação eletrônica (eletronic 

feedback system) que conecta as duas células. Assim, uma reação exotérmica provocará um 

aumento da temperatura na célula de amostra em relação à célula de referência, o que 

resultará numa diminuição do fluxo de calor na célula para estabilizar o sistema de células do 

calorímetro.  

Em um experimento calorimétrico, uma injeção de titulante gera uma perturbação 

energética que evolui durante um intervalo de tempo compreendido entre t1
i e t2

i (FIG. 8, 
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p.18). Esse intervalo de tempo deve ser suficientemente grande para que o equilíbrio do 

sistema seja restabelecido (Hiemenz e Rajagopalan, 1997; Seelig, J., 2004). 

 

Figura 8: Gráfico de fluxo de calor em função do tempo para uma titulação calorimétrica 

exotérmica. 

 

Caso a reação seja endotérmica, a interação provocará uma diminuição da 

temperatura da célula de amostra, e com isso o fluxo de calor deve aumentar para equilibrar a 

temperatura com a célula de referência (Hiemenz et al., 1997). O equipamento fornece, 

portanto a curva de fluxo de calor semelhante à apresentada na Figura 8.  

O calor envolvido em cada perturbação é determinado por integração numérica de 

cada pico no intervalo de tempo t2
i - t1

i (spacing – que deve ser padronizado em cada 

experimento) (Turnbull e Daranas, 2003).  A equação que descreve o sistema é dada por: 
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                              Equação 1 

A integração do cada pico permite a obtenção do gráfico de titulação calorimétrica 

a partir do qual serão obtidos os parâmetros termodinâmicos da interação, conforme mostrado 

na Figura 9 (p. 19). A contribuição entálpica de cada sinal é plotada em função da razão 

molar. Assim, o ponto de inflexão da curva corresponde numericamente ao coeficiente 

estequiométrico do sistema (n).  A partir do ajuste matemático da curva calorimétrica, é 
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possível extrair também a constante aparente do sistema (Kapp), a variação da energia livre de 

Gibbs (ΔG0) e a componente entrópica do sistema (ΔS0) 

 

Figura 9: Gráfico qualitativo de uma titulação isotérmica para uma substância que apresenta 

um sítio de complexação. Fonte: Adaptada de (Wiseman et al., 1989). 

 

 

Dessa forma, pode ser obtida uma descrição termodinâmica completa para a 

interação peptídeo-membrana, o que é bastante útil para entender os modos de ação dos 

peptídeos antimicrobianos (Seelig, J., 2004; Henriksen e Andresen, 2011). No trabalho de 

Hicks e colaboradores, foram desenvolvidos uma série de peptídeos antimicrobianos seletivos 

a células procarióticas frente células eucariotas (Hicks, 2007; Russell, 2010). Eles elaboraram 

ensaios de dicroísmo circular (CD), calorimetria isotérmica ITC e extravasamento de calceína 

para determinar o mecanismo de ligação do peptídeo representativo 1 (Ac-GF-Tic-Oic-GK-

Tic-Oic-GF-Tic-Oic- GK-Tic-KKKK-CONH2), como peptídeo-modelo de membrana. Todos 

os experimentos foram realizados utilizando lipossomas de POPC e POPC:POPG (4:1), como 

ambientes biomiméticos de membrana eucariotas e procarióticas, respectivamente. Os dados 

de CD, ITC e extravasamento trabalhados em conjunto indicam claramente que o composto 1 

interage através de mecanismos muito diferentes com as duas membranas. No caso de 

lipossomas de POPC, o peptídeo interage de forma endotérmica com as vesículas. Por outro 

lado, em lipossomas de POPC:POPG, uma fase endotérmica é observada a baixas razões 

molares fosfolipídeo/peptídeo, seguida por uma fase exotérmica à medida que a concentração 

de fosfolipídio aumenta. O mecanismo de ligação predominante à POPC parece estar limitado 

a interações de superfície, enquanto o mecanismo de ligação a POPC:POPG (4:1) envolve, 

muito provavelmente, a formação de poros. 
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A interação da galidermina lantibiótica e do glicopeptídico antibiótico 

vancomicina com membranas bacterianas foi também estudada usando a calorimetria de 

titulação isotérmica (Al-Kaddah et al., 2010). Ambos os peptídeos interferem na biossíntese 

da parede celular, inibindo o precursor lipídio II da parede celular, porém diferem claramente 

nas suas atividades antibióticas contra diferentes cepas bacterianas. As constantes de interação 

da vancomicina e da galidermina com modelos de membranas constituídos por 1,2-dioleoil-

sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC) e Lipídeo II foram determinadas por ITC, revelando elevada 

afinidade para ambos (KD 0,30 μM e 0,27 μM). Entretanto, a galidermina mostrou também 

forte afinidade para membranas DOPC puras (0,53 μM), conforme dados obtidos por ITC. 

Estes resultados indicam que a galidermina, em contraste com a vancomicina, combina 

inibição da parede celular e interferência com a integridade da membrana bacteriana para uma 

atividade antimicrobiana potente.  

O fato de as técnicas apresentadas fornecerem informações complementares entre 

si faz com que o uso combinado das mesmas, para elucidação estrutural e avaliação dos 

mecanismos de ação de PAMs, possibilite a obtenção de uma descrição detalhada da interação 

peptídeo membrana, e será explorado neste trabalho.  
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3. Objetivos 

3.1. Objetivos Gerais  

   

Esse trabalho teve como objetivo a investigação detalhada da interação do peptídeo 

antimicrobiano LyeTx-I com membranas fosfolipídicas de diferentes composições, a partir de 

estudos biofísicos e estruturais. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Sintetizar o peptídeo antimicrobiano LyeTx-I pelo método de síntese de peptídeo em 

fase sólida (SPFS), purifica-lo por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e 

caracterizá-lo por espectrometria de massa utilizando a técnica de Matrix-assisted 

laser desorption ionization (MALDI-ToF);  

 Realizar estudos termodinâmicos por calorimetria de titulação isotérmica (do inglês 

Isotermic Titulation Calorimetry – ITC), para determinação dos parâmetros 

termodinâmicos de interação do peptídeo LyeTx-I com vesículas biomiméticas; 

 Realizar estudos de variação de diâmetro hidrodinâmico (Dinamic Light Scattering - 

DLS) e potencial zeta (ζ) de vesículas fosfolipídicas em função da titulação de solução 

do LyeTx-I; 

 Avaliar o potencial de perturbação da membrana para esse peptídeo a partir de 

experimentos de extravasamento de carboxifluoresceína (CF); 

 Realizar estudos de interação deste peptídeo com meios biomiméticos de diferentes 

composições a partir da fluorescência intrínseca de triptofano, presente na sequência 

primária; 

 Realizar estudos conformacionais do peptídeo antimicrobiano LyeTx-I por dicroísmo 

circular (do inglês Circular Dichroism – CD) e ressonância magnética nuclear (RMN) 

em diferentes meios biomiméticos. 

 

 

 

 



22 

 

4. Metodologia 

4.1 Materiais e Reagentes 

 

Para a realização da síntese e purificação do peptídeo LyeTx-I, foram utilizados:  

 Fmoc-Ala-OH – Sigma-Aldrich®; 

 Fmoc-(3,3,3-D3)Ala-OH – Cambridge Isotope Laboratories® 

 Fmoc-Asn(trt)-OH – Sigma-Aldrich®; 

 Fmoc-Phe-OH – Sigma-Aldrich®; 

 Fmoc-Gly-OH – Sigma-Aldrich®; 

 Fmoc-Gln(trt)-OH – Sigma-Aldrich®; 

 Fmoc-His(trt)-OH – Sigma-Aldrich®; 

 Fmoc-Ile-OH – Sigma-Aldrich®; 

 Fmoc-Leu-OH – Sigma-Aldrich®; 

 Fmoc-(15N)Leu-OH – Cambridge Isotope Laboratories® 

 Fmoc-Lys(Boc)-OH – Sigma-Aldrich®; 

 Fmoc-Thr(tBu)-OH – Sigma-Aldrich®; 

 Fmoc-Trp(Boc)-OH – Sigma-Aldrich®; 

 N,N-diisopropilcarbodiimida (DIC) – Sigma-Aldrich®; 

 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) – Sigma-Aldrich®;  

 Ácido trifluoroacético (TFA) – Sigma-Aldrich®;  

 Triisopropilsilano (TIS) – Sigma-Aldrich®; 

 N,N-dimetilformamida (DMF) – Vetec®; 

 Álcool isopropílico (IPA) – Vetec®; 

 Diclorometano (DCM) – Vetec®; 

 4-metilpiperidina (PIPE) – Sigma-Aldrich®; 

 Resina Fmoc Rink® amida, com grau de substituição 0,63 mmol.g-1 – NovaBiochem®; 

 Piridina – Merck ®; 

 Cianeto de potássio (KCN) – Lafan Química Fina®;  

 Fenol – Synth®;  

 Etanol – Vetec®;   

 Ninidrina – Vetec®;   

 Éter di-isopropílico – Vetec®; 
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 Água deionizada Milli-Q® Tipo1; 

 Acetonitrila grau UV-HPLC – Isofar®; 

 Balança analítica – Shimadzu ® modelo ATX 224;  

 Agitador vórtex – Biomixer®. 

 

Para o preparo dos meios biomiméticos e quantificação dos fosfolipídeos, foram 

utilizados: 

  1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC) – Avanti® Polar Lipidics, 

Inc®; 

 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol (POPG) – Avanti® Polar Lipidics, 

Inc®; 

 Dodecilfosfocolina (DPC) – Avanti® Polar Lipidics, Inc®  

 Dodecilsulfato de sódio (SDS) – Vetec®   

 Tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCl) – Sigma-Aldrich®;  

 Cloreto de sódio (NaCl) – Isofar®; 

 5(6)-carboxifluoresceína – Sigma-Aldrich®   

 Tiocianato de amônio (NH4SCN) – Vetec®; 

 Cloreto férrico hexaidratado (FeCl3∙6H2O) – CRQ®;  

 Clorofórmio – Dinâmica®; 

 Microextrusor Avanti®, Polar Lipids, Inc®; 

 Membranas de policarbonato de 0,1 µm – Avanti® Polar Lipidics, Inc®; 

 Ultrassom – ALT Sonic Clean®. 

 

4.2 Síntese do Peptídeo LyeTx-I 

 

A síntese dos peptídeos LyeTx-I sem e com marcação isotópica foi realizada 

manualmente, utilizando-se uma seringa de polipropileno de 3,0 mL adaptada com filtro 

poroso (Figura 10, p.24). Seguindo a metodologia padrão de Síntese de Peptídeos em Fase 

Sólida (SPFS), via estratégia 9-fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc) (Chan e White, 2000), 

conforme esquematizado na Figura 11 (p. 24). Por este método, o derivado de aminoácido da 

porção carboxi-terminal foi inicialmente ligado ao suporte sólido – resina Fmoc Rink® 

amidada (FIG. 12C, p.25) com grau de 0,63 mmol.g-1 – funcionalizado com um grupo amino. 

Esse tipo de resina fornece peptídeo amidado na extremidade carboxi-terminal ao final do 

processo. A síntese do LyeTx-I foi planejada para um rendimento equivalente a 150 mg.   
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Figura 10: Foto ilustrativa da seringa de polipropileno utilizada para a síntese. 

 

 

Todos os derivados de aminoácidos empregados na SPFS foram adquiridos 

contendo grupo amino protegido com Fmoc e cadeias laterais, quando reativas, protegidas 

com t-butoxicarbonila (Boc), trifenilmetila (trt) ou t-butila (t-Bu). Os derivados de 

aminoácidos utilizados na síntese do peptídeo LyeTx-I 

(IWLTALKFLGKNLGKHLAKQQLAKL-NH2) estão apresentados na Tabela 1 (p. 25). Para 

síntese do peptídeo LyeTx-I marcado isotopicamente com 15N, no grupo amino do resíduo de 

Leu-13, e com 2H, na cadeia lateral do resíduo de Ala-18 LyeTx-I 

(IWLTALKFLGKNL(15N)GKHLA(2H)KQQLAKL-NH2), foram empregados ainda os 

derivados de Fmoc-(15N)Leu-OH e Fmoc-(3,3,3-D3)Ala-OH.  

 

Figura 11: Esquema da síntese de peptídeos em fase sólida via estratégia Fmoc. Fonte: 

Adaptada de (Chan e White, 2000). 
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Os derivados de aminoácidos foram previamente convertidos a ésteres ativos 

(ésteres OXt) imediatamente antes da reação, usando-se como ativadores N,N-

diisopropilcarbodiimida (DIC), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) (FIG. 12A e B). 

 

Figura 12: Estrutura química representativa dos ativadores do grupo carboxila DIC (A) e 

HOBt (B) e da resina polimérica (C) utilizada como suporte sólido na síntese do peptídeo, em 

que “R” representa a cadeia polimérica da resina.  

N

N

N

N

N

OH

A B

NH O
CH3

O

CH3

Fmoc

R

C
 

 

Tabela 1: Derivados de aminoácidos utilizados para a síntese do peptídeo LyeTx-I com suas 

respectivas massas molares 

. 

Aminoácido Derivado de aminoácido Massa Molar (g.mol-1) 

Alanina (A) 
Fmoc-Ala-OH 311,3 

Fmoc-(3,3,3-D3)Ala-OH 314,3 

Asparagina (N) Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,7 

Fenilalanina (F) Fmoc-Phe-OH 387,4 

Glicina (G) Fmoc-Gly-OH 297,3 

Glutamina (Q) Fmoc-Gln(Trt)-OH 610,7 

Histidina (H) Fmoc-His(Trt)-OH 619,7 

Isoleucina (I) Fmoc-Ile-OH 353,4 

Leucina (L) 
Fmoc-Leu-OH 353,4 

Fmoc-(15N)Leu-OH 354,4 

Lisina (K) Fmoc-Lys (Boc)-OH 468,5 

Treonina (T) Fmoc-Thr(t-Bu)-OH 397,5 

Triptofano (W) Fmoc-Trp(Boc)-OH 526,6 

 



26 

 

Inicialmente, o derivado de aminoácido da porção carboxi-terminal (Fmoc-Leu-

OH) foi ativado e ligado ao suporte sólido funcionalizado. Para este primeiro acoplamento 

utilizou-se um excesso estequiométrico de 4 vezes de derivado de aminoácido, DIC e HOBt. 

Para as demais reações de acoplamento, foram empregados excessos de 3 vezes dos reagentes, 

sempre dissolvidos em 3,0 mL de solução de DMF:DCM (1:1). Após o acoplamento do 

primeiro derivado de aminoácido à resina, seguiu-se à remoção do grupo Fmoc (desproteção 

do grupo amino) da peptidil-resina, utilizando uma solução básica de PIPE em DMF (25% 

v/v). Em seguida, prosseguiu-se com o acoplamento do resíduo de aminoácido subsequente. 

O procedimento de síntese consistiu-se de repetições de etapas de acoplamento e de remoção 

do grupo Fmoc, até a obtenção da sequência peptídica desejada. A peptidil-resina foi sempre 

lavada alternadamente com DMF e IPA por três vezes, seguida de uma lavagem final com 

DCM, após cada etapa de desproteção e acoplamento. 

O acompanhamento das reações de acoplamento e desproteção foi realizado com 

o auxílio do teste de Kaiser. Trata-se de um teste químico colorimétrico qualitativo para 

confirmação da presença de grupo amino livre, também conhecido como teste de ninidrina 

(Troll e Cannan, 1953). Os testes foram realizados pela adição de gotas das três soluções 

descritas abaixo, sobre uma pequena amostra de grãos da resina contidos em tubos de ensaio:  

 Solução 1 - Piridina a 2 % (v/v) em solução aquosa de KCN 1 mmol.L-1;  

 Solução 2 - Solução de fenol a 80 % (m/v) em etanol;  

 Solução 3 - Solução de ninidrina a 5 % (m/v) em piridina.  

 

Ao final da síntese, foi realizada a etapa de clivagem para quebra da ligação entre 

o peptídeo e a resina, bem como a remoção dos grupos protetores das cadeias laterais dos 

resíduos de aminoácidos protegidos. Essa última etapa foi conduzida em meio ácido, com o 

emprego de TFA na presença de TIS como sequestrador de carbocátions. O tempo de reação e 

a composição da solução de clivagem dependem da resina e da sequência peptídica 

sintetizada. Isso porque os grupos protetores das cadeias laterais dos derivados de 

aminoácidos podem ser diferentes. Assim sendo, cada síntese requer condições reacionais e 

nucleófilos específicos para garantir total remoção dos grupos protetores bem como a 

estabilização dos carbocátions formados nesta etapa. Para o LyeTx-I foi preparada uma 

solução contendo 95% TFA, 2,5% água, 2,5% TIS. Essa solução foi succionada para a seringa 

de reação e mantida sob agitação por 2,5 h (Chan e White, 2000). 

Após as reações de clivagem, a solução ácida contendo peptídeo livre foi filtrada e 

evaporada por fluxo de nitrogênio gasoso. Depois de concentrada a solução resultante, 
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precipitou-se o peptídeo contido nela pela adição de  di-isopropílico (5 mL), previamente 

resfriado (à aproximadamente -5ºC), e centrifugou-se o sistema  a 3200 rpm durante 5 min, 

descartando-se a solução etérea sobrenadante. O procedimento foi repetido por mais duas 

vezes a partir do peptídeo já precipitado. A amostra sólida do peptídeo foi então solubilizada 

em água deionizada Milli-Q® Tipo 1 para liofilização em um liofilizador Terroni LS3000® 

(São Paulo, Brasil) do departamento de Farmácia da UFVJM. A Figura 13 apresenta um 

fluxograma simplificado da sequência de protocolos realizados para obtenção dos peptídeos 

de interesse.  

 

Figura 13: Fluxograma representativo da sequência de etapas para realização da SPFS, onde 

AA corresponde a aminoácido. 

 

 

4.3 Purificação do Peptídeo por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

 

A purificação do peptídeo bruto sintetizado foi realizada em cromatógrafo líquido 

de alta eficiência (CLAE) Varian® (Varian, Inc.) modelo Pro Star 315 com detector na região 

do ultravioleta modelo Pro Star 335, válvula de injeção marca Rheodyne®, do Departamento 

de Química da UFVJM. Foi utilizada a coluna analítica em fase reversa Vydac® C18 (250 × 

4,6 mm) e loop de 100 μL. As fases móveis utilizadas foram uma solução aquosa contendo 
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TFA 0,1 % v/v e uma solução de TFA em acetonitrila com 0,08 % v/v de TFA.  

4.4 Caracterização por Espectrometria de Massa e Sequenciamento 

 

O peptídeo foi analisado em espectrômetro do tipo MALDI-ToF/ToF em modo 

refletido, Bruker Daltonics® Autoflex Speed e Bruker Daltonics® Ultraflex Extreme III na 

Embrapa, Setor de Recursos Genéticos e Biotecnologia – Unidade Brasília DF, equipado com 

Laser Smart beamTM operando em modo positivo e controlados pelo software FlexControl 

3.0 (Bruker Daltonics®). Os espectros foram obtidos no modo MS positivo e a faixa de massa 

utilizada para as amostras foi de 700 a 3500 Da e analisados utilizando o software 

FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics®). A sequência primária do LyeTx-I foi determinada 

utilizando-se os softwares MMass e PepSeq.  

O preparo da solução matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico, (CHCA) foi 

realizado a partir de 5 mg de CHCA dissolvido em 250 µL de acetonitrila, 200 µL de H2O 

Milli-Q e 50 µL de solução aquosa de TFA a 3 % v/v para a obtenção de uma solução de 

CHCA a 10 mg.mL-1 (50 mmol.L-1). Em seguida, as amostras ressuspendidas foram 

adicionadas à solução da matriz na proporção de 1:3 (peptídeo:solução) em volume. Por fim, 

as soluções foram aplicadas sobre superfície de uma placa de aço (MTP AnchorChip 800/384, 

Bruker Daltonics®, Bilerica, MA, EUA), previamente lavada com água Milli-Q, metanol e 

álcool isopropílico.   

 

4.5 Preparação das LUVs 

 

As vesículas unilamelares grandes (LUVs, do inglês large unilamellar vesicles) 

foram preparadas a partir dos fosfolipídeos POPC e POPG em solução tampão de Tris-HCl a 

10 mmol.L-1 (NaCl 20 mM) em pH 8,5. As vesículas de caráter zwitteriônico foram obtidas a 

partir de POPC, e as vesículas de caráter aniônico, foram obtidas pela combinação de 

POPC:POPG na proporção molar (3:1). O preparo foi realizado segundo a metodologia de 

desidratação/reidratação de vesículas (DRV) proposta por Kirby (Kirby e Gregoriadis, 1984). 

Para isso, o fosfolipídeo foi solubilizado em clorofórmio, e rotaevaporado (60 °C) para 

obtenção do filme lipídico. O filme lipídico foi reidratado em tampão Tris-HCl, com agitação 

em vórtex e sonicação. A fim de garantir a obtenção de vesículas unilamelares, foi realizado 

tratamento térmico com 8 ciclos de congelamento em nitrogênio líquido, descongelamento em 

banho-maria à 40 °C e sonicação por 3 minutos.  As LUVs foram extrusadas 10 vezes em 
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microextrusor manual Avanti, Polar Lipids, Inc®, com membranas de policarbonato de 100 

nm. 

 

4.6 Quantificação de fosfolipídeo por espectrofotometria na região de Ultra-violeta e visível 

(UV-vis)  

 

O teor de fosfolipídeos nas preparações de lipossomas foi determinado tendo 

como base o método colorimétrico proposto por (Stewart, 1980). Este método baseia-se na 

capacidade de complexação dos fosfolipídeos com ferrotiocioanato de amônio em meio 

orgânico, resultando numa absorção de luz visível em λmáx de 488 nm. As medidas de 

absorção foram realizadas em um espectrofotômetro UV-Vis Varian® (Varian, Inc.) modelo 

Cary 50 (Austália), do Departamento de Química da UFVJM. Foram determinadas as 

concentrações das suspensões estoque de lipossomas utilizadas para todas as análises.  

 

4.7 Dicroísmo Circular (CD) 

 

Estudos conformacionais de CD foram realizados com o peptídeo LyeTx-I (10 

µM), em diferentes meios biomiméticos. Para isso, prepararam-se soluções 500 µM de 

vesículas de POPC e POPC:POPG (3:1) em Tris-HCl (10 mM) pH 8,5, contendo 20 mM de 

NaCl. Foram preparadas também soluções micelares de diferentes concentrações de SDS 

(100, 200 e 400 µM) em água deionizada Milli-Q. O espectropolarímetro utilizado foi um 

JASCO® J-810 (Tóquio, Japão), com sistema de controle de temperatura Peltier Jasco - PFD-

425S acoplado, do Departamento de Química da UFMG. As análises foram realizadas em 

uma cubeta de quartzo com 1 mm de caminho óptico, a 25 °C, com janela espectral de 190 a 

260 nm. Foram acumuladas quatro varreduras para cada curva. O tratamento de dados e os 

cálculos de deconvolução para obtenção dos teores de estruturas secundárias foram realizados 

a partir dos programas e Spectra Analysis® e CDpro® (Sreerama e Woody, 2000; 2004) 

respectivamente. 

 

4.8 Extravasamento com carboxifluoresceína  

 

Para os estudos de extravasamento foram preparadas LUVs de POPC e 

POPC:POPG (3:1) a uma concentração de 1,0 mM, em tampão Tris-HCl (10 mM, pH 8,5) 
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contendo 1,0 mM de 5(6)-carboxifluoresceína (CF). Para isso, foi utilizada a mesma 

metodologia de preparo de lipossoma descrita no item 3.5, porém com o tampão utilizado 

contendo CF. A suspensão de LUVs obtida foi então purificada em coluna Sephadex-G25 (1,2 

cm ×20 cm) com solução tampão de 10 mM de Tris-HCl, contendo 100 mM de NaCl, em pH 

8,5. Imediatamente antes da realização dos experimentos de extravasamento, foi realizada a 

remoção do excesso de CF livre em cromatografia por exclusão, à temperatura ambiente. A 

fase estacionária (1,00 g) foi previamente preparada em suspensão com 12 mL de tampão 

Tris-HCl, sob agitação durante 24 h. Em seguida, foi montada a coluna de Sephadex-G25 em 

uma seringa de polipropileno de 5 mL, preenchendo-se 2/5 da seringa com fase estacionária. 

A suspensão de LUVs/CF foi então transferida para a coluna cromatográfica e a solução 

límpida de LUVs foi coletada em um tubo Falcon® de 15 mL. As LUVs foram extrusadas em 

micro-extrusor Avanti Polar Lipids®, Inc, com membranas de policarbonato de 100 nm. 

As medidas de fluorescência de carboxifluoresceína foram realizadas em 

espectrômetro de fluorescência Spectra Max® (Sunnyvale®, Estados Unidos) do Departamento 

de Farmácia da UFVJM. Utilizou-se placa de medida Greiner Bio-one® (Brasil) com 190 

poços de 300 µL. Para cada um dos poços, transferiram-se 150 µL da dispersão de LUVs (1 

mM) e o volume da solução de peptídeo (0,15 mM) adicionado a cada poço variou de 0 a 60 

µL, completando-se, por fim, o volume total de 300 µL, conforme detalhado na Tabela 2. As 

medidas foram realizadas a 25 °C em experimento contínuo.  

 

Tabela 2: Condições aplicadas na realização das medidas de extravasamento de 

carboxifluoresceína para o peptídeo LyeTx-I.  

Amostra Volume 

final (µL) 

Volume de 

LUVs (µL) 

Volume de 

LyeTx-I (µL) 

Volume de 

tampão (µL) 

Volume de 

TritonTM-X 

(µL) 

1 300 150 0 150 0 

2 300 150 5 145 0 

3 300 150 10 140 0 

4 300 150 20 130 0 

5 300 150 40 110 0 

6 300 150 60 90 0 

7 300 150 0 0 150 
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O aumento de fluorescência de CF foi determinado em função do tempo, tendo 

como controle total de fluorescência a amostra contendo LUVs e solução aquosa de TritonTM-

X 100 (10 % v.v-1). A porcentagem de extravasamento de CF foi determinada utilizando a 

Equação 2 proposta por (Alvarez et al., 2003, Verly et al., 2007): 

 

                       Equação 2 

 

Onde I(t) é a intensidade de fluorescência no tempo t, I0 corresponde à intensidade de 

fluorescência após a adição de peptídeo e IT é a intensidade de fluorescência após a adição de 

TritonTM-X 100 (10 % v.v-1). 

 

4.9 Fluorescência de Triptofano (Trp) 

 

4.9.1 Fluorescência intrínseca de Trp 

 

As medidas de fluorescência intrínseca de triptofano (Trp) foram realizadas em 

espectrofotômetro Cary Eclipse fluorescence (Varian, Inc.®) com unidade de controle de 

temperatura Peltier. As análises foram realizadas à 25 °C em cubeta de quartzo de 1 cm3. As 

amostras foram excitadas a 280 nm e o sinal de emissão, coletado entre 300 a 450 nm, 

utilizando-se slits (fendas) de 5 nm em todas as medidas. O sinal adquirido foi uma média de 

3 varreduras. 

As amostras foram preparadas contendo 30 μM de LyeTx-I. Foi realizada a leitura 

do peptídeo livre em água Milli-Q, na ausência de qualquer interface. Foram preparadas 

também amostras do peptídeo na presença de micelas de SDS ou DPC, ambos na 

concentração de 200 mM em água Milli-Q e na presença de vesículas de POPC ou 

POPC:POPG (3:1), ambos na concentração de 500 μM em tampão Tris-HCl 10 mM pH 8,5, 

contendo 20 mM de NaCl. 

Calculou-se o centro de massa de cada um dos espectros a partir da Equação 3:  

 

                                          Equação 3 

 

em que λi é o comprimento de onda de emissão e Fi a fluorescência emitida, ambos entre 300 

e 420 nm. 
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4.9.2 Supressão de Fluorescência por acrilamida 

 

A inserção do triptofano nas interfaces foi avaliada a partir do experimento de 

supressão de florescência por acrilamida. As mesmas condições de equipamento e amostras 

do experimento de fluorescência intrínseca foram utilizadas para realização das análises de 

supressão de fluorescência de Trp. Para a supressão da fluorescência do resíduo de triptofano 

(Trp-2) do LyeTx-I, foi preparada uma solução estoque de acrilamida 4,0 M para a titulação, 

tanto na presença, quanto na ausência de uma interface biomimética. A titulação com a 

acrilamida foi realizada até a concentração de 0,2 M, em todas as amostras. 

A determinação do coeficiente de Stern-Volmer (kSV), diretamente proporcional à 

exposição do resíduo de Trp à acrilamida, ocorreu de acordo com a Equação 4: 

 

                                        Equação 4 

 

em que I0 é a intensidade inicial e Ii a intensidade na concentração [Q] de acrilamida. 

 

4.10 Calorimetria de Titulação Isotérmica ITC 

 

As análises de calorimetria de titulação isotérmica ITC foram realizadas em 

microcalorímetro VP-ITC da Malvern® (Malvern, Reino Unido), a 25° C no LASEB, 

UFVJM. A calibração do equipamento foi realizada com água deionizada Milli-Q® tipo 1, os 

dados foram tratados em software Microcal Origin® 7.0 para ITC. As soluções utilizadas 

foram previamente degaseificadas em acessório Microcal Thermovac® da marca Malvern®.  

Cada experimento consistiu de 30 injeções sucessivas de 5 µL de titulante (LUVs) 

na cela de reação preenchida com 1,4 mL de solução de peptídeo, em intervalos de 300 s. Para 

eliminar os efeitos de difusão de material da seringa para a célula calorimétrica, foi descartada 

a primeira injeção de 1 µL. Experimentos de diluição de LUVs e de peptídeos foram 

realizados por injeções das amostras em tampão Tris-HCl. 

As isotermas obtidas para cada análise foram analisadas no Microcal Origin 7.0 

para ITC, software do próprio equipamento, descontando os experimentos de diluição. 
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4.11 Espalhamento de Luz Dinâmico (DLS) e Potencial Zeta  

 

A avaliação do efeito do peptídeo na estabilidade de LUVs de POPC e 

POPC:POPG (3:1) foi realizado por medidas de diâmetro hidrodinâmico (Dh) e potencial zeta 

(ζ), empregando-se um analisador de partículas Zetasizer nano ZS da Malvern® modelo BI-

900 (Worcestershire, Reino Unido) no Departamento de Farmácia da UFVJM. 

Utilizou-se uma cubeta de 700 µL adquirida da Malvern® - modelo DTS1060. A 

intensidade da luz aplicada sobre as amostras foi determinada a partir do espalhamento de luz 

a 90°, realizou-se espalhamento de luz monocromática (laser de Ne 4 mW, λ 633 nm) e 

potenciais acima de 500 mV. Foram realizadas titulações de 5 µL de solução de peptídeo (50 

µmol.L-1) em dispersão de LUVs de POPC e POPC:POPG (3:1) (500 µmol.L-1), à 

temperatura ambiente. 

Para a obtenção de cada ponto da titulação, determinou-se a média de três leituras 

sucessivas para Dh e 5 leituras para potencial ζ. Além disso, afim de confirmar a 

repetibilidade do comportamento das curvas de titulação, foram realizadas triplicatas isoladas, 

para cada um dos meios. 

 

4.12 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) em solução 

 

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H, 13C e 15N foram obtidos 

em um espectrômetro Bruker® AVANCE III 500, no Laboratório de Ressonância Magnética 

Nuclear da Universidade Federal de Goiás (UFG) e no Centro Nacional de Ressonância 

Magnética Nuclear Jiri Jonas (CNRMN), na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), 

ambos operando a 500,13 MHz para o núcleo de 1H, a 125,75 MHz para o núcleo de 13C e 

50.68 MHz para 15N. Os dados foram coletados a partir do software Topspin 3.1 – Bruker 

BioSpin®. Foi preparada uma solução contendo 2 mM de LyeTx-I e 200 mM de SDS-d25 

dissolvido em água acidificada (pH 4,0) com 10 % (v/v) de D2O e 1 % (v/v)  de ácido 4,4-

dimetil-4-silapentano-1-sulfônico (DSS), utilizado como padrão de referência interna. A 

amostra foi mantida em repouso por cerca de 30 min para estabilização do meio micelar. 

Os experimentos unidimensionais de 1H foram realizados empregando-se o 

programa de pulsos zg30 para homogeneização do campo (shimming), calibração de pulso e 

determinação do valor de frequência de irradiação do sinal da água (o1). Além disso, 

realizaram-se também experimentos unidimensionais de 1H com supressão do sinal de água 

por WATERGATE, aplicando-se os programas de pulsos zgcppr e zggpw5. Os experimentos 
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bidimensionais homonucleares de 1H,1H-TOCSY, 1H,1H-NOESY e o heteronuclear 1H,13C-

HSQC foram realizados usando uma sonda banda larga inversa de tripla ressonância (TBI -

Triple Resonance Broadband Inverse). 

Os parâmetros empregados para o experimento de TOCSY foram janela espectral 

(Sorensen et al. 2006) de 6009.6 Hz (12 ppm), número de pontos no domínio do tempo (TD) 

de 4096 em F2 e 256 em F1. Aplicou-se o programa de pulsos dipsi2esgpph (Hwang & 

Shaka, 1995; Shaka et al., 1988) com 96 varreduras (ns) e 16 varreduras de espera. O pulso de 

radiofrequência utilizado foi 90° (p1) de 10,88 μs e com tempo de mistura (d9) de 80 ms e 

modo de aquisição STATES-TPPI. 

A aquisição dos experimentos de NOESY foram realizadas tendo como 

parâmetros janela espectral (Sorensen et al.) de 6009,15 Hz (12 ppm), número de pontos no 

domínio do tempo (TD) de 4096 em F2 e 512 varreduras em F1. Foi aplicada a sequência de 

pulsos noesyesgpph (Liu, M. E. A., 1998) com 114 varreduras (ns) e 16 varreduras de espera. 

O pulso de radiofrequência empregado 90° (p1) de 11,13 μs em. Os experimentos de TOCSY 

e NOESY foram analisados com tempo de mistura (d8) e 250 ms em modo de aquisição 

TPPI. 

O experimento de 1H,13C-HSQC em meio de SDS foi obtido utilizando-se o 

programa de pulsos hsqcetgp (Stelten e Leibfritz, 1996). Aplicaram-se como parâmetros: 

janela espectral (Sorensen et al 2006.) de 11319,0 Hz (90 ppm) em F1 e 6009,6Hz (12 ppm) 

em F2, número de pontos no domínio do tempo (TD) de 4096 em F2. Foram realizadas 150 

varreduras em F1, sendo 16 varreduras de espera, no modo de aquisição Echo-AntiEcho-TPPI.  

O experimento SF-1H,15N-HMQC foi obtido aplicando-se janelas espectrais 

(Sorensen et al. 2006) de 6009,15 (12,01 ppm) em F1 e 1773,7 Hz (34,99 ppm) em F2, 

programa de pulsos sfhmqcf3gpph (Schanda et al., 2005), número de pontos no domínio do 

tempo (TD) de 1024 em F2 e 44 em F1. Foram realizadas 150 varreduras e o modo de 

aquisição STATES-TPPI com desacoplamento durante a aquisição. 

O processamento dos dados foi realizado em plataforma Linux na distribuição 

Fedora, versão 14, empregando-se o pacote computacional NMRPIPE® (Delaglio et al., 

1995). Os assinalamentos dos mapas de contornos de RMN foram realizados com o auxílio do 

programa NMRVIEW® versão 5.0.4 (Johnson e Blevins, 1994). 

Seguindo procedimento padrão de atribuição sequencial desenvolvido por 

(Wüthrich, 1986) foram atribuídas as correlações 1H-1H intra e interresiduais de cadeias 

principal e cadeias laterais nos mapas de contornos TOCSY e NOESY. Os mapas de 

contornos heteronucleares 1H,13C-HSQC e 1H,15N-HMQC foram utilizados para eliminar 
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ambiguidades e determinar os deslocamentos químicos 13C de C e C e 15N de nitrogênios 

amídicos. 

A intensidade dos sinais de NOEs e os deslocamentos químicos foram convertidos 

em distâncias semiquantitativas e ângulos diedros respectivamente. Estes foram empregados 

como restrições geométricas, para realização dos cálculos de dinâmica molecular (Shen et al., 

2009), no programa XPLOR-NIH® (Rice e Brünger, 1994; Schwieters et al., 2006). Os 

volumes de sinais de NOE foram classificados como forte, médio e fraco e convertidos em 

limites superiores de distância 2,8; 3,4 e 5,0 Å, respectivamente. Sendo os NOEs de curta 

distância relativos às correlações (i, i+1), média distância (i, i+k) com 2 ≤ k ≤ 4, longa 

distância os sinais de correlações (i, i+k) com k > 4. Os deslocamentos químicos foram 

utilizados para determinação das restrições ângulos de diedros φ e ψ pelo programa 

TALOS+® integrante do NMRPIPE®. 

O conjunto de restrições geométricas foi analisado segundo a contribuição e 

consistência de cada restrição, avaliando-se os parâmetros de unicidade de informação (Iuni), 

por meio o programa QUEEN (Quantitative Evaluation of Experimental NMR Restraints) 

(Nabuurs et al., 2004). 

Utilizando-se o programa XPLOR-NIH, foram feitos os cálculos para obtenção 

das estruturas tridimensionais, segundo o protocolo de arrefecimento simulado por dinâmica 

de ângulos de torção (simulated annealing) nmr_torsion. (Rice e Brünger, 1994; Schwieters et 

al., 2006). Os cálculos foram realizados considerando-se uma temperatura inicial de 50000 K 

com total 1000 de etapas de dinâmica molecular em altas temperaturas. A simulação de 

resfriamento foi realizada em duas etapas. Na primeira delas, alteraram-se as posições 

atômicas por meio de variação dos ângulos de torção e, na segunda, as posições dos átomos 

foram alteradas pela variação de coordenadas cartesianas. Para a primeira etapa, aplicou-se 

um resfriamento de 50000 K até 1000 K, com etapas sucessivas de -49 K. Na segunda etapa, a 

variação de temperatura de resfriamento simulado foi de de 1000 K até 300 K, em etapas de -

50 K. O limite máximo permitido para violações de restrições de distância aplicado para os 

cálculos foi de 0,5 Å, e utilizou-se como topologia e parâmetros para o cálculo os arquivos 

parallhdg.pro e topallhdg.pro. As 100 estruturas geradas foram refinadas com o cálculo de 

refinamento do protocolo prot_sa_refine_nogyr.inp (Rice e Brünger, 1994; Schwieters et al., 

2003; Schwieters et al., 2006). 

As dez (10) estruturas de menor energia foram analisadas por meio do programa 

MOLMOL (Koradi et al., 1996). Para avaliar a qualidade das estruturas foi construído o 

diagrama Ramachandran, através da plataforma on-line Protein Structure Validation Software 
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Suite (PSVS) (psvs-1_4-dev.nesg.org/), e, também na plataforma PSVS, foram realizados os 

cálculos dos desvios médios quadráticos (Root of Mean Square Deviations - RMSD) 

definidos pela Equação 5 (Verly, 2010).  

 

                         Equação 5 

 

4.13 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) em fase sólida 

 

Os experimentos de RMN em fase sólida de 31P e 15N desacoplados de hidrogênio 

foram obtidos em espectrômetro Bruker® AMX400 wide-bore. Os experimentos de 2H em 

fase sólida foram realizados em espectrômetro Bruker Avance 300 wide bore. 

Para obtenção dos espectros de 31P desacoplado de hidrogênio, utilizou-se sonda 

comercial estática de dupla ressonância para RMN no estado sólido, com bicamadas lipídicas 

orientadas. Aplicou-se um campo magnético de 162,0 MHz, com orientação normal da 

bicamada paralela ao campo magnético externo. Empregou-se uma sequência de pulsos de 

eco de Hahn (Rance e Byrd, 1983) com os seguintes parâmetros: janela espectral de 75 kHz, 

tempo de aquisição de 13,6 ms, 2048 pontos, pulsos de 90º com largura de 2.5 μs, intervalo de 

tempo de eco 40 μs, intervalo de tempo de espera 5 s e 64 transientes. Utilizou-se como 

referência externa (0 ppm) uma solução de ácido fosfórico a 85 % v/v.  

A obtenção dos experimentos de 15N desacoplados de hidrogênio foi realizada 

utilizando sonda comercial E-free de dupla ressonância para RMN no estado sólido. Aplicou-

se um campo magnético de 40,0 MHz, com orientação da normal da bicamada paralela ao 

campo magnético externo. Uma amostra de 15NH4Cl foi utilizada como padrão de referência 

externa cujo sinal característico ocorre em 41,5 ppm. Foram empregados os seguintes 

parâmetros: pulsos de 90° com largura de 8 μs, tempo de tranca (lock) de campo de 700 μs, 

intervalo de tempo de espera de 3,5 s, 512 pontos de domínio de tempo, 18.000 aquisições e 

janela espectral de 33 KHz. 

O peptídeo foi solubilizado em aproximadamente 2 mL de 3,3,3-trifluoroetanol 

(TFE). Para determinação do pH da solução considerando alto grau de hidratação do sistema, 

aplicou-se uma pequena quantidade da solução alcoólica sobre um papel indicador e, após a 

evaporação do solvente, o papel foi umedecido em água deionizada, revelando, portanto, o pH 

do meio. O ajuste do pH da solução foi realizado com mínimos volumes de soluções 1 M de 
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HCl e NaOH. Após o ajuste do pH solubilizou-se na mesma solução estoque de peptídeo, a 

quantidade determinada de POPC. Evaporou-se o solvente da solução, até a obtenção de um 

líquido viscoso, com fluxo de N2(g). A mistura contendo peptídeo e fosfolipídeo foi distribuída 

sobre placas de vidro ultrafinas 8 × 22 mm², Marienfeld®, (Lauda-Königshofen, Alemanha) e 

mantida sob vácuo por uma noite para completa remoção do TFE. As amostras foram 

hidratadas em câmara de hidratação com umidade relativa de 93 % por cerca de 7 dias. Ao 

final, as placas de vidro foram empilhadas e seladas com fita teflon® e plástico.
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5. Resultados e Discussões 

5.1 Obtenção e caracterização do peptídeo LyeTx-I 

 

Conforme descrito na p. 23, as sínteses dos peptídeos LyeTx-I sem marcação e 

com marcação isotópica nas posições Leu-13 com 15N e Ala-18 com 2H foram realizadas 

manualmente segundo a metodologia de SPFS, via estratégia Fmoc (Chan e White, 2000). 

Para a ligação do derivado de aminoácido C-terminal à resina (reações de acoplamento) e a 

formação das ligações peptídicas foram utilizados os ativadores do grupo carboxila, DIC e 

HOBt. O tempo de reação, a quantidade de excesso de derivados de aminoácidos e o resultado 

dos testes de Kaiser, realizado sempre após cada etapa de desproteção do grupo α-amino e 

acoplamento, para acompanhamento das sínteses, estão apresentados nas Tabela 6 (p. 92) e 

Tabela 7 (p. 93) – ANEXO.  

No teste de Kaiser, os grupos amino livres reagem com moléculas de ninidrina, 

segundo as etapas apresentadas na Figura 14 (p. 39), formando uma substância altamente 

conjugada que confere aos grãos da resina uma coloração azulada, indicando resultado 

positivo para grupos amino livres. Na primeira etapa a ninidrina 1 passa por um processo de 

desidratação para formação do composto 2, altamente insaturado e conjugado. Em seguida, o 

composto 2 reage com o grupo amino livre de 3 para a formação de 4. Ocorre migração de 

próton no composto 4 para formação de 5, que é reidratado, formando o composto 6. Numa 

etapa seguinte, o composto 7 reage com o composto 2, já presente no meio, que, em meio 

básico, forma então o azul de Ruhemann 8, que confere a coloração característica da peptidil-

resina com o grupo amino terminal desprotegido. O ensaio químico também foi empregado 

para caracterização de reações de acoplamento. Neste caso, após a introdução de um novo 

derivado de aminoácido protegido com grupamento Fmoc, a peptidil-resina não reage com a 

ninidrina e, consequentemente, não há alteração na coloração dos grãos da resina (resultado 

negativo).   
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Substância 1 

Figura 14: Etapas da reação da ninidrina com grupos amino de resíduos de aminoácidos para 

detecção de amina primária livre (Teste de Kaiser)(Resende, 2008). 
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Conforme evidenciado nos testes, o processo de síntese não apresentou 

dificuldade tanto para obtenção de LyeTx-I quanto 2H15N-LyeTx-I.  Todos os derivados de 

aminoácidos foram acoplados na primeira tentativa. Na síntese do peptídeo marcado 

isotopicamente, os derivados marcados foram reaclopados apenas para garantir a obtenção do 

peptídeo de interesse e possibilitar a realização dos experimentos de RMN em fase sólida.  

Ao final das sínteses, foi realizada a etapa de clivagem para separação do peptídeo 

do suporte polimérico e remoção dos grupos protetores de cadeias laterais dos resíduos de 

aminoácidos (Chan e White, 2000). Em seguida, os peptídeos brutos foram liofilizados e 

submetidos à análise em CLAE para avaliação da qualidade da síntese e purificação do 

produto. As sínteses apresentaram elevada eficiência caracterizada pela presença de apenas 

um pico proeminente em um tempo de retenção (tr) de 30 minutos, conforme observado nos 

cromatogramas da Figura 15 (p. 40). Entretanto, devido à presença de subprodutos em 

diferentes tempos de retenção foi necessária a purificação das amostras brutas das sínteses.  
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Figura 15: Perfil de CLAE da amostra bruta da síntese de LyeTx-I (A) e 2H15N-LyeTx-I (B). 

Amostra injetada (100 μL de uma solução a 1 mg.mL-1) em coluna C18 Vydac® 218TP510 

(250 mm x 10 mm) equilibrada com TFA a 0,1%. Eluição: solução de acetonitrila/TFA 0,1% 

em um fluxo de 0,8 mL.min-1. A linha reta retrata a variação da concentração de acetonitrila. 

A absorbância foi monitorada em λmáx 214 nm.  

 

As alíquotas coletadas das análises cromatográficas entre 30 e 32 minutos foram 

caracterizadas por espectrometria de massa em equipamento do tipo MALDI-ToF/ToF. Os 

espectros de massas das amostras de produto bruto e purificado das sínteses de LyeTx-I, estão 

apresentados na Figura 16 (p. 41). É possível identificar, para a amostra bruta de LyeTx-I 

(Figura 16A, p. 41), os sinais correspondentes aos íons [M+H]+ em m/z 2831,08, assim como 

os adutos formados com íons de sódio, [M+Na]+ em m/z 2853,01, e de potássio, [M+K]+ em 

m/z 2869,01. No espectro obtido para a amostra de LyeTx-I purificada (FIG. 16B, p. 41), 

foram observados sinais referentes aos mesmos íons correspondentes [M+H]+ em m/z 

2831,64, e os adutos formados com íons de sódio, [M+Na]+ em m/z 2853,95, e de potássio, 

[M+K]+ em m/z 2869,90.  

O peptídeo 2H15N-LyeTx-I, foi também caracterizado por MALDI-ToF. Nos 

espectros obtidos para as amostras bruta e purificada da LyeTx-I marcada, verificou-se a 

presença dos de sinais em(m/z) iguais aos valores observados para o peptídeo não marcado, 

acrescidos de 4, diferença devida à marcação isotópica utilizada, e equivalente à massa 

molecular esperada. O espectro de massas obtido está representado na Figura 16. É possível 

identificar para a amostra bruta (FIG. 16, p. 41) os sinais correspondentes aos íons [M+H]+ 

em m/z 2835,15, assim como os adutos formados com íons de sódio, [M+Na]+ em m/z 
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2857,06, e de potássio, [M+K]+ em m/z 2873,02. Esse peptídeo foi utilizado para os ensaios 

em RMN de fase sólida. 

 

Figura 16: Espectro de massas MALDI-ToF obtidos no modo positivo para amostra bruta 

(A) e purificada (B) para peptídeo LyeTx-I sintetizado sem marcação isotópica. Espectro de 

MALDI-ToF, obtido para amostra do peptídeo LyeTx-I marcada isotopicamente nas posições 

L-13 com 15N e A-18 com 2H3, amostra bruta (C) e purificada (D). 

 

 

Foi realizado ainda, o sequenciamento dos peptídeos sintetizados a fim de se 

confirmar a sequência primária dos mesmos em equipamento Bruker-UltraFlex. Foi aplicado 

método MS/MS, a fragmentação ocorreu em uma célula de LIFT, para promover a 

fragmentação do íon molecular a partir de quebras de ligações da cadeia principal do 

peptídeo. Cada tipo de ligação quebrada produz íons característicos, que possibilitam a 

identificação dos resíduos de aminoácidos presentes na sequência primária. A análise baseia-

se principalmente na observação de íons derivados de duas séries, -b e -y, que correspondem 
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aos íons formados da quebra de ligações peptídicas a partir das extremidades N-terminal e C-

terminal, respectivamente. A Figura 17 apresenta um esquema ilustrativo das possíveis 

fragmentações e as séries de íons formados para uma sequência peptídica, segundo a 

nomenclatura proposta por Roepstorff-Fohlmann-Biemann (Roepstorff e Fohlman, 1984; 

Asmelash, 2016). 

 

Figura 17: Principais ligações suscetíveis a quebras e nomenclatura proposta por Roepstorff-

Fohlmann-Biemann para os fragmentos de cadeias peptídicas formados a partir da 

fragmentação via espectrometria de massa. Fonte: Adaptada de Asmelash, (2016). 
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Em que n corresponde ao número total de resíduos de aminoácidos presentes na sequência 

primária e m, ao o número de resíduos correspondentes  

O sequenciamento foi realizado empregando-se amostras purificadas das sínteses 

de LyeTx-I. A série -b foi o ponto de partida para identificação dos íons correspondentes a 

cada resíduo de aminoácido. 

A Figura 18 (p. 43) apresenta o espectro obtido para o peptídeo LyeTx-I não 

marcado isotopicamente, adquirido em modo positivo, em um equipamento Bruker-UltraFlex. 

Com identificação dos íons correspondentes à série b, foi possível a caracterização da 

estrutura primária de LyeTx-I presente na amostra sintetizada.  
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Figura 18: Espectros de massa MALDI-ToF MS/MS do peptídeo LyeTx-I, mostrando os 

fragmentos obtidos a partir da amostra purificada, adquiridos no modo positivo em 

equipamento Bruker-UltraFlex. 

 

 

Após caracterizar e confirmar a obtenção do peptídeo de interesse, foram 

elaborados experimentos para estudos estruturais e de interação peptídeo-membrana. Foram 

utilizados diferentes meios biomiméticos a fim de se compreender a relação entre a estrutura e 

a atividade do peptídeo LyeTx-I. Para as análises estruturais e de interação peptídeo-

membrana foram utilizadas amostras purificadas do peptídeo LyeTx-I, sem marcação 

isotópica. Apenas para estudos de orientação, foram realizados experimentos de RMN em 

fase sólida, utilizando a amostra isotopicamente marcada de LyeTx-I. 

  

5.2 Estudos estruturais e de interação em meios biomiméticos 

 

A fim de se compreender melhor o modo de ação de LyeTx-I, foram propostos 

neste trabalho estudos da interação peptídeo-membrana. Para isto, foram preparados: meios 

micelares, empregando tensoativos, e vesiculares, a partir de fosfolipídeos, ambos de 

composições químicas variáveis para mimetizar membranas celulares.  

Os tensoativos são moléculas compostas por um grupo polar (cabeça polar), 

ligado a uma cadeia carbônica apolar, que em solução aquosa, e acima da concentração crítica 

micelar, tendem a formar agregados esféricos denominados micelas (Figura 19A, p.45). A 

formação da micela ocorre quando essas moléculas apresentam uma seção transversal maior 

na porção hidrofílica, do que na porção hidrofóbica, o que impossibilita a autoassociação 

dessas moléculas em estruturas planares (Ollivon et al., 1988). Por outro lado, os fosfolipídios 

são moléculas que apresentam seção transversal da porção hidrofílica semelhante à da porção 
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hidrofóbica. Essa característica faz com que se forme outro tipo de agregado, denominado de 

vesícula fosfolipídica (FIG. 19B, p. 45).  

Os estudos deste trabalho buscaram uma comparação entre meios que mimetizam 

membranas eucariotas e membranas procariotas. As membranas eucariotas são compostas 

principalmente de esfingomielina, fosfatidilcolina (FIG. 42, p. 90 – ANEXO) que conferem a 

ela característica zwitteriônica. Também estão presentes na estrutura membranosa de 

eucariotos moléculas de colesterol (FIG. 42, p. 90 – ANEXO) (Warschawski et al., 2011). Em 

contrapartida, as membranas procariotas são compostas principalmente de fosfatidilglicerol e 

cardiolipina (FIG. 43, p. 91 – ANEXO), e consequentemente, predominantemente negativas 

(Zorko et al., 2009; Galdiero et al., 2013). Nesse sentido, foram preparados meios micelares 

de dodecilfosfocolina (DPC) e dodecilsulfato de sódio (SDS), além de vesículas fosfolipídicas 

de 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilcolina (POPC) e vesículas mistas de POPC e 1-palmitoil-2-

oleoil-fosfatidilglicerol (POPG) (3:1), cujas estruturas químicas estão apresentadas na Figura 

19 (p. 45). 
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Figura 19: Agregados de moléculas anfifílicas utilizadas como meios biomiméticos. 

Estrutura representativa de micela (A), bicamada lipídica (B) e vesículas ou lipossomas (C). 

Fonte: Adaptado de (Verly, 2010). Estrutura representativa das moléculas de detergente DPC, 

SDS e dos fosfolipídeos POPC e POPG. 
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5.2.1 Dicroísmo Circular (CD) 

 

Muitos trabalhos relatam que o mecanismo de ação de peptídeos antimicrobianos 

inicia-se por mudanças conformacionais que propiciam melhor interação com a membrana 

bacteriana (Nguyen et al., 2011; Voievoda et al., 2015; Kosikowska e Lesner, 2016). Dessa 

forma, foram obtidos espectros de dicroísmo circular (CD) em diferentes meios para avaliar o 

comportamento conformacional do peptídeo LyeTx-I. Os meios empregados para aquisição 

de espectros de CD de LyeTx-I (10 µM) foram: soluções aquosas de micelas de SDS nas 

concentrações de 100, 200 e 400 mM, e soluções de 500 µM de vesículas unilamelares 

(LUVs) de POPC e POPC:POPG (3:1) em tampão Tris-HCl 10 mM. 

A Figura 20 (p. 47) apresenta os espectros de CD obtidos nos diferentes meios 

citados. Observou-se que o peptídeo não apresenta conformação preferencial em solução 

aquosa ou tampão Tris-HCl pH 8,5 (curvas em azul, FIG. 20, p. 47). Entretanto, mudanças 

significativas foram observadas no perfil dos espectros de CD de LyeTx-I na presença de 

micelas de SDS. O aumento da amplitude dos sinais observados nos espectros, com mínimos 

em λmáx 208 nm e λmáx 222 nm, e um máximo em λmáx 196 nm é um indício de conformação 

predominantemente helicoidal (Greenfield, 2006). Esse comportamento foi observado a partir 

da concentração de 200 mM de SDS, atingindo um conteúdo de hélice de 70% neste meio. O 

maior índice de helicidade molar (H) de LyeTx-I foi observado em presença de 400 mM de 

SDS (H = 81%). Segundo dados publicados por Santos et al. (2009), em presença de micelas 

de DPC o conteúdo de hélice obtido para o peptídeo LyeTx-I foi menor nas duas 

concentrações. Em presença de 200 mM de DPC foi obtido (H = 32%) e em 400 mM de DPC 

(H = 55%) (Santos et al., 2009) que evidenciam uma interação mais efetiva com os meios 

micelares aniônicos, quando comparados ao zwitteriônicos.  

O comportamento conformacional do LyeTx-I na presença de LUVs de 100 nm 

(FIG. 20B, p. 47) mostrou-se semelhante ao observado para os sistemas micelares de SDS. 

Nota-se uma curva característica de conformação em α-hélice em ambos os meios POPC e 

POPC:POPG. Em vesículas zwitteriônicas, o conteúdo máximo de hélice calculado foi 

próximo a 25%, enquanto que em vesículas predominantemente negativas o teor de helicidade 

atingiu 64%. Este resultado sugere maior interação do peptídeo com as LUVs negativas de 

POPC:POPG quando comparadas com LUVs de POPC (coerente com a natureza catiônica do 

LyeTx-I) e, consequentemente, maior estruturação do peptídeo nesse meio, conforme já 

observado para outros peptídeos catiônicos como a mangainina 2 amidada (Wieprecht et al., 

2000). 
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Figura 20: Espectros de CD obtidos para LyeTx-I (10 µM) em (A) soluções aquosas e na 

presença de micelas de SDS (100, 200 e 400 mM) e (B) na presença de LUVs de POPC e 

POPC:POPG (500 µM) em tampão Tris-HCl 10 mM. 

 

 

5.2.2 Extravasamento de Carboxifluoresceína 

 

A fim de se avaliar a capacidade de formação de poros do peptídeo LyeTx-I, 

foram realizados experimentos de extravasamento de carboxifluoresceína (CF) em 

membranas fosfolipídicas. Para isso, foram preparadas dispersões de 1,0 mM de LUVs de 

POPC e POPC:POPG contendo CF (1,0 mM) encapsuladas. A CF é um composto altamente 

insaturado conjugado que possui propriedade fluorescente, a estrutura química representativa 

desse composto está apresentada na Figura 21.  

 

Figura 21: estrutura química representativa da 5(6)-carboxifluoresceína. 
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A Figura 22 mostra a variação de intensidade de fluorescência de CF em função 

do tempo, observada para cada experimento realizado nas diferentes concentrações de 

peptídeo. O detergente TritonTM-X100 foi escolhido como controle total de fluorescência 

devido à sua capacidade de promover elevada perturbação de membranas fosfolipídicas. 

 

Figura 22: Variação da intensidade de fluorescência devido à liberação de CF das LUVs 

encapsuladas, provocada pela adição de LyeTx-I em concentrações variadas. Em A, estão 

representadas as curvas correspondentes à titulação de LyeTx-I em LUVs de POPC (1,0 mM), 

em B, as curvas correspondentes à titulação em LUVs de POPC:POPG (3:1) à mesma 

concentração. As concentrações de peptídeo estão identificadas ao lado direito de cada curva.  

 

Observa-se, nos dois meios, que o aumento da concentração de peptídeo provoca 

um aumento da intensidade de fluorescência, decorrente do extravasamento de CF das LUVs, 

até atingir um máximo no qual não se observa mais alteração significativa. Isso ocorre devido 

à capacidade de perturbação na bicamada fosfolipídica de POPC e POPC:POPG (Alvarez et 

al., 2003). Entretanto, em uma avaliação comparativa do extravasamento em LUVs de POPC 

e POPC:POPG nas mesmas concentrações de LyeTx-I, verifica-se maior intensidade de 

fluorescência no meio predominantemente aniônico de POPC:POPG, quando comparado ao 

meio zwitteriônico de POPC. Dessa forma, foi realizado um estudo da porcentagem de 

extravasamento de CF, medidas em 2500 s após a adição de LyeTx-I às LUVs, em função da 

razão molar peptídeo/LUVs para ambos os meios. Na Figura 23 (p. 49) observa-se que, 

mesmo em razão molar muito pequena (0,05), o peptídeo LyeTx-I já promove extravasamento 

nos dois meios vesiculares.  
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Figura 23: Gráfico de porcentagem de extravasamento de CF em função da razão molar 

peptídeo/LUVs. 
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Comparativamente, em todas as razões molares foram verificadas maiores 

porcentagens de extravasamento em vesículas de POPC:POPG em comparação com vesículas 

POPC, atingindo um valor máximo de 87% para as vesículas aniônicas e 67% para as 

zwitteriônicas. Nesse sentido, a maior capacidade lítica de LyeTx-I frente a vesículas 

negativas deve estar associada ao maior conteúdo helicoidal do peptídeo neste meio, 

conforme observado nos dados de CD, e consequentemente, à maior interação de LyeTx-I 

com as LUVs aniônicas (Sorochkina et al., 2013).  

Para compreender melhor a interação do LyeTx-I com meios biomiméticos e o 

mecanismo de ação desse peptídeo, foram propostos estudos de fluorescência intrínseca de 

triptofano. Com esse experimento é possível avaliar o ambiente químico em que o resíduo de 

Trp, presente na região N-terminal do peptídeo LyeTx-I, encontra-se quando em presença de 

interfaces biomiméticas vesiculares de POPC e POPC:POPG, e micelares de DPC e SDS. 

 

5.2.3 Fluorescência intrínseca de Trp 

 

O resíduo de Trp (FIG. 24, p. 50) apresenta cadeia lateral pouco polar, insaturada 

e conjugada, características estas, importantes para a atividade de muitos PAMs. O anel 

indólico presente em sua estrutura, confere ao Trp a capacidade de interagir tanto na região de 

interface da bicamada lipídica, com também na porção hidrofóbica dessa estrutura (Chan et 

al., 2006; Sorochkina et al., 2013). Além disso, o Trp apresenta capacidade de emissão de 

fluorescência na faixa de aproximadamente 280 nm a 360 nm em peptídeos e proteínas (Teale 
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e Weber, 1957).  

 

Figura 24: Estrutura química representativa do Triptofano (Trp). 
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Nos experimentos de fluorescência intrínseca de Trp, foi avaliada a fluorescência 

natural do resíduo de triptofano, presente na posição 2 (Trp-2) da sequência primária do 

peptídeo LyeTx-I, em meios biomiméticos de micelas de DPC, SDS e vesículas fosfolipídicas 

de POPC, POP:POPG. Inicialmente, fez-se a determinação da fluorescência emitida para o 

peptídeo LyeTx-I em solução aquosa e em tampão Tris-HCl. Foram definidos como brancos, 

os valores de   fluorescência de todos os meios biomiméticos na ausência de peptídeo. A 

emissão máxima de fluorescência, assim como o centro de massa espectral, do peptídeo foi 

observada em máx 357 nm. Esse comportamento de emissão em comprimento de onda 

elevado é esperado para peptídeos nos quais o resíduo de triptofano se apresenta exposto ao 

ambiente polar da água (Alston et al., 2008). Essa exposição ocorre devido à ausência de uma 

interface biomimética o que confere a estrutura peptídica uma elevada dinâmica 

conformacional, conforme já observado nos espectros de CD em solução aquosa.  

Os experimentos seguintes foram realizados em presença de meios micelares de 

SDS e DPC (200 mM) e de meios vesiculares de POPC e POPC:POPG (500 µM). A Figura 

25 (p. 51) apresenta os espectros de emissão de fluorescência do peptídeo antimicrobiano 

LyeTx-I obtidos nos diferentes meios biomiméticos. Quando o peptídeo está na presença das 

micelas ou das vesículas, ocorrem alterações no comprimento de onda da emissão máxima, no 

centro de massa espectral e na intensidade de fluorescência. Esse resultado indica mudanças 

no ambiente químico que o resíduo de Trp-2 experimenta e, por consequência, pode-se inferir 

que o peptídeo interage e permeia as interfaces biomiméticas (Choi et al., 2012).  
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Figura 25: Espectros de emissão de fluorescência do peptídeo antimicrobiano LyeTx-I (10 

µM) em solução tampão Tris-HCl (10 mM), na presença de meios micelares de DPC e SDS 

(200 mM) e vesiculares de POPC e POPC:POPG (500 µM). Em destaque os comprimentos de 

onda máximos de emissão para cada espectro.  

          

A Tabela 3 resume os resultados extraídos dos espectros de fluorescência, na qual 

é possível verificar a variação (Δ) em relação ao peptídeo livre do máx e  do centro de massa 

(Monera et al. 1993) do espectro, este último calculado segundo a equação 3 (p. 31). 

 

Tabela 3: Comprimento de onda da emissão máxima (λmáx) de fluorescência e centro de 

massa (CM) dos espectros do LyeTx-I livre e em presença de meios biomiméticos 

 λmáx (nm) Δλmáx (nm) CM (nm) ΔCM (nm) 

LyeTx-I livre 357 - 362 - 

DPC 337 20 348 14 

SDS 334 23 347 15 

POPC 350 7 359 3 

POPC:POPG 326 31 344 18 

 

Tomando por base as medidas de CM, observa-se uma pequena variação (ΔCM = 
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3 nm) no comprimento de onda de emissão observado para o LyeTx-I em presença de 

vesículas de POPC, em relação ao espectro do peptídeo livre. Esse resultado permite inferir 

que, embora a cadeia peptídica de LyeTx-I possa interagir com a superfície da micela, o 

resíduo de Trp-2 encontra-se exposto ao ambiente polar da solução. Já em presença de 

vesícula de POPC:POPG, a variação observada foi mais expressiva (ΔCM = 18 nm) e o 

resultado sugere que o resíduo de Trp-2 encontra-se em um ambiente químico mais apolar, ou 

seja, mais inserido na interface da bicamada fosfolipídica de POPC:POPG. Comportamento 

similar pôde ser verificado para o peptídeo em presença de micelas de DPC (ΔCM = 14 nm) e 

SDS (ΔCM = 15 nm). Como os valores CM calculados para SDS, DPC e POPC:POPG foram 

muito próximos, não foi possível afirmar se há diferença na interação do resíduo de triptofano 

entre esses sistemas. Assim sendo, foram realizados estudos complementares utilizando a 

acrilamida como supressor da fluorescência intrínseca do triptofano.  

 

5.2.4 Supressão de Fluorescência por Acrilamida 

 

Para avaliar o grau de exposição do resíduo de Trp-2 do LyeTx-I ao ambiente 

polar, foram utilizadas soluções aquosas de diferentes concentrações de acrilamida. Esse 

composto é hidrofílico e é capaz de suprimir a fluorescência de resíduos de Trp, 

principalmente quando expostos ao ambiente polar, como solução aquosa (FIG. 26) (Aoki e 

Epand, 2012). 

 

Figura 26: Estrutura química representativa da acrilamida. 

NH2

O

 

Existe uma correlação linear entre a concentração de acrilamida e a intensidade de 

fluorescência de triptofano, descrita pela equação 4 (p. 32), que possibilita determinar valores 

da constante de Stern-Volmer (kSV) (Lakowicz, 2006). A partir dos dados de titulação, foram 

plotadas regressões lineares (FIG. 27, p. 53) de concentração de acrilamida em função da 

razão de intensidade de fluorescência (I/I0) – onde I corresponde à intensidade de 

fluorescência em um ponto qualquer e I0 é a intensidade de fluorescência na ausência de 

acrilamida. As inclinações das retas obtidas a partir de regressões lineares correspondem aos 

valores de kSV determinados para cada sistema. Foram plotadas duas regressões lineares, uma 

a partir dos dados obtidos para variação do máx (preto) e outra a partir dos dados de variação 
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do CM (vermelho).  

 

Figura 27: Gráficos da razão de intensidade de fluorescência (I/I0) do LyeTx-I (10 µM) em 

função da concentração de acrilamida. Cada regressão linear representa a supressão de 

fluorescência causada pela titulação com acrilamida (4 mM) em peptídeo livre (1), peptídeo 

em presença de meios micelares (200 mM) de DPC (2) e de SDS (3), e em presença de meios 

vesiculares (500 µM) de POPC (4) e de POPC:POPG (5). As retas construídas a partir dos 

dados obtidos de λmáx estão representadas em preto, e as construídas com os dados de CM, 

estão representadas em vermelho.  
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As regressões lineares obtidas, tanto a partir do λmáx quanto pelo CM, foram muito 

próximas na mesma condição experimental. Dessa forma, as constantes de Stern-Volmer 

calculadas não divergiram muito nessas duas análises de variação de intensidade de 

fluorescência. Para comparar os resultados obtidos em cada condição experimental, os valores 

de kSV calculados foram expostos em um gráfico de barras (FIG. 28).  

 

Figura 28: Constantes de Stern-Volmer (kSV) para o LyeTx-I em diferentes meios 

biomiméticos. 
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As constantes obtidas refletem o acesso da acrilamida ao resíduo Trp-2 do LyeTx-

I, portanto permitem avaliar qualitativamente a exposição deste resíduo ao solvente polar. Na 

ausência de meios biomiméticos, o LyeTx-I apresenta um valor elevado de kSV = 12, o que 

representa a supressão máxima da fluorescência por parte da acrilamida. A variação de 

ambiente químico experimentada por Trp-2, é mais nítida em meios micelares de DPC (kSV = 

4,5) e SDS (kSV = 1,8) quando comparada ao peptídeo em solução. Ao avaliar os valores de 

kSV obtidos para cada sistema, observa-se pouca exposição do Trp-2 à acrilamida e ao solvente 

polar, portanto, maior inserção em um ambiente apolar das micelas. Esse resultado confirma 

os dados obtidos a partir do experimento de fluorescência intrínseca, no qual observou-se uma 

variação significativa de CM (14 e 15 nm, respectivamente). Vale ressaltar que, apesar de as 
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variações do CM nos dois sistemas micelares terem sido próximas, o acesso da acrilamida ao 

Trp-2 do LyeTx-I é ainda menor em micelas negativas de SDS do que em micelas 

zwitteriônicas de DPC.  

Esse comportamento é ainda mais proeminente comparando-se os meios 

vesiculares de POPC e POPC:POPG. Nota-se pouca variação do kSV para o sistema LyeTx-

I/LUVs-POPC em relação ao peptídeo livre, confirmando que há pequena inserção do resíduo 

de Trp-2 na bicamada fosfolipídica zwitteriônica, em acordo com o previsto pela pequena 

variação do CM (3 nm) neste meio. Em contrapartida, o efeito da acrilamida na fluorescência 

do peptídeo em presença de LUVs POPC:POPG é praticamente nulo, indicando que, nesse 

meio, o resíduo de Trp-2 experimenta um ambiente muito apolar. Essa informação é coerente 

com a elevada variação de CM (18 nm) observada e revela maior capacidade de inserção do 

resíduo de Trp-2 em vesículas aniônicas.  

A fim de compreender melhor o modo de interação desse peptídeo, foi realizado o 

estudo termodinâmico da interação de LyeTx-I com as LUVs POPC e POPC:POPG 

empregando-se a calorimetria de titulação isotérmica. 

 

5.2.5 Calorimetria de Titulação Isotérmica 

 

A calorimetria de titulação isotérmica ITC foi empregada neste trabalho para 

obtenção dos parâmetros termodinâmicos da interação do peptídeo LyeTx-I com vesículas de 

POPC e POPC:POPG. Essa técnica permite a medida direta do fluxo de calor envolvido na 

interação de dois sistemas, sendo uma poderosa ferramenta usada no estudo de interações 

intermoleculares. Considerando que a associação de peptídeos a bicamadas fosfolipídicas de 

membranas envolve a quebra e formação de interações intermoleculares, e que, associada a 

esses fenômenos existe uma variação de calor, a calorimetria torna-se uma ferramenta 

apropriada para avaliação da termodinâmica das interações peptídeo-membrana (Verly, 2010). 

Neste trabalho, os experimentos de ITC foram realizados titulando-se soluções de 

LUVs de POPC (5 mM) e POPC:POPG (5 mM) em soluções de LyeTx-I (25 µM). Optou-se 

pela titulação das soluções de LUVs em solução de peptídeo, a fim de evitar fenômenos de 

agregação de peptídeo pelo emprego de elevadas concentrações do mesmo na seringa de 

titulação (Seelig, 1997; Al-Kaddah et al., 2010).  

A Figura 29 (p. 57) apresenta os dados obtidos para cada uma das titulações 

calorimétricas. Cada sinal da curva calorimétrica corresponde à alteração no fluxo de calor a 

partir da injeção de 5 µL de vesícula à célula de reação contendo peptídeo. O fluxo de calor 
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negativo observado após cada injeção de LUVs em solução de peptídeo indica predominância 

de interações exotérmicas. Na Figura 29A e B (p. 57) verifica-se também que o aumento da 

razão molar LUVs/peptídeo resulta na diminuição do fluxo de calor, até que os valores se 

tornem próximos ao calor de diluição das vesículas. A partir da integral da variação de calor 

envolvido em cada injeção e da razão molar fosfolipídio/peptídeo, foram construídas as 

isotermas de calor apresentadas nas Figura 29C e D (p. 57) para cada sistema. Nessas 

isotermas, o ponto de inflexão das curvas corresponde à razão molar estequiométrica do 

sistema em análise. Ao avaliar a estequiometria da interação observa-se que em meio 

zwitteriônico, cada molécula de peptídeo interage com apenas uma molécula de fosfolipídeo 

(n = 0,8). Em contrapartida, em meio predominantemente aniônico, cada cadeia peptídica 

interage em média com 17 moléculas fosfolipídicas (n = 16,7). Isso indica uma interação 

maior com vesículas de POPC:POPG, quando comparada às vesículas de POPC (Wieprecht et 

al., 2000). 

Para cada isoterma, foram realizados ajustes não lineares de apenas um sítio de 

interação e, com isso, foram obtidos os parâmetros termodinâmicos da interação peptídeo-

LUVs. A Tabela 4 (p. 57) apresenta os parâmetros termodinâmicos calculados para cada 

curva calorimétrica. 
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Figura 29: Isotermas de titulação calorimétrica obtidas a partir da titulação de LUVs de 

POPC (5 mM) e POPC:POPG (3:1) (5 mM) em solução de LyeTx-I (25 µM). Gráfico de 

fluxo de calor para cada injeção de LUVs-POPC (A) e LUVs-POPC:POPG (B) em função do 

tempo. Ajuste não linear de entalpia por razão molar de POPC/LyeTx-I (C) 

POPC:POPG/LyeTx-I (D) com subtração dos respectivos calores de diluição. 

 

Tabela 4: Parâmetros termodinâmicos obtidos a partir da titulação de LUVs de POPC (5 mM) 

e LUVs de POPC:POPG (5 mM) em LyeTx-I (25 µM) a 25 °C 

Parâmetros Termodinâmicos LUVs POPC (5 mM) LUVs POPC:POPG (5 mM) 

N 0,8 ± 0,1 16,7 ± 0,2 

Kapp (L.mol-1) 6,0x104 ± 6,2x103 13,0x104 ± 1,1x104 

∆G° (cal.mol-1) -6815,9 -6974,9 

∆H° (cal.mol-1) -620,4 ± 77,4 -359,0 ± 5,6 

-T∆S° (cal.mol-1) 6195,5 6615,9 
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Em ambos os sistemas, verificou-se que a variação negativa da energia livre de 

Gibbs é acompanhada de um aumento na entropia do sistema. Isso comprova que a interação 

peptídeo-membrana ocorre em processo espontâneo e resulta na perturbação do sistema 

(Seelig, J., 2004; Veiga et al., 2004).  

O processo de interação peptídeo-membrana resulta na dessolvatação, tanto da 

superfície externa das LUVs quanto da porção hidrofílica da cadeia peptídica. Como 

resultado, um maior número de moléculas de água estará livre no sistema, elevando, assim, as 

componentes entrópicas associadas à rotação e translação das moléculas de água. Finalmente, 

essa desorganização contribui para o aumento da entropia do sistema como um todo 

(Wieprecht et al., 2000). Comparativamente, observam-se maiores contribuições entrópicas 

da interação do peptídeo com LUVs de POPC:POPG (6615,9 cal.mol-1) do que com LUVs de 

POPC (6195,5 cal.mol-1), o que sugere maior dessolvatação, tanto do peptídeo quanto das 

vesículas, em meio predominantemente aniônico. Este resultado corrobora os dados de 

fluorescência, que indicaram maior mudança do ambiente químico do resíduo de Trp-2, para 

apolar, quando o peptídeo interage com LUVs de POPC:POPG. Neste sentido, a região N-

terminal de LyeTx-I estaria mais inserida nessas vesículas, resultando também em uma maior 

constante de interação (13,0×104 L.mol-1), enquanto que, em vesículas de POPC, este valor é 

aproximadamente a metade (6,0x104 L.mol-1).  

Apesar de o peptídeo apresentar caráter catiônico, as contribuições entálpicas para 

a interação de LyeTx-I, tanto com vesículas aniônicas de POPC:POPG (-359,0 cal.mol-1) 

quanto em vesículas de POPC (-620,4 cal.mol-1), foram relativamente pequenas. Peptídeos 

catiônicos como Nisina Z (Seelig, J., 2004) e Cinaminina (Seelig, J., 2004) apresentam 

entalpia de interação cerca de dez vezes maior em vesículas aniônicas de POPC:POPG (∆H0 = 

-9100 cal.mol-1) e POPC:POPE (∆H0 = -8500 cal.mol-1), respectivamente. Peptídeos catiônico 

contendo triptofano, como a tritrpticina e análogos do mesmo apresentaram contribuições 

entálpicas superiores a 3000 cal.mol-1 em presença de POPE:POPG (7:3).  

Surpreendentemente, a entalpia da interação de LyeTx-I-POPC:POPG foi menor 

do que LyeTx-I-POPC. Esse resultado demonstra que a interação do LyeTx-I com vesículas 

de POPC:POPG não é estritamente eletrostática, e que a inserção do mesmo na interface da 

membrana fosfolipídica de POPC:POPG ocorre de forma mais efetiva do que em membranas 

de POPC. Dessa forma, em presença de LUVs de POPC, o peptídeo restringe-se a uma 

interação superficial e eletrostática, elevando a componente entálpica (-620,4 cal.mol-1), 

porém com uma interação mais fraca (6,0x104 L.mol-1).  
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5.2.6 Espalhamento de Luz Dinâmico e potencial de superfície 

 

Partindo-se do princípio que a interação do peptídeo-membrana perturba a 

organização da bicamada fosfolipídica e, consequentemente, pode alterar toda a estrutura da 

membrana celular (Nguyen et al., 2011), foram realizados também estudos da variação da 

estabilidade de LUVs de POPC e POPC:POPG com a adição de LyeTx-I. Muitos estudos com 

peptídeos antimicrobianos têm revelado a formação de agregados supramoleculares durante o 

processo de interação com vesículas fosfolipídicas, resultando na variação do volume e das 

cargas superficiais das vesículas (Abrunhosa et al., 2005; Silva et al., 2008). Neste sentido, 

com o objetivo de avaliar o efeito da interação peptídeo-membrana na carga superficial e no 

tamanho de LUVs de POPC e POPC:POPG (3:1), foram realizadas medidas de potencial zeta 

(ζ) e de diâmetro hidrodinâmico (Dh) das LUVs de tamanhos definidos (100 nm) com a 

adição de LyeTx-I. Foram considerados válidos apenas os valores obtidos para índice de 

polidispersividade (PDI, do inglês polydispersity index) menor que 0,3 (Zetasizer, 2003).  

A Figura 30 mostra a variação do potencial zeta e do Dh obtidas para cada 

vesícula em função da razão molar de peptídeo/fosfolipídio. A titulação foi realizada com 

adições sucessivas de 5 µL de LyeTx-I (50 µM), em dispersão de vesículas de POPC (500 

µM) e POPC:POPG de mesma concentração.  

 

Figura 30: Gráfico da variação do potencial zeta (A) e do diâmetro hidrodinâmico (B) de 

LUVs POPC (500 µM) e POPC:POPG (500 µM) para a titulação de 5 µL de LyeTx-I (50 

µM). 

 

Os valores iniciais do potencial zeta para as LUVs de POPC e POPC:POPG, na 

ausência de peptídeo, foram bastante distintos. As vesículas de POPC apresentaram um 

potencial próximo a -25 mV, enquanto que as LUVs de POPC:POPG valor próximo a -70 
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mV. Segundo (Lieberman et al., 1998) sistema analisados a partir do potencial zeta são 

considerados estáveis quando apresentam valores menores que -25 mV e maiores que 25 mV. 

Sendo considerados moderadamente estáveis sistemas com potenciais entre 25 e 60 mV, em 

módulo, e muito estáveis com potenciais entre 60 e 100, em módulo (Lieberman et al., 1998). 

Nesses casos, as forças atrativas de London são menores que as forças repulsivas e, por  isso, 

o sistema é considerado estável (Frange e Garcia, 2009), o que ocorre com as LUVs de 

POPC:POPG que apresentam carga negativa nas superfícies da bicamada fosfolipídica.  

Os comportamentos das LUVs de POPC e POPC:POPG frente à adição de 

LyeTx-I foram consideravelmente diferentes. Com a adição de LyeTx-I, nota-se uma 

diminuição na carga superficial das vesículas de POPC:POPG (∆ζ = 28 mV), resultado da 

forte interação peptídeo-membrana (Kapp = 13,0 x 104) para este sistema. Isso pode ser 

associado à presença de resíduos de Lys positivamente carregados na cadeia peptídica que 

diminuem o excesso de carga negativa dessas LUVs. Além disso, em presença de vesículas 

aniônicas, o LyeTx-I apresentou maior conteúdo helicoidal e maior capacidade lítica, dados 

que reforçam a proposta de uma interação mais efetiva do peptídeo na bicamada fosfolipídica 

de POPC:POPG. Por outro lado, não foram observadas alterações significativas no potencial 

zeta das vesículas zwitteriônicas de POPC (∆ζ = 3 mV) devido à adição de LyeTx-I (Figura 

30B). Este resultado, aliado aos dados obtidos a partir das análises de CD e extravasamento de 

CF (que demostraram que o LyeTx-I estrutura menos em presença de vesículas zwitteriônicas 

e apresenta menor capacidade de perturbação deste tipo de sistema biomimético) denotam 

uma interação peptídeo-vesícula menos efetiva nesse ambiente.  

Simultaneamente aos experimentos de potencial zeta (ζ), avaliou-se também a 

variação do diâmetro hidrodinâmico Dh das vesículas fosfolipídicas. Em ambos os meios, 

verificou-se que a interação do peptídeo LyeTx-I promove a aumento no tamanho das 

vesículas fosfolipídicas.  

Até a razão molar peptídeo/vesícula de 0,006, observam-se comportamentos 

semelhantes nos dois meios. Entretanto, em razões molares superiores, a variação de Dh torna-

se mais acentuada nas vesículas zwitteriônicas (∆Dh = 44 nm) quando comparada com às 

vesículas aniônicas (POPC:POPG) (∆Dh = 27 nm). Além disso, há também um aumento no 

desvio entre as medidas realizadas na triplicata, explicitado pela barra de erros no gráfico. 

Considerando a menor interação do peptídeo com as vesículas zwitteriônicas, conforme 

evidenciado pelo menor valor de Kapp (6,0 × 104 – Tabela 4, p. 57), grau de estruturação (FIG. 

20, p. 47) e menor grau de inserção de LyeTx-I nesse ambiente (Tabela 3, p. 51), as 

oscilações observadas para o valor de diâmetro hidrodinâmico podem ser resultados na 
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formação de uma estrutura semelhante às modificações de lipossomas com PEG, ocasionando 

assim maior espalhamento da luz (Palchetti et al., 2016). Já para as vesículas aniônicas, o 

comportamento do diâmetro hidrodinâmico durante todo o experimento apresentou-se mais 

homogêneo, possivelmente devido a uma interação mais efetiva e homogênea do LyeTx-I 

com vesículas aniônicas. Contudo, para avaliar o modo de interação do peptídeo LyeTx-I, 

foram ainda realizados estudos por Ressonância Magnética Nuclear, em solução e em fase 

sólida, para determinação da estrutura tridimensional de LyeTx-I e sua orientação em relação 

à bicamada fosfolipídica. 

 

5.3.7 Ressonância Magnética Nuclear em solução 

 

A espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica 

comumente utilizada para análises estruturais, conformacionais e de dinâmica molecular, 

sendo amplamente empregada para estudos de peptídeos e proteínas biologicamente ativos. 

Essa técnica pode ser utilizada tanto em solução como em fase sólida, a fim de estudar 

conformação, orientação e topologia do peptídeo ao interagir com membranas biomiméticas 

(Bechinger, 1999; Berger et al., 2016; Falcigno et al., 2016). Nesse sentido, neste trabalho foi 

avaliada também a estrutura tridimensional do peptídeo LyeTx-I na presença de micelas de 

SDS-d25, empregando-se a RMN em solução, e a determinação da orientação do peptídeo em 

bicamada fosfolipídica de POPC, via estudos por RMN em fase sólida. 

 

RMN em solução 

A escolha do meio micelar de SDS foi baseada nos resultados obtidos por CD 

para o LyeTx-I (FIG. 20, p. 47), os quais mostram que nesse meio micelar o peptídeo 

apresentou o maior conteúdo de hélice em concentrações superiores a 100 mM. Além disso, 

propôs-se também um estudo comparativo com a estrutura já publicada de LyeTx-I em 

micelas de DPC-d38 (Santos, 2010). Assim sendo, foi preparada uma solução 2 mM de 

LyeTx-I em presença de 200 mM de micelas de SDS-d25 para realização de estudos estruturais 

e conformacionais por RMN em solução. 

A Figura 31 (p. 62) apresenta o espectro unidimensional (1D) obtido para o 

peptídeo em meio micelar aniônico a 25 ºC. A ampliação da região de deslocamentos 

químicos característicos de hidrogênios amídicos (HN) (FIG. 31B) mostra uma boa dispersão 

dos sinais, o que indica uma conformação relativamente definida (Tinoco et al., 2002).  
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Figura 31: Espectro de RMN unidimensional (1D) obtido para o peptídeo LyeTx-I (2 mM) 

em presença de SDS-d25 (200 mM) (A). Ampliação da região característica de deslocamentos 

químicos de 1HN do espectro 1D (B). Experimento realizado em equipamento Bruker® 

AVANCE III 500, operando a 500,13 MHz para núcleos de 1H. 

 

 

 

A identificação dos sistemas de spin dos aminoácidos que compõe a sequência 

primária do LyeTx-I foi realizada empregando-se técnicas bidimensionais (2D) 

homonucleares (TOCSY e NOESY) e heteronucleares (1H,13C-HSQC e 1H,15N-HSQC) de 

RMN. 
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Inicialmente, a análise do mapa de contornos homonuclear 1H,1H-TOCSY, no qual são 

observadas apenas as correlações intrarresiduais, possibilitou identificar os diferentes sistemas 

de spin característicos de cada tipo de resíduo de aminoácido (Wüthrich, 1986). A Figura 32 

apresenta um esquema representativo do padrão dos sistemas de spin, com os deslocamentos 

químicos médios de cada hidrogênio dos diferentes tipos de resíduos de aminoácidos. 

Resíduos de alanina (Ala) e glicina (Gly), por exemplo, apresentam sistemas de spin bastante 

simples, devido a suas cadeias laterais pequenas. O sistema de spin do resíduo de glicina 

apresenta apenas uma única correlação devido ao acoplamento escalar entre hidrogênio 

amídico (HN) e o hidrogênio (Hα). A alanina, por sua vez, apresenta três possíveis 

correlações devido aos acoplamentos escalares entre os resíduos de HN, Hα e hidrogênios  

(Hβ).  Entretanto, o deslocamento químico médio do Hβ da alanina (δmédio = 1,35) é muito 

inferior ao deslocamento químico médio de Hα da glicina (δmédio = 3,96 – 3,89), 

proporcionando a distinção inequívoca entre os mesmos. A tabela de deslocamentos químicos 

do Biological Magnetic Resonance Data Bank (disponível em: 

http://www.bmrb.wisc.edu/ref_info/statsel.htm. Acesso em abril de 2016) foi utilizada como 

referência para identificação dos sistemas de spin da sequência primária de LyeTx-I.  

 

Figura 32: Esquema representativo dos sistemas de spin com os respectivos deslocamentos 

químicos característicos para os diferentes resíduos de aminoácido. Disponível em: 

http://triton.iqfr.csic.es/guide/eNMR/proteins/chempro5.html. Acesso em abril 2016. 
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Dessa forma, a análise do peptídeo LyeTx-I foi iniciada pela identificação, no 

mapa de contornos 1H,1H-TOCSY, dos sistemas de spin dos dois resíduos de glicina (Gly-10 

e Gly-14) e dos três resíduos de alanina (Ala-5, Ala-18 e Ala-23) presentes na sua sequência 

primária. Além desses resíduos, foi possível identificar também quase todos os demais 

sistemas de spin, exceto os dos aminoácidos da extremidade N-terminal, Ile-1 e Trp-2. A 

Figura 33 apresenta uma ampliação da região do mapa de contornos 1H,1H-TOCSY, em que 

se encontram sinais característicos de correlações entre HN, Hα e hidrogênios de cadeias 

laterais.  

 

Figura 33: Mapa de contornos 1H,1H-TOCSY, obtido em equipamento Bruker® AVANCE III 

500, operando a 500,13 MHz para núcleos de 1H, com 2 mM de LyeTx-I em solução micelar 

de 200 mM de SDS-d25. Região características de correlações entre HN com Hα e 1H de 

cadeias laterais. 
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Os espectros 1H,13C-HSQC e 1H,15N-HSQC (FIG. 34, p. 66) foram utilizados para 

resolver atribuições de sinais sobrepostos, através da análise de correlações 1J de ligações C-

H e 1J de ligações N-H. Foram observadas sobreposições dos sinais relativos a Hα dos 

resíduos Trp-2 e Asp-12 conforme evidenciado na Figura 34 (p. 66). Os resíduos de Gly-10 e 

Gly-14 foram prontamente confirmados devido ao baixo deslocamento químico de Cα, 

próximo a 49 ppm. O resíduo de treonina (Thr-4) também foi imediatamente identificado 

devido ao elevado deslocamento químico de Cα e Cβ próximos à 66 e 69 ppm 

respectivamente.  

A distinção dos resíduos de aminoácidos recorrentes na sequência peptídica de 

LyeTx-I, foi alcançada com a análise conjunta dos mapas de contornos homonucleares 1H,1H-

TOCSY e 1H,1H-NOESY (Wüthrich, 1986). A partir da identificação de acoplamentos 

espaciais entre resíduos de aminoácidos (correlações interresiduais), que são observados 

apenas no mapa de contornos de NOESY, foi possível identificar as vizinhanças de cada 

resíduo e, consequentemente, as suas posições relativas na sequência peptídica de LyeTx-I 

(Wüthrich, 1986). Na Figura 35 (p. 67) estão apresentadas regiões do mapa de contorno 

1H,1H-NOESY onde são possíveis observar correlações de média distância do tipo dαN (i, i+n, 

n=2,3,4) (FIG. 35A) e dαβ (i, i+3) (FIG. 35B, p. 68), características de conformação α-hélice. 

Foram encontradas diversas correlações interresiduais, a maioria devido a NOEs 

característicos de conformação α-hélice: dαN (i, i+k; 1 ≤ k ≤ 4), dNN (i, i+k; 1 ≤ k ≤ 2), dαβ (i, 

i+3).  Essas correlações estão resumidamente apresentadas no diagrama de conectividades de 

NOEs (FIG. 36, p. 68).  
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Figura 34: Mapas de contornos 1H13C-HSQC e 1H15N-HSQC obtidos em equipamento 

Bruker® AVANCE III 500, operando a 500,13 MHz para núcleos de 1H, 125,03 MHz para 

núcleos de 13C e 50,70 MHz para núcleos de 15N,  para 2 mM de LyeTx-I em solução micelar 

de 200 mM de SDS-d25 (A) e 1 mM de LyeTx-I e 200 mM de SDS-d25 (B). 
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Figura 35: Ampliação das regiões características de correlações dαN (i, i+n) (A) e dαβ (i, i+n) 

(B) do NOESY, obtido em equipamento Bruker® AVANCE III 500, operando a 500,13 MHz 

para núcleos de 1H para 2 mM de LyeTx-I em solução micelar de 200 mM de SDS-d25. 

                  

A 

B 
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 Figura 36: Diagrama de conectividade de NOEs: sequenciais NH(i)-NH(i+1), Hα(i)-NH(i+1), 

Hβ(i)-NH(i+1), e de média distância NH(i)-NH(i+2), Hα(i)-NH(i+2), Hα(i)-NH(i+3), Hα(i)-Hβ(i+3), 

Hα(i)-NH(i+4). 

 

 

A análise da Figura 36 revela a presença de muitos NOEs referentes a correlações 

tipo d (i, i+3) e d(i, i+3) envolvendo resíduos de praticamente toda extensão da cadeia 

peptídica. Essas correlações espaciais são características de conformação -hélice, sugerindo 

um elevado teor de helicidade para o peptídeo, em acordo com os dados obtidos nos 

experimentos de CD em meio micelar de SDS. Foi observado também um maior número de 

correlações interresiduais na região C-terminal amidada do que na região N-terminal, o que 

evidencia uma maior estabilização da hélice proporcionada pela presença do grupo amida 

(Verly, 2010). Outros peptídeos antimicrobianos, como a dermadistinctina k (DD k) (Verly et 

al., 2009), a homotarsinina (HTM) (Verly et al., 2017) e o próprio LyeTx-I em meio de DPC 

(Santos et al., 2009), também apresentaram maior conteúdo helicoidal na região C-terminal, 

provavelmente resultante da estabilização do dipolo da hélice com a presença do grupo amida 

nessa região. Alguns estudos apontam para uma relação entre a maior estabilidade 

conformacional e o potencial bioativo desses peptídeos, uma vez que foi observada maior 

atividade em peptídeos amidados quando comparados aos seus análogos não amidados (Ali et 

al., 2001; Katayama et al., 2002). 

Após a atribuição completa dos sinais de RMN, os valores de intensidade de todos 

os NOEs (intrarresiduais e interresiduais), identificadas no mapa de contornos NOESY, foram 

convertidos em restrições de distância de acordo com as intensidades dos sinais observados, 

A 
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conforme descrito na página 34. Foram também determinadas restrições de ângulos diedros, 

estas obtidas a partir dos deslocamentos químicos de Cα, Cβ, Hα, Hβ e nitrogênios amídicos. A 

lista de restrições de distância e de ângulos diedros, apresentada em Anexo (Tabela 9, p. 98 e 

Tabela 10, p. 99) foi empregada para realização dos cálculos de dinâmica molecular e 

obtenção da estrutura tridimensional do LyeTx-I em meio de SDS-d25. As estruturas 

tridimensionais estão apresentadas na Figura 37, juntamente com as estruturas de LyeTx-I em 

micelas DPC-d38, obtidas por (Santos et al., 2009) por motivos de comparação.  

 

Figura 37: Comparação das estruturas obtidas por RMN para o LyeTx-I na presença de 

micelas de SDS-d25 e DPC-d38. Inicialmente a sobreposição da cadeia principal das 10 

estruturas de menor energia (A e E), seguida da sobreposição com destaque para o resíduo de 

Trp-2, na porção N-terminal (B e F). Visão frontal das duas estruturas e proposta de 

orientação da interação com bicamadas fosfolipídicas (C e G). Por fim a visão lateral das duas 

estruturas de menor energia, evidenciando todas as cadeias laterais dos derivados de amino 

ácidos presentes na sequência (D e H). Coloridos em verde, estão representados os resíduos 

apolares e em azul os resíduos polares. 

 

 

A sobreposição das 10 estruturas de menor energia obtidas para LyeTx-I em 

presença de micelas de SDS-d25 (FIG. 37A) mostrou uma conformação helicoidal em toda 
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extensão da cadeia peptídica. A boa sobreposição da cadeia principal é um indício de uma 

conformação bastante estável. Observou-se, nos modelos calculados melhor sobreposição das 

cadeias laterais dos resíduos de Trp-2 quando o peptídeo se encontra em presença de micelas 

aniônicas (FIG. 37B). Esse resultado confirma os dados obtidos por fluorescência intrínseca 

de Trp e supressão de fluorescência com acrilamida, que mostraram maior mudança de 

ambiente químico para o Trp-2 em presença de meios biomiméticos aniônicos e também 

menor acessibilidade à acrilamida, indícios de uma interação mais efetiva da cadeia lateral 

desse resíduo com a porção hidrofóbica do meio biomimético. Além disso, na visão frontal da 

estrutura obtida em presença de SDS-d25 (FIG. 37C) nota-se um caráter parcialmente 

anfipático na distribuição das cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos hidrofílicos (azul) 

e hidrofóbicos (verde). Essa anfipaticidade é melhor observada na perspectiva lateral da 

estrutura (FIG. 37D), com a qual verifica-se boa separação dos entre resíduos Ile-1 e Leu-17, 

o que pode favorecer interações com as micelas aniônicas de SDS e a inserção parcial da face 

hidrofóbica na interface das micelas (Strömstedt et al., 2010). 

A Figura 37E (p. 69) apresenta a sobreposição das cadeias principais das 10 

estruturas menos energéticas do LyeTx-I. Observa-se uma sobreposição menos efetiva da 

porção N-terminal dessas estruturas, em especial das cadeias laterais dos resíduos de Trp-2 

(FIG. 37F). A ausência de uniformidade na orientação relativa dessa região sugere que, em 

meio de DPC, a cadeia lateral de Trp-2 não interage da mesma forma que com o meio micelar 

aniônico. A visão frontal da hélice (FIG. 37G) com a presença de todas as cadeias laterais dos 

derivados de aminoácidos mostra que, em meio micelar zwitteriônico, o peptídeo possui 

menor caráter anfipático, uma vez que os resíduos hidrofílicos (azul) não se encontram 

efetivamente distribuídos em faces opostas aos resíduos hidrofóbicos (verde) na hélice. A 

conformação de menor energia obtida para o LyeTx-I em presença de micelas de DPC (FIG. 

37H) possui uma pequena região desenovelada na porção N-terminal (entre Ile-1 e Leu-6) 

seguida de uma α-hélice do resíduo de Leu-7 a Leu-24, diferentemente do observado para as 

estruturas em SDS, nas quais a conformação helicoidal se estende do resíduo Leu-3 ao resíduo 

Leu-25. 

Os dados de fluorescência mostraram que o resíduo Trp-2 encontra-se mais 

exposto ao solvente polar em meios zwitteriônicos quando comparados aos meios aniônicos. 

Dessa forma, a ausência de uma conformação definida na região N-terminal pode ser 

associada a uma interação menos efetiva do LyeTx-I com as micelas de DPC. Levando em 

consideração que peptídeos antimicrobianos tendem a se estruturar quando interagem com 

membranas biomiméticas e/ou bacterianas, podendo, assim, favorecer a interação peptídeo-
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membrana, a estrutura obtida para o peptídeo em presença de DPC permite inferir que a não 

estruturação na porção N-terminal está diretamente relacionada a essa interação menos efetiva 

e a uma maior variabilidade conformacional do peptídeo (Nguyen et al., 2011; Voievoda et 

al., 2015; Kosikowska e Lesner, 2016). Além disso, comparando-se as visões frontais da -

hélice de LyeTx-I em ambos os meios, nota-se ainda maior anfipaticidade do peptídeo em 

micelas aniônicas do que em zwitteriônicas. Assim sendo, a estrutura mais estendida de 

LyeTx-I e a maior anfipaticidade em SDS sugerem que o peptídeo estabelece uma orientação 

paralela com a superfície das micelas, interagindo a face hidrofílica da hélice, carregada 

positivamente devido à presença de resíduos de Lys, com os grupos sulfatos do detergente e, 

assim, proporcionando maior inserção da face hidrofóbica da hélice nas interfaces das 

micelas.  

A qualidade das estruturas calculadas foi avaliada considerando 195 restrições 

intrarresiduais (IR), 52 restrições de média distância (MD) e 63 restrições sequenciais (SQ). 

Foi tomado como referência da qualidade da estrutura tridimensional o valor de RMSD e a 

distribuição dos ângulos diedros da cadeia principal de cada modelo no diagrama de 

Ramachandran (FIG. 38, p. 72). Após devidamente sobrepostas, calculou-se o RMSD das dez 

estruturas de menor energia obtidas para o LyeTx-I em micelas de SDS-d25, considerando-se 

todos os resíduos de aminoácidos. O valor obtido (1,17 Å) sugere certa flexibilidade 

conformacional da estrutura. Entretanto, quando considerado apenas o segmento helicoidal 

(Leu-3 a Leu-25), o RMSD diminui consideravelmente (0,65 Å).  A Comparação da 

qualidade de estrutura obtida em SDS-d25 e DPC-d38 publicada por Santos e colaboradores em 

2009, está apresentada na Tabela 5 (p. 72) (Santos et al., 2009). Os valores de RMSD obtidos 

considerando todos os resíduos e somente o segmento helicoidal foram maiores para a 

estrutura obtida em presença de micelas de DPC. Esses resultados, portanto, sugerem maior 

flexibilidade conformacional para o peptídeo em presença de micelas zwitteriônicas. A 

análise do diagrama de Ramachandran mostraram que, para as 10 estruturas de menor energia 

obtidas para o LyeTx-I em presença de SDS-d25, foi alcançada uma boa qualidade estrutural, 

uma vez que 100 % dos resíduos de aminoácidos encontraram-se nas regiões favorecidas. Já 

para a estrutura obtida em presença de DPC-d38, 74,8 % dos resíduos encontram-se em região 

favorecida, mas foram encontrados também resíduos em regiões menos favorecidas. 
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Tabela 5: Dados de cálculos estruturais do LyeTx-I em presença de micelas de SDS-d25. 

Meio  SDS DPCc 

Restrições geométricas 

Totais  310 415 

Intra residuais (IR) 195 218 

Sequenciais (SQ) 63 91 

Média distância (MD) 52 76 

Ângulo diedro  25 30 

RMSD – Todos os resíduosa Cadeia principal 1,17 Å 1,55 

RMSD – Seguimento 

helicoidala, b 

Cadeia principal 0,65 Å 0,69 

Análise gráfica por 

Ramachandran 

Resíduos em região favorecidas 100 % 74,8 % 

Resíduos em regiões permitidas 0 % 22,8 % 

Resíduos em regiões menos 

permitidas 

0 % 2,4 % 

Resíduos em regiões não 

permitidas 

0 % 0 % 

a – Dados do programa MOLMOL; b – dados de L-3 até L-25; c – dados obtidos de Santos et al, 2010. 

 

No diagrama de Ramachandran (FIG. 38), observou-se que todos os resíduos se 

encontram em regiões favorecidas ou permitidas, o que indica uma boa qualidade das 

estruturas calculadas. 

Figura 38: Diagrama de Ramachandran para as 10 estruturas de menor energia de LyeTx-I (2 

mM) em SDS-d25 (200 mM).  
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A fim de avaliar a orientação do peptídeo ao interagir com a bicamada 

fosfolipídica, foram realizados experimentos em presença de POPC empregando-se RMN em 

fase sólida.   

 

5.2.8 Ressonância Magnética Nuclear em fase sólida 

 

Para os estudos de RMN em fase sólida, foi utilizada amostra com o peptídeo 

LyeTx-I marcado isotopicamente com 15N e 2H nas posições Leu-13 e Ala-18, 

respectivamente. Na amostra preparada, tem-se o peptídeo incorporado em bicamada 

fosfolipídica uniaxialmente orientada, sendo, dessa forma, possível determinar os ângulos que 

descrevem a orientação da hélice, nomeadamente os ângulos de inclinação e polar de rotação 

interna do  peptídeo helicoidal orientado em presença de bicamada fosfolipídica (Bechinger e 

Sizun, 2003). Inicialmente, foi verificada a orientação da bicamada lipídica a partir de 

experimentos dede 31P. O espectro obtido, representado na Figura 39, mostra um sinal intenso 

em deslocamento químico de 31,5 ppm, indicando uma boa orientação da bicamada lipídica. 

 

Figura 39: Espectro unidimensional de 31P desacoplado de 1H, obtido para a amostra de 

bicamadas mecanicamente orientadas de POPC a 93% de umidade relativa, contendo o 

peptídeo LyeTx-I. Espectro obtido em equipamento Bruker® AMX400 wide-bore operando a 

162,0 MHz para 31P. 
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O espectro obtido para a análise de 15N desacoplado de 1H está representado na 

Figura 40A. Peptídeos estruturados em α-hélice apresentam deslocamentos químicos de 15N 

característicos de orientações particulares do tensor de deslocamento químico em relação à 

normal da bicamada fosfolipídica (que coincide em direção e sentido com o vetor do campo 

magnético B0 do aparelho).Dessa maneira, peptídeos que interagem paralelamente à 

superfície da membrana exibem deslocamentos químicos de 15N abaixo de 100 ppm. 

Entretanto, se orientados perpendicularmente à membrana o sinal de 15N aparece em 

deslocamentos químicos maiores que 200 ppm (Aisenbrey e Bechinger, 2004). O espectro 

obtido para o peptídeo 2H15N-LyeTx-I em presença de POPC apresentou um sinal alargado, 

com intensidade máxima em 69 ppm. O deslocamento químico indica uma orientação paralela 

desse peptídeo em relação à bicamada lipídica. Entretanto, o alargamento do sinal bem como 

a presença de sinais de menor intensidade indica uma heterogeneidade na distribuição dos 

peptídeos em relação à bicamada orientada, o que pode indicar parcial inserção do peptídeo.  

 

Figura 40: Em (A), espectro de 15N desacoplado de 1H, obtido em espectrômetro Bruker® 

AMX400 operando a 40 MHz para 15N. Em (B), espectro de 2H, obtido em espectrômetro 

Bruker® AVANCE 300 wide-bore, operando a 46,07 MHz para 2H. Ambos espectros foram 

adquiridos para a amostras de peptídeos incorporados em bicamadas mecanicamente 

orientadas de POPC a 93% de umidade relativa, contendo o peptídeo LyeTx-I. 

 

No espectro de 2H de 2H15N-LyeTx-I (FIG. 40B) foram observados diversos sinais 

e um desdobramento quadrupolar de 2H de aproximadamente 35 kHz, referentes à distância 

entre sinais mais externos do espectro, o que pode ser associado, mais uma vez, ao baixo 

alinhamento do peptídeo em relação a bicamada orientada. Esse resultado impossibilita a 

realização de experimentos simulando as orientações mais favoráveis, uma vez que o LyeTx-I 

não se encontra alinhado em apenas uma orientação, o que aumenta muito o erro associado ao 

experimento. Contudo, levando-se em conta os dados biofísicos e estruturais por RMN em 
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solução, é possível estabelecer modos de interação distintos de LyeTx-I com membrana 

aniônica e zwitteriônica.  

Conforme descrito anteriormente com base no conjunto de dados biofísicos, em 

meios zwitteriônicos o peptídeo apresenta menor interação e, consequentemente, espera-se 

menor coeficiente de partição nesse meio. Isso reflete em um menor grau de helicidade e 

maior exposição do resíduo de Trp-2 ao ambiente aquoso. Como resultado, há uma menor 

capacidade de inserção da região N-terminal na interface apolar da bicamada fosfolipídica 

zwitteriônica. Partindo-se desse pressuposto, propõe-se um modo de interação similar ao 

apresentado na Figura 41. Esse mecanismo contribui também para justificar a maior raio 

hidrodinâmico das LUVs de POPC na presença de LyeTx-I, uma vez que em presença de 

meio biomimético zwitteriônico, propõe-se uma interação menos efetiva, e talvez até 

intermitente. Além disso, nesse meio, predomina uma interação paralela e eletrostática, como 

indicado pelo maior valor de ∆H0 em POPC quando comparado ao meio aniônico. Contudo, 

devido ao baixo coeficiente de partição, conforme esperado a partir dos dados de ITC (menor 

contribuição entrópica e Kapp), há menor perturbação da estrutura da bicamada fosfolipídica. 

Isso resulta na menor capacidade de perturbação da membrana para LyeTx-I em ambientes 

zwitteriônicos, observada pelos dados de extravasamento de CF.  

Em contrapartida, os dados biofísicos obtidos para a interação do LyeTx-I com 

meios biomiméticos aniônicos, convergem para uma interação peptídeo-membrana mais 

eficiente. A estrutura obtida para o LyeTx-I em presença de SDS, apresentou maiores 

anfipaticidade e extensão de hélice, além de uma conformação menos flexível. Essas 

características estruturais são fundamentais para a melhor interação do peptídeo com a 

superfície da membrana. Consequentemente, o peptídeo liga-se mais fortemente a membrana 

e amplia sua capacidade de inserção na bicamada fosfolipídica, iniciando este processo pela 

região N-terminal. A inserção da porção N-terminal foi confirmada pelos dados de 

fluorescência de Trp-2. Dessa forma, peptídeo encontra-se parcialmente paralelo e sutilmente 

inclinado, permitindo a inserção de toda a face hidrofóbica, que compreende os resíduos de 

cadeias laterais apolares entre Leu-2 e Leu-17, na região hidrofóbica da bicamada 

fosfolipídica Figura 41 (p. 76). Por este modo de ação, a interação torna-se maior, bem como a 

perturbação da estrutura lipídica. Como resultado, observa-se maior capacidade do peptídeo 

de permear bicamadas lipídicas predominantemente aniônicas, conforme revelado pelos dados 

de extravasamento de CF. 
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Figura 41: Proposta de mecanismo de interação do peptídeo LyeTx-I com bicamadas 

lipídicas (representadas em rosa claro, sendo A aniônica e B zwitteriônica). 
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6. Conclusões  

O presente trabalho teve como objetivo estudar, sob a perspectiva de diferentes 

técnicas, a interação do peptídeo antimicrobiano LyeTx-I com diferentes meios biomiméticos. 

Para isso, fez-se uso de estudos cinéticos, termodinâmicos e estruturais de interação peptídeo-

membrana.  

Os estudos com o peptídeo LyeTx-I apresentaram coerência de informação das 

diferentes técnicas aplicadas, tanto para meios biomiméticos zwitteriônicos como aniônicos. 

Os dados obtidos por dicroísmo circular, juntamente com a RMN em solução, mostram que o 

peptídeo adota conformação preferencialmente desenovelada quando em solução aquosa, e 

que, na presença de meios micelares ou fosfolipídicos, adquire elevado conteúdo helicoidal. 

Contudo, o conteúdo helicoidal é maior quando o peptídeo está em presença de meios 

biomiméticos aniônicos, o que foi atribuído a sua maior interação nesses ambientes. 

Somado a isso, os dados de extravasamento de CF mostraram a maior capacidade 

de perturbação de membranas em meios aniônicos, enquanto que os dados de fluorescência 

intrínseca de Trp demonstraram a maior inserção da região N-terminal na porção hidrofóbicas 

dessas membranas.   

Por sua vez, o estudo termodinâmico por ITC mostrou aspectos importantes da 

interação peptídeo-membrana. Em ambos os meios, a interação do peptídeo é 

termodinamicamente favorecida (∆G0 < 0) com constantes de interação relativamente 

elevadas; porém, novamente, maior para o sistema aniônico. O processo de interação 

mostrou-se dirigido principalmente pela entropia, sendo ela maior no ambiente aniônico, o 

que novamente indica maior perturbação da membrana também neste meio, bem como a 

dessolvatação tanto da membrana quanto do peptídeo. Em contrapartida, embora LyeTx-I 

apresente uma carga liquida positiva, a componente entálpica, proveniente em grande parte 

das interações eletrostáticas, apresentou pequena contribuição para as constantes de interação 

em ambos os meios. Como a ITC mede o calor global envolvido na interação, conclui-se que, 

embora a interação eletrostática seja fundamental para a interação inicial de LyeTx-I com a 

membrana, há uma contribuição significativa de interações hidrofóbicas para o baixo valor da 

entalpia de interação do peptídeo com as membranas fosfolipídicas. Neste sentido, o peptídeo 

não interage exclusivamente de forma paralela à bicamada. Como observado nos resultados 

de RMN em fase sólida, não há uma orientação unicamente paralela, o peptídeo apresenta 

elevada dinâmica molecular, mesmo interagindo com a membrana. Tal constatação corrobora 
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um desenho de interação no qual a cadeia peptídica consegue alterar sua orientação em 

relação a bicamada e insere-se, inicialmente pela região N-terminal, alterando a organização 

das cadeias fosfolipídicas na membrana.  

Essa proposta é confirmada a partir da estrutura tridimensional obtida por RMN 

para a conformação mais enovelada que o peptídeo adota em presença de micelas de SDS. 

Observa-se que a α-hélice se estende por toda a cadeia peptídica, não obstante possua caráter 

parcialmente anfipático. Apesar de o caráter catiônico favorecer uma interação mais efetiva e 

eletrostática com o meio aniônico, a cadeia peptídica pode adotar uma conformação que 

favorece a inserção da região N-terminal, propiciando interações intermoleculares 

hidrofóbicas com a parte interna da membrana fosfolipídica. Tal característica estrutural se 

torna parte importante do processo de interação, em que o peptídeo promove a lise da 

membrana celular. Assim sendo, com o conjunto de análises proposto neste trabalho, foi 

possível identificar o modo de interação para o mecanismo de ação do LyeTx-I. A proposta 

do mecanismo, mostra que a ação do LyeTx-I é favorecida e, possivelmente seletiva, para as 

membranas que apresentam carga superficial negativa, comum para membranas bacterianas.  
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8. Anexo 

8.1 Figuras e tabelas 

 

Figura 42: Estrutura química dos componentes principais das membranas eucariotas: 

esfingomielina (A), fosfatidilcolina (B) e colesterol (C). 
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Figura 43: Estrutura química dos principais componentes das membranas procariotas: 

fosfatidilglicerol (A) e cardiopina (B).  
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Tabela 6: Condições e acompanhamento da síntese do peptídeo LyeTx-I  

Ordem de 

acoplamento 

Derivado de 

Aminoácido 

Excesso Tempo de 

Reação (h) 

Resultado do Teste de Kaiser 

Acoplamento   Desproteção 

1º Fmoc-Leu-OH 4 3 - + 

2º Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - + 

3º Fmoc-Ala-OH 3 2 - + 

4º Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

5º Fmoc-Gln(trt)-OH 3 2 - + 

6º Fmoc-Gln(trt)-OH 3 2 - + 

7º Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - + 

8º Fmoc-Ala-OH 3 2 - + 

9º Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

10º Fmoc-His(trt)-OH 3 2 - + 

11º Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - + 

12º Fmoc-Gly-OH 3 2 - + 

13º Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

14º Fmoc-Asn(trt)-OH 3 2 - + 

15º Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - + 

16º 
Fmoc-Gly-OH 3 2 - + 

17º 
Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

18º 
Fmoc-Phe-OH 3 2 - + 

19º 
Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - + 

20º Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

21º 
Fmoc-Ala-OH 3 2 - + 
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Ordem de 

acoplamento 

Derivado de 

Aminoácido 

Excesso Tempo de 

Reação (h) 

Resultado do Teste de Kaiser 

Acoplamento   Desproteção 

22º 
Fmoc-Thr(tBu)-OH 3 2 - + 

23º 
Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

24º 
Fmoc-Trp(Boc)-OH 3 2 - + 

25º 
Fmoc-Ile-OH 3 2 - + 

(+) Resultado positivo, indica da presença de grupo amino livre; (-) Resultado negativo, indica a ausência de 

grupo amino livre. 

 

Tabela 7: Condições e acompanhamento da síntese do peptídeo 2H15N-LyeTx-I 

Ordem de 

acoplamento 

Derivado de 

Aminoácido 

Excesso Tempo de 

Reação (h) 

Resultado do Teste de Kaiser 

Acoplamento   Desproteção 

1º Fmoc-Leu-OH 4 3 - + 

2º Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - + 

3º Fmoc-Ala-OH 3 2 - + 

4º Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

5º Fmoc-Gln(trt)-OH 3 2 - + 

6º Fmoc-Gln(trt)-OH 3 2 - + 

7º Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - + 

8º Fmoc-(3,3,3-D3)Ala-OH 3 2 - + 

8º R Fmoc-(3,3,3-D3)Ala-OH 3 2 - + 

9º Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

10º Fmoc-His(trt)-OH 3 2 - + 

11º Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - + 

12º Fmoc-Gly-OH 3 2 - + 

13º Fmoc-(15N)Leu-OH 3 2 - + 
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Ordem de 

acoplamento 

Derivado de 

Aminoácido 

Excesso Tempo de 

Reação (h) 

Resultado do Teste de Kaiser 

Acoplamento   Desproteção 

13º R Fmoc-(15N)Leu-OH     

14º Fmoc-Asn(trt)-OH 3 2 - + 

15º Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - + 

16º 
Fmoc-Gly-OH 3 2 - + 

17º 
Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

18º 
Fmoc-Phe-OH 3 2 - + 

19º 
Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - + 

20º Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

21º 
Fmoc-Ala-OH 3 2 - + 

22º 
Fmoc-Thr(tBu)-OH 3 2 - + 

23º 
Fmoc-Leu-OH 3 2 - + 

24º 
Fmoc-Trp(Boc)-OH 3 2 - + 

25º 
Fmoc-Ile-OH 3 2 - + 

(+) Resultado positivo, indica da presença de grupo amino livre; (-) Resultado negativo, indica a ausência de 

grupo amino livre; (R) Repetição da etapa de acoplamento para garantir a obtenção do peptídeo de interesse. 
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Figura 44: Estrutura química dos resíduos de aminoácidos utilizado para a síntese dos 

peptídeos.  
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Tabela 8: Tabela de deslocamentos químicos dos resíduos de aminoácidos do LyeTx-I em 

SDS (200 mM) 

Resíduo Átomo Deslocamento químico (ppm) 

Trp-2 
C 59,03 

Hα 4,743 

Leu-3 

N 118,649 

Cα 58,65 

Hα 4,027 

Cβ 43,202 

Thr-4 

N 114,027 

Cα 66,208 

Hα 3,914 

Cβ 69,876 

Ala-5 

N 119,224 

Cα 55,874 

Hα 4,205 

Cβ 18,976 

Leu-6 

N 116,448 

Cα 59,798 

Hα 4,752 

Lis-7 

N 117,029 

Cα 59,758 

Hα 4,052 

Cβ 33,406 

Phe-8 

Cv 60,856 

Hα 4,513 

Cβ 40,322 

Leu-9 

Cα 58,271 

Hα 4,289 

Cβ 42,899 
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Resíduo Átomo Deslocamento químico (ppm) 

Gly-10 

Cα 47,497 

Hα2 3,969 

Hα3 3,969 

Lis-11 

Cα 59,057 

Hα 4,293 

Cα 56,991 

Asn-12 
Hα 4,538 

Cβ 42,153 

Leu-13 

Cα 58,841 

Hα 4,223 

Cβ 43,105 

Gly-14 

Cα 48,382 

Hα2 3,826 

Hα3 3,961 

Lis-15 

Cα 60,45 

Hα 4,14 

Cβ 33,137 

His-16 

Cα 60,994 

Hα 4,389 

Cβ 31,197 

Leu-17 

N 117,899 

Cα 58,701 

Hα 4,171 

Cβ 42,806 

Ala-18 

Cα 58,709 

Hα 4,147 

Cβ 18,976 

Lis-19 

Cα 56,36 

Hα 4,161 

Cβ 31,912 

Gln-20 

N 116,49 

Cα 59,708 

Hα 4,106 

Cβ 29,662 
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Resíduo Átomo Deslocamento químico (ppm) 

Gln-21 

N 116,836 

Cα 60,876 

Hα 4 

Cβ 29,662 

Leu-22 

N 117,915 

Cα 55,525 

Hα 4,157 

N 118,327 

Ala-23 Hα 4,166 

Lis-24 
N 116,263 

Hα 4,213 

Leu-25 

N 118,075 

Cα 56,887 

Hα 4,265 

Cβ 41,76 

Tabela 9: Tabela de restrições de ângulos diedros do LyeTx-I em presença de SDS (200mM) 

Correlação  Phi  Psi 

Trp-2/Leu-3 -63,14 -42,14 

Leu-3/Thr-4 -66,56 -39,88 

Thr-4/Ala-5 -62,53 -43,7 

Ala-5/Leu-6 -63,22 -39,34 

Leu-6/Lis-7 -63,38 -41,8 

Lis-7/Phe-8 -59,16 -44,49 

Phe-8/Leu-9 -63,14 -41,59 

Leu-9/Gly-10 -64,13 -42,86 

Gly-10/Lis-11 -63,21 -41,28 

Lis-11/Ans-12 -61,7 -42,89 

Ans-12/Leu-13 -66,21 -43,72 

Leu-13/Gly-14 -64,92 -42,85 

Gly-14/Lis-15 -63,49 -40,62 

Lis-15/His-16 -64,32 -39,49 

His-16/Leu-17 -62,27 -42,08 

Leu-17/Ala-18 -61,34 -41,66 

Ala-18/Lis-19 -66,41 -30,99 

Lis-19/Gln-20 -73,46 -15,12 

Gln-20/Gln-21 -62,08 -43,29 
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Correlação  Phi  Psi 

Gln-21/Leu-22 -66,57 -41,12 

Leu-22/Ala23 -71,21 -24,14 

Ala-23/Lis-24 -76,97 -25,46 

Lis-24/Leu-25 -72,92 -31,87 

 

Tabela 10: Tabela de restrições de distância obtidas para o LyeTx-I em presença de micelas de SDS 

(200mM) 

Correlações intra residuais 

Resíduo Átomo Resíduo Átomo Distância (Å) 

2 Hε1 2 Hδ1 2,800 

2 Hδ1 2 Hε1 3,400 

3 Hα 3 H β1 2,800 

3 H β1 3 Hα 3,400 

3 Hα 3 Hδ1 5,000 

3 H β1 3 Hδ1 2,800 

3 HN 3 Hα 2,800 

3 Hα 3 HN 2,800 

3 HN 3 H β1 3,400 

3 H β1 3 HN 5,000 

3 HN 3 Hδ1 5,000 

3 Hδ1 3 HN 5,000 

3 HN 3 Hγ 3,400 

3 Hγ 3 HN 5,000 

4 Hα 4 H β 2,800 

4 H β 4 Hγ2 2,800 

4 H β 4 Hγ2 2,800 

4 HN 4 Hα 2,800 

4 Hα 4 HN 3,400 

4 HN 4 H β 3,400 

4 H β 4 HN 2,800 

4 HN 4 Hγ2 3,400 

5 HN 5 Hα 5,000 

5 Hα 5 HN 5,000 

5 HN 5 H β 5,000 

5 H β 5 HN 5,000 

6 Hβ1 6 Hα 2,800 

6 Hα 6 H β1 2,800 

6 Hα 6 Hδ1 3,400 

6 Hβ1 6 Hδ1 2,800 

6 Hβ1 6 Hγ 2,800 

6 Hγ 6 Hδ1 2,800 
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Resíduo Átomo Resíduo Átomo Distância (Å) 

6 HN 6 Hα 3,400 

6 HN 6 Hδ1 5,000 

7 Hα 7 Hβ1 3,400 

7 Hα 7 Hβ2 3,400 

7 Hγ1 7 Hβ1 2,800 

7 Hβ2 7 Hγ1 3,400 

7 HN 7 Hα 3,400 

7 Hα 7 HN 2,800 

7 HN 7 Hβ1 5,000 

7 HN 7 Hβ2 5,000 

7 HN 7 Hγ1 5,000 

8 Hβ1 8 Hα 3,400 

8 Hα 8 Hβ1 5,000 

8 Hβ2 8 Hα 3,400 

8 Hα 8 Hβ2 5,000 

8 HN 8 Hα 2,800 

8 Hα 8 HN 5,000 

8 HN 8 Hβ1 5,000 

8 Hβ1 8 HN 5,000 

8 HN 8 Hβ2 3,400 

8 Hβ2 8 HN 5,000 

9 HN 9 Hα 3,400 

9 Hα 9 HN 3,400 

9 HN 9 Hβ1 3,400 

9 Hβ1 9 HN 2,800 

9 HN 9 Hβ2 5,000 

9 HN 9 Hδ1 5,000 

9 Hγ 9 HN 5,000 

10 HN 10 Hα1 2,800 

10 Hα2 10 HN 5,000 

11 Hα 11 Hβ1 5,000 

11 Hβ1 11 Hα 3,400 

11 Hβ1 11 Hγ1 3,400 

11 HN 11 Hα 3,400 

11 Hα 11 HN 5,000 

11 HN 11 Hβ1 2,800 

11 Hβ1 11 HN 3,400 

11 HN 11 Hβ2 5,000 

11 Hβ2 11 HN 5,000 

11 HN 11 Hγ1 5,000 

11 Hγ1 11 HN 3,400 

12 HN 12 Hα 3,400 

12 Hα 12 HN 3,400 

12 HN 12 Hβ1 5,000 
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Resíduo Átomo Resíduo Átomo Distância (Å) 

12 Hβ1 12 HN 2,800 

12 HN 12 Hβ2 5,000 

12 Hβ2 12 HN 5,000 

13 Hβ1 13 Hα 2,800 

13 Hα 13 Hβ1 2,800 

13 HN 13 Hα 3,400 

13 Hα 13 HN 3,400 

13 HN 13 Hβ1 5,000 

13 Hβ1 13 HN 3,400 

13 HN 13 Hδ1 5,000 

14 HN 14 Hα1 5,000 

14 Hα1 14 HN 2,800 

14 HN 14 Hα2 5,000 

14 Hα2 14 HN 5,000 

15 Hδ1 15 Hα 3,400 

15 HN 15 Hα 3,400 

15 Hα 15 HN 2,800 

15 HN 15 Hβ1 5,000 

15 Hβ1 15 HN 5,000 

15 HN 15 Hδ1 5,000 

15 HN 15 Hγ1 5,000 

16 Hβ1 16 Hα 3,400 

16 Hα 16 Hβ1 5,000 

16 Hδ1 16 Hα 3,400 

16 HN 16 Hα 3,400 

16 Hα 16 HN 2,800 

16 HN 16 Hβ1 3,400 

16 Hβ1 16 HN 3,400 

16 Hε1 16 HN 5,000 

17 Hβ1 17 Hα 3,400 

17 HN 17 Hα 3,400 

17 Hα 17 HN 5,000 

17 HN 17 Hβ1 5,000 

17 Hβ1 17 HN 5,000 

17 HN 17 Hδ1 5,000 

17 Hδ1 17 HN 5,000 

17 HN 17 Hγ 5,000 

17 Hγ 17 HN 5,000 

18 HN 18 Hα 2,800 

18 HN 18 Hβ 3,400 

19 HN 19 Hα 2,800 

19 HN 19 Hβ1 2,800 

19 HN 19 Hβ2 5,000 

20 Hα 20 Hβ1 2,800 
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Resíduo Átomo Resíduo Átomo Distância (Å) 

20 Hε21 20 Hβ1 5,000 

20 Hε22 20 Hβ1 5,000 

20 Hα 20 Hγ1 3,400 

20 Hγ1 20 Hα 5,000 

20 Hγ1 20 Hβ1 2,800 

20 Hε21 20 Hγ1 5,000 

20 Hε22 20 Hγ1 5,000 

20 HN 20 Hα 3,400 

20 Hα 20 HN 2,800 

20 HN 20 Hβ1 5,000 

20 Hβ1 20 HN 5,000 

20 HN 20 Hβ2 2,800 

20 Hβ2 20 HN 3,400 

20 HN 20 Hγ1 5,000 

20 Hγ1 20 HN 5,000 

21 Hβ1 21 Hα 2,800 

21 Hα 21 Hβ1 3,400 

21 Hβ1 21 Hγ1 2,800 

21 HN 21 Hα 2,800 

21 Hα 21 HN 2,800 

21 Hβ1 21 HN 5,000 

21 HN 21 Hβ2 5,000 

21 Hβ2 21 HN 5,000 

21 HN 21 Hγ1 3,400 

21 Hγ1 21 HN 3,400 

22 HN 22 Hα 2,800 

23 Hα 23 Hβ 2,800 

23 Hβ 23 Hα 2,800 

23 HN 23 Hα 3,400 

23 HN 23 Hβ 3,400 

24 Hα 24 Hβ1 3,400 

24 Hα 24 Hβ2 2,800 

24 Hα 24 Hε1 3,400 

24 Hε1 24 Hα 5,000 

24 Hβ2 24 Hε1 2,800 

24 Hε1 24 Hβ2 2,800 

24 Hα 24 Hγ1 3,400 

24 Hβ2 24 Hγ1 2,800 

24 Hγ1 24 Hβ2 2,800 

24 Hε1 24 Hγ1 2,800 

24 HN 24 Hα 2,800 

24 Hα 24 HN 2,800 

24 HN 24 Hβ1 2,800 

24 Hβ1 24 HN 3,400 
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Resíduo Átomo Resíduo Átomo Distância (Å) 

24 HN 24 Hβ2 5,000 

24 Hβ2 24 HN 5,000 

24 HN 24 Hε1 5,000 

24 Hε1 24 HN 5,000 

24 HN 24 Hγ1 2,800 

24 Hγ1 24 HN 2,800 

25 Hα 25 Hβ1 5,000 

25 Hα 25 Hδ1 5,000 

25 Hδ1 25 Hβ1 2,800 

25 Hα 25 Hγ 3,400 

25 Hδ1 25 Hγ 3,400 

25 HN 25 Hα 2,800 

25 Hα 25 HN 2,800 

25 HN 25 Hβ1 2,800 

25 Hβ1 25 HN 3,400 

25 HN 25 Hδ1 5,000 

25 HN 25 Hγ 3,400 

25 Hγ 25 HN 5,000 

Correlações de media distância  

5 HN 3 HN 5,000 

3 HN 5 HN 5,000 

6 HN 4 Hα 5,000 

4 Hα 6 HN 5,000 

4 Hα 7 Hβ1 5,000 

7 HN 4 Hα 5,000 

4 Hα 7 HN 5,000 

5 HN 7 HN 5,000 

7 HN 5 HN 5,000 

5 Hα 8 Hβ1 5,000 

8 Hβ1 5 Hα 5,000 

10 HN 8 Hα 5,000 

11 HN 8 Hα 5,000 

13 HN 10 Hα1 5,000 

14 HN 11 Hα 5,000 

13 Hα 16 Hβ1 5,000 

16 Hβ1 13 Hα 3,400 

14 HN 16 Hβ1 5.00 

16 HN 14 Hα2 5,000 

16 HN 14 HN 5,000 

14 HN 16 HN 5,000 

13 Hα 17 HN 5,000 

17 HN 13 Hα 5,000 

17 HN 14 Hα1 3,400 

14 Hα1 17 HN 5,000 
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Resíduo Átomo Resíduo Átomo Distância (Å) 

17 HN 14 Hα2 5,000 

14 Hα2 17 HN 5,000 

17 HN 17 HN 5,000 

15 HN 17 HN 5,000 

19 HN 16 Hα 5,000 

19 HN 17 HN 5,000 

17 HN 19 HN 5,000 

17 Hα 20 Hβ1 5,000 

18 HN 20 Hβ2 5.00 

20 Hα 23 Hβ 5,000 

23 HN 20 Hβ2 5.00 

21 HN 23 Hβ 5.00 

21 Hα 24 Hβ1 5,000 

24 Hβ1 22 HN 5.00 

22 HN 24 HN 5,000 

24 HN 22 HN 5,000 

25 HN 23 Hβ 5.00 

Correlações sequenciais 

4 HN 3 Hδ1 5,000 

4 HN 3 HN 2,800 

3 HN 4 HN 2,800 

4 HN 5 Hβ 5,000 

5 HN 4 Hα 5,000 

4 Hα 5 HN 5,000 

5 HN 4 Hβ 3,400 

4 Hβ 5 HN 5,000 

5 HN 4 HN 5,000 

4 HN 5 HN 3,400 

7 HN 6 Hα 5,000 

9 HN 8 Hα 5,000 

9 HN 8 Hβ1 5,000 

8 Hβ1 9 HN 5,000 

9 HN 8 Hβ2 5,000 

8 Hβ2 9 HN 5,000 

8 HN 9 HN 3,400 

9 HN 8 HN 3,400 

11 HN 10 Hα1 3,400 

11 Hβ1 12 HN 5,000 

12 HN 11 Hβ2 5,000 

13 HN 12 Hα 5,000 

13 HN 12 Hβ1 5,000 

12 Hβ1 13 HN 5,000 

13 HN 12 Hβ2 5,000 

12 Hβ2 13 HN 5,000 
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Resíduo Átomo Resíduo Átomo Distância (Å) 

13 Hα 14 HN 5,000 

14 HN 13 Hα 5,000 

14 HN 13 Hβ1 3,400 

13 HN 14 HN 2,800 

14 HN 13 HN 2,800 

15 Hβ1 14 HN 5,000 

15 HN 14 Hα1 5,000 

14 Hα1 15 HN 5,000 

15 HN 14 Hα2 5,000 

14 Hα2 15 HN 5,000 

15 HN 14 HN 5,000 

14 HN 15 HN 5,000 

15 HN 16 HN 3,400 

16 HN 14 HN 3,400 

17 HN 16 Hβ1 5,000 

16 Hβ1 17 HN 5,000 

17 HN 16 HN 5,000 

16 HN 17 HN 5,000 

17 HN 18 HN 3,400 

18 HN 17 HN 3,400 

21 HN 20 HN 3,400 

20 HN 21 HN 3,400 

22 HN 21 Hα 5,000 

22 HN 21 Hβ2 3,400 

22 HN 21 HN 3,400 

21 HN 22 HN 3,400 

23 Hβ 22 HN 5,000 

23 HN 24 HN 3,400 

24 HN 23 HN 3,400 

25 HN 24 Hβ1 5,000 

25 HN 24 HN 3,400 

24 HN 25 HN 3,400 

 


