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RESUMO 

Diante do cenário problemático causado pela ascensão de bactérias 

multirresistentes (MDR), torna-se fundamental a busca por novas moléculas 

antibacterianas, já que os antibióticos convencionais estão cada vez menos efetivos. 

Peptídeos antimicrobianos (AMPs) são moléculas constituintes dos mecanismos de 

defesa de muitos organismos, mostrando ser menos propensos a induzir resistência 

microbiana. Esses possuem certos padrões estruturais e físico-químicos que permitem 

que interajam preferencialmente com membranas de carga negativa, como aquelas 

encontradas em microrganismos procariotos. Em trabalhos anteriores do nosso grupo de 

pesquisa, foram estudados fragmentos encriptados em proteínas, com características 

físico-químicas similares aos AMPs, que também apresentam atividades 

antimicrobianas, os peptídeos intragênicos antimicrobianos (IAPs). Recentemente foi 

feita uma varredura pelo proteoma humano e alguns desses fragmentos foram 

estudados. Dentre eles, o peptídeo Hs17 mostrou ser um eficiente agente antimicrobiano 

contra uma cepa bacteriana Gram-negativa (E. coli) de maneira seletiva, pois não 

apresentou interação mensurável com membranas de células eucarióticas. Tal 

seletividade é incomum entre AMPs e, especialmente, em IAPs. O presente trabalho 

visa ampliar a caracterização desse peptídeo para melhor compreender sua interação 

seletiva com membranas bacterianas. Para isso, foram realizados ensaios de 

concentração inibitória mínima (MIC) e bactericida (MBC) para ampliar a 

caracterização de seu espectro antimicrobiano, além de estudos de dicroísmo circular 

(CD) para estudar a estrutura secundária do peptídeo frente a vesículas unilamelares 

grandes (LUVs) que mimetizam membranas procarióticas e membranas eucarióticas. Os 

resultados confirmaram que o IAP Hs17 é mais ativo contra cepas de bactérias Gram-

negativas, com destaque para Acinetobacter baumannii, um importante agente 

patogênico humano. Além disso, o Hs17 não se estruturou frente a LUVs de DMPC 

(mimetizando células eucarióticas), estruturando-se em α-hélice ao interagir com LUVs 

de 2:1 DMPC:DMPG, as quais mimetizam a composição fosfolipídica da membrana 

células procarióticas. Pretende-se, com o presente trabalho, compreender melhor as 

propriedades físico-químicas que conferem seletividade à IAPs, de forma a obter 

moléculas mais seletivas que sirvam tanto para o combate direto de microrganismos 

patogênicos quanto para o carreamento de fármacos conjugados. 
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ABSTRACT 

Faced with the problematic scenario caused by the rise of multidrug-resistant 

bacteria (MDR), the search for new antibacterial molecules is essential, since 

conventional antibiotics are becoming less and less effective. Antimicrobial peptides 

(AMPs) are constituent molecules of the defense mechanisms of many organisms, 

showing to be less likely to induce microbial resistance. These have certain structural and 

physicochemical patterns that allow them to preferentially interact with negatively 

charged membranes, such as those found in prokaryotic microorganisms. In previous 

works by our research group, fragments encoded in proteins were studied, with 

physicochemical characteristics similar to AMPs, which also present antimicrobial 

activities, the antimicrobial intragenic peptides (IAPs). Recently, the human proteome 

was scanned and some of these fragments were studied. Among them, the Hs17 peptide 

proved to be an efficient antimicrobial agent against a Gram-negative bacterial strain (E. 

coli) in a selective manner, since it did not show measurable interaction with membranes 

of eukaryotic cells. Such selectivity is uncommon among AMPs and especially IAPs. The 

present work aims to expand the characterization of this peptide to better understand its 

selective interaction with bacterial membranes. For this, minimum inhibitory 

concentration (MIC) and bactericidal (MBC) assays were carried out to broaden the 

characterization of its antimicrobial spectrum, in addition to circular dichroism (CD) 

studies to study the secondary structure of the peptide against large unilamellar vesicles 

(LUVs). ) that mimic prokaryotic membranes and eukaryotic membranes. The results 

confirmed that IAP Hs17 is more active against Gram-negative bacterial strains, 

especially Acinetobacter baumannii, an important human pathogenic agent. Furthermore, 

Hs17 was not structured against DMPC LUVs (mimicking eukaryotic cells), structuring 

itself in an α-helix when interacting with 2:1 DMPC:DMPG LUVs, which mimic the 

phospholipid composition of prokaryotic cell membranes. The aim of this work is to 

obtain a deeper understanding of the physicochemical properties that confer selectivity to 

IAPs, in order to obtain more selective molecules that serve both for the direct combat of 

pathogenic microorganisms and for the transport of conjugated drugs. 

 

Keywords: Peptide, Hs17, AMP 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Contextualização do cenário atual 

1.1.1. Resistência Antimicrobiana 

 

A resistência antimicrobiana (RAM) é um problema iminente e por muitos anos 

mundialmente negligenciado (ALEKSHUN; LEVY, 2007) Segundo a Organização 

Mundial da Saúde (OMS), a resistência microbiana é um grave problema de saúde pública 

e está relacionada ao aumento do tempo de internação, dos custos de tratamento e das 

taxas de morbimortalidade dos pacientes, sendo que, o uso dos antimicrobianos na 

comunidade e no ambiente hospitalar associado a práticas inadequadas de controle de 

infecção, são reconhecidamente fatores de risco para seleção e disseminação da 

resistência antimicrobiana (O’NEILL, 2016). 

Estima-se que anualmente nos Estados Unidos (EUA) e na Europa (EU) 25 mil 

pessoas morram por ano devido a infecções causadas por microrganismos 

multirresistentes (MDR) enquanto na China este número pode chegar a 100 mil (GLASS, 

2016). De acordo com a OMS, se a situação não mudar, a resistência antimicrobiana pode 

causar 10 milhões de mortes a cada ano até 2050 e danos catastróficos à economia, assim 

como, estima-se que até 2030 cerca de 24 milhões de pessoas poderiam ser forçadas à 

pobreza extrema (BRASIL, 2018). Mesmo que a transmissão de microrganismos 

multirresistentes seja reportada com maior frequência em unidades críticas, de cuidados 

intensivos, todos os serviços de saúde são afetados pela seleção e disseminação de MDR 

(ORSI, 2011). 

A RAM ocorre quando bactérias, vírus, fungos e parasitas sofrem alterações ao 

longo do tempo e deixam de responder a medicamentos aos quais anteriormente eram 

susceptíveis. O agravamento deste cenário foi observado no contexto da pandemia do 

Covid-19, devido ao uso indiscriminado dos antibióticos (CORRÊA, 2022). A infecção é 

oriunda da presença do novo Coronavírus, SARS-CoV-2, um RNA-vírus zoonótico, de 

fita simples, descoberto no final de 2019 após um surto de pneumonia desconhecida em 

Wuhan, na China (WANG et al, 2020). Esse sintoma, então, justificou o uso dos 

antibióticos no tratamento da doença, mesmo sem a confirmação de coinfecção 

bacteriana, já que os sintomas são semelhantes às pneumonias bacterianas (HUTTNER 

et al, 2020). 

A terapia antimicrobiana foi aplicada não só pela comunidade médica, em 

ambiente hospitalar, mesmo sem o embasamento científico de sua eficácia no tratamento 
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da COVID-19, mas também pela população leiga que fez uso da automedicação 

(GUIMARÃES, CARVALHO, 2020). Além disso, no Brasil, antibióticos foram 

inseridos no chamado kit-Covid e como consequência, a azitromicina, antibiótico já 

utilizado nos serviços de saúde, teve maior prescrição e venda ao longo de 2020 no país 

como um dos componentes do kit-Covid (MELO, 2021). 

Outros estudos afirmam que os antibióticos foram prescritos em cerca de 59% dos 

casos de internação por COVID-19, independentemente da presença de infecção 

bacteriana, o que, mediante o potencial de adaptação e produção de mecanismos de 

resistência destes microrganismos, embasa a preocupação dos profissionais de saúde 

quanto ao aumento da ameaça de uma nova pandemia, desta vez causada por bactérias 

pan-resistentes, ou seja, resistentes a todas as classes de antimicrobianos disponíveis no 

mercado (WEI et al, 2020). 

Estudos feitos no “Hospital IRCCS San Raffaele” em Milão (Itália) relataram a 

incidência de infecções bacterianas secundárias em relação aos pacientes positivados com 

SARS-CoV-2 internados precocemente em UTIs, sendo 9,3% de um total de 731 

indivíduos. Em razão aos números que os profissionais obtiveram do estudo, foi 

concluído que houve uma alta incidência de infecções secundárias entre os pacientes com 

coronavírus, atribuindo aos agentes bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos, 

principalmente, Staphylococcus coagulase-negativo, Acinetobacter baumanii e 

Escherichia coli (RIPA et al., 2021). Essas infecções secundárias se instalam em 

pacientes com sistema imunológico debilitado ou em pacientes em tratamento por uma 

infecção primária, como o caso da Covid-19. Com isso, mais uma motivação para o início 

do tratamento profilático de antibióticos, uma vez que os sintomas apresentados pelos 

pacientes requerem esse tipo de medicação (RAWSON et al., 2020), (HUTTNER; 

CATHO; PANO-PARDO; PULCINI; SCHOUTEN, 2020). 

Os antibióticos mais utilizados no tratamento dos pacientes internados com Covid- 

19 foram Azitromicina, Claritromicina, Amoxicilina, que são antibióticos empíricos 

utilizados em casos leves, e foram utilizados antibióticos de largo espectro, para os casos 

graves. Entretanto, é importante ressaltar que o uso inadequado desses antibióticos como 

medida profilática, na tentativa de eliminar uma ampla gama de bactérias, pode estimular 

a resistência antimicrobiana (HSU, 2020). 

As bactérias, assim como outros microrganismos, possuem alta capacidade de 

sofrer mutações e adquirir genes de resistência, se tornando resistentes aos 

antimicrobianos. O amplo uso de antimicrobianos implica em pressão seletiva de modo 
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que as cepas mais resistentes persistem, propagam-se, acumulando mecanismos de 

resistência (MAGIORAKOS et al. 2012). Tais mecanismos serão mais bem discutidos na 

sessão a seguir (1.1.2). A Azitromicina, por exemplo, droga pertencente à classe dos 

macrolídeos, é empregada para inibir a replicação viral e atuar como imunomodulador, 

diminuindo a gravidade dos casos da Covid-19 (IRIARTE, 2020). A principal ação 

bacteriana contra os macrolídeos é pela modificação do alvo efetor dessa classe nos 

ribossomos. As mutações observadas em bactérias resistentes impedem que o macrolídeo 

se ligue ao ribossomo e assim interrompa a translocação da cadeia peptídica. (IRIARTE, 

2020). Um exemplo dessa ação são as bactérias Gram negativas que podem possuir 

diferentes porinas em sua membrana celular que bloqueiam a entrada da Azitromicina 

para a zona citoplasmática (IRIARTE, 2020). 

Em 2018, antes mesmo da pandemia, formalizou-se uma agenda nacional, com a 

publicação do Plano de Ação Nacional de Prevenção e Controle da Resistência aos 

Antimicrobianos no Âmbito da Saúde Única (PAN-BR) (BRASIL, 2018). A formulação 

do PAN-BR representa um avanço no reconhecimento da necessidade de uma abordagem 

multidisciplinar e multissetorial da RAM (CORRÊA, 2022). Dentre os principais desafios 

para sua implementação, destacam-se: a instituição de uma política sustentável, a 

execução descentralizada das atividades de controle, prevenção e monitoramento e o 

investimento em pesquisa, desenvolvimento e inovação para produção de 

antimicrobianos, métodos diagnósticos e vacinas por meio do acesso universal e 

equitativo (ESTRELA, 2018). Sendo assim, mais estudos são necessários para 

demonstrar a correlação da doença com a resistência, contribuindo para a resolução e 

estabelecendo novos caminhos para tratar patógenos comumente observados em 

infecções secundárias, a fim de evitar uma crise de saúde devido à resistência 

antimicrobiana (MINANTE, 2022). 
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1.1.2. Mecanismos de resistência antimicrobiana 

 

A questão da resistência pode ser encarada como uma equação de dois componentes: 

o antibiótico ou antimicrobiano, que inibe o crescimento de organismos suscetíveis e 

seleciona os resistentes, além da determinante de resistência genética selecionados pelo 

antimicrobiano (LEVY, 1994). Genes de resistência selecionados e seus hospedeiros se 

propagam sob contínua seleção antimicrobiana a fim de ampliar e estender o problema 

para outros hospedeiros e outras localizações geográficas (LEVY & MARSHALL, 2004). 

 

A resistência antimicrobiana aos antibióticos pode ser atingida por meio de 

mecanismos intrínsecos ou adquiridos (ALEKSHUN et al. 2007) (Figura 1). Os 

mecanismos intrínsecos são aqueles caracterizados pela ocorrência natural de genes 

encontrados no hospedeiro, como AmpC β-lactamase de bactérias Gram-negativas e 

muitos sistemas de fluxo MDR (ALEKSHUN et al. 2007). Já os mecanismos adquiridos 

envolvem mutações em genes-alvo de antibióticos e a transferência de determinantes de 

resistência transmitidos por plasmídeos, bacteriófagos, transpósons e outros materiais de 

genes móveis (ALEKSHUN et al. 2007) (Figura 1). 

 

Figura 1: Aquisição de resistência antimicrobiana. As bactérias podem se tornar 

resistentes a antibióticos (Abr) por mutação do gene alvo no cromossomo. Eles podem 

adquirir material genético externo incorporando segmentos de DNA livres em seus 

cromossomos (transformação). Os genes também são transferidos após infecção por 

bacteriófago (transdução) e através de plasmídeos e transpossomos conjugativos 
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durante a conjugação. O elemento transponível de termo geral foi 

usado para designar (1) uma sequência de inserção, (2) transpossomo composto 

(composto), complexo e conjugado, (3) transposição de bacteriófago, ou (4) integron 

(ALEKSHUN et al. 2007). 

 

Peptídeos antimicrobianos (AMPs) são moléculas evolutivamente conservadas, 

envolvidas em mecanismos de defesa de uma ampla variedade de organismos (GUANÍ- 

GUERRA, 2010). Normalmente são moléculas catiônicas e anfifílicas que adotam 

padrões estruturais quando interagem com membranas polianiônicas, como as de 

bactérias, em que as cadeias laterais segregam-se em regiões distintamente opostas da 

conformação enovelada, promovendo a inserção e ruptura da membrana citoplasmática, 

levando à morte das bactérias (ZASLOFF, 2002). Essas moléculas têm sido alvo de 

estudo como novos tratamentos terapêuticos e serão melhor descritas na seção 1.2. Por 

mais que a resistência antimicrobiana se dê em um grau menor para essas moléculas, elas 

não são isentas de tal acontecimento. A seguir serão descritos alguns mecanismos que as 

bactérias adotam para contornar os efeitos de um AMP. 

 

Modificações da membrana relacionadas à resistência ao AMP 

 

A membrana externa (OM) bacteriana e as arquiteturas da membrana interna podem 

ser alteradas e os locais para a ligação dos AMPs podem ser protegidos em resposta a 

níveis reduzidos de Ca2+ e Mg2+, proteínas específicas e mudanças na composição 

lipídica. Isso reduz consideravelmente a fluidez da membrana e sua permeabilidade 

(ANDERSSON et al, 2016). 

O conteúdo de fosfolipídeos da membrana bacteriana, como fosfatidiletanolamina 

(PE), fosfatidilglicerol (PG) e cardiolipina (CL), reflete um estado global de proteção 

contra a formação de poros (ZHANG et al, 2014). A biossíntese, ‘turnover’ e translocação 

de fosfolipídeos para locais alvo na membrana podem ser modulados pela expressão de 

proteínas intimamente relacionados à resistência contra AMPs (PARACHIN & 

FRANCO, 2014). Além disso, afinidade celular entre a membrana e os AMPs pode ser 

consideravelmente reduzida ao se minimizar a carga negativa da bicamada fosfolipídica, 

isto é, sua composição (MARIA-NETO et al, 2015). 

 

Resistência bacteriana relacionada com modificações na parede celular 
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Modificações na bicamada polisacarídica de peptidoglicano e ácidos teicóicos na 

parede celular são um dos recursos mais prolíficos de bactérias Gram-positivas (CUNHA, 

2017). As interações entre o AMP e a parede celular podem ser evitadas em S. aureus e 

Staphylococcus xylosus, que apresentam múltiplas cópias do ‘operon dlt’, uma sequência 

reguladora, que ao ser ativada promove a D-alanilação dos ácidos tenóicos na parede 

celular, reduzindo suas cargas aniónicas (KRISTIAN et al, 2005). Em algumas bactérias 

Gram-negativas, a afinidade dos lipopolissacarídeos (LPS) na OM por AMPs catiônicos 

pode ser reduzida pelo aumento de lipídeo A carregado positivamente com substituintes 

como palmitato, fosfoetanolamina e 4-amino-4-desoxi-L-arabinose em 1 ou 40 grupos 

fosfato (RAETZ & WHITFIELD, 2002). 

Costuma-se afirmar que, em bactérias, quanto mais espessa a parede celular, menos 

eficiente é o antibiótico e, por consequência, um AMP também será. Sendo assim, 

melhorar a parede celular é uma estratégia adotada pelo S. aureus contra eritromicina, 

vancomicina, acriflavina e muitos outros AMPs. A camada de peptidoglicano da parede 

celular pode aumentar de espessura pela regulação positiva da síntese de glutamina em 

cepas de E. coli que são resistentes à mangainina II (HENDERSON et al, 2014). 

 

Resistência bacteriana relacionada com modificações no metabolismo 

 

Algumas bactérias possuem um arsenal de moléculas que impedem o metabolismo 

celular de sofrer o estresse causado pelos AMPs. Uma porção de vias pode ser reguladas 

para cima ou para baixo para aumentar a biossíntese de proteases, modificações de locais 

de membrana reconhecíveis por AMPs, superprodução de biofilmes e supressão de 

elementos superficiais relacionados à formação de poros (MARIA-NETO et al, 2015). 

Um mecanismo de resistência ao AMP pelas bactérias é a clivagem proteolítica 

parcial ou total dos AMPs. Cepas de S. aureus que superproduzem a metaloprotease 

aureolisina são resistentes à catelicidina. Proteus mirabilis ao produzir grandes 

quantidades da metaloprotease ZapA pode evitar a atividade antimicrobiana do ‘b- 

defensin 1’ (hBD1), simplesmente por quebrar a proteína em seis ou nove peptídeos 

inócuos (JUSKO et al, 2012). 

Sendo assim, bactérias adotam inúmeras estratégias para evitar o efeito letal dos 

antibióticos. A elucidação desses mecanismos de resistência pode auxiliar na criação de 

novos medicamentos. É fundamental ter a ciência da fluidez do genoma microbiano e a 
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relativa facilidade pela qual a resistência pode surgir por meio de mutação ou aquisição 

de gene. A descoberta de novos agentes necessários para curar doenças infecciosas vem 

pelo reconhecimento deste potencial para o aparecimento de resistência. (ALEKSHUN 

et al. 2007) 

 

1.2. Peptídeos Antimicrobianos (AMPs) 

1.2.1. Uma visão geral 

 

Dado o problema das bactérias MDR para a saúde pública, torna-se fundamental a 

busca por novas estratégias antibacterianas, sabendo que os antibióticos convencionais 

estão cada vez mais inefetivos, como um resultado da resistência (FJELL et al, 2012). 

AMPs são armas evolutivamente antigas (ZASLOFF, 2002). Produzidos em insetos, 

plantas, bactérias e vertebrados, os peptídeos antimicrobianos protegem contra uma 

ampla gama de agentes infecciosos (GUANÍ-GUERRA, 2010). Em mamíferos, esses 

peptídeos protegem contra bactérias, vírus, fungos e alguns parasitas (GUANÍ-GUERRA, 

2010). 

A sua ampla distribuição nos reinos vegetal e animal sugere que os AMPs 

desempenharam um papel fundamental na evolução bem-sucedida de organismos 

multicelulares (ZASLOFF, 2002). E contradizendo a crença de que bactérias, vírus e 

fungos podem e irão desenvolver resistência a qualquer substância concebível, os AMPs 

mantiveram-se como armas defensivas eficazes, apesar de sua linhagem antiga 

(ZASLOFF, 2002). Notavelmente, o desenvolvimento de resistência contra os AMPs se 

deu em um grau muito inferior, já que esses normalmente atuam atacando múltiplos alvos 

polianiônicos ou hidrofóbicos (FRIEDRICH, 2001). Sendo assim, é mais difícil de obter 

mutações que confiram resistência à AMPs e métodos de testes, como por exemplo 

passagens múltiplas com metade do MIC (concentração inibitória mínima) de AMPs, são 

necessários para o desenvolvimento de qualquer resistência (PERRON, 2006). Dessa 

forma, essas moléculas ancestrais são componentes cruciais no sistema imune e atraem 

candidatos para novos tratamentos terapêuticos (GUANÍ-GUERRA, 2010). 

AMPs podem ser classificados com base em suas estruturas secundárias, em que há 

quatro classes principais: folha-β, α-hélice, loop e peptídeos estendidos (HANCOCK & 

LEHER, 1998), representadas na Figura 2 (retirada e adaptada de POWERS & 

HANCOCK, 2003). A característica estabelecida de uma ampla gama de AMPs é o 

compartilhamento de propriedades anfifílicas e catiônicas, o que permite interações com 
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as membranas carregadas negativamente (SCHMITT, 2015). 

 

 

Figura 2: Classes estruturais de peptídeos antimicrobianos: (A) Folha-β, tachyplesin I 

(LAEDERACH, 2002); (B) α-hélice, magainin 2 (GESELL, 1997); (C) Estendido, 

indolicidin (ROZEK, 2000); (D) Loop, thanatin (MANDARD et al, 2000). Ligações 

dissulfito são indicadas em amarelo. Figura preparada com MOLMOL (KORADI, 1996). 

Imagem retirada e adaptada de POWERS & HANCOCK, 2003. 

 

As interações de um AMP com a membrana não podem ser explicadas por um 

motivo sequencial particular de aminoácidos, elas se originam da combinação de 

características físico-químicas e padrões estruturais (BOMAN, 2003), como tamanho, 

composição de resíduos, carga líquida total, estrutura secundária, hidrofobicidade e 

caráter anfifílico (HALL, 2004). Essa capacidade de adotar conformações anfipáticas ou 

anfifílicas, muitas vezes induzidas pela interação com membranas citoplasmáticas ou 

miméticas (POWERS & HANCOCK, 2003), em que as cadeias laterais 

catiônica/hidrofílica e hidrofóbica segregam-se em regiões ou faces distintamente opostas 

da conformação enovelada. Esta topologia aparenta ser importante para a inserção e 

ruptura da membrana citoplasmática, levando à morte das bactérias (ZASLOFF, 2002). 

Este simples mecanismo físico de ação resultou em uma propensão relativamente baixa 

para o desenvolvimento de resistência (TEW, 2010). 

A estrutura tridimensional de um AMP tem implicações para o mecanismo de sua 

atividade antimicrobiana, pois a conformação fornece informações sobre as interações 

intermoleculares que governam a ligação ao seu alvo biológico (HANEY et al, 2009). O 
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tema comum ao analisar a solução de muitos peptídeos antimicrobianos é que esses 

peptídeos não são estruturados em solução aquosa e que normalmente só adotam uma 

estrutura bem definida quando interagem com a membrana bacteriana (HANEY et al, 

2009). Apesar de AMPs manifestarem uma grande diversidade estrutural, alguns padrões 

estruturais estão presentes, sendo a folha-β e a α-hélice as estruturas mais encontradas 

(HANCOCK & LEHER, 1998). 

 

1.2.2. Mecanismos de ação 

 

De maneira geral, os mecanismos de ação dos AMPs podem ser classificados em 

dois grupos (i) os mecanismos disruptivos de membrana, associados com a lise da 

membrana; e (ii) os mecanismos não disruptivos de membrana, em que o foco está na 

neutralização de alvos intracelulares (MALANOVIC & LOHNER, 2016). O primeiro 

passo para qualquer mecanismo é a interação entre o AMP e a membrana citoplasmática 

(CUNHA 2017). A força geradora dessa interação é a força eletrostática apresentada entre 

o AMP, sendo catiônico, e a superfície polianiônica da bactéria (NGUYEN, L.T. et al, 

2011). Além disso, sua conformação, sendo anfifílica, aparenta ser importante para a 

inserção e ruptura da membrana citoplasmática das bactérias, levando à morte celular 

(ZASLOFF, 2002). 

Acredita-se que a seletividade de AMPs se dá em razão das diferenças entre as 

composições dos fosfolipídeos de membranas de bactérias e mamíferos (TEW, 2010). 

Membranas bacterianas possuem uma fração relativamente grande (maior do que 20 mol 

%) de lipídeos carregados negativamente e mantêm altos gradientes de potencial elétrico 

(com um potencial de transmembrana (Δψ) de aproximadamente -120 mV) que atraem 

substâncias carregadas positivamente, como AMPs, enquanto membranas de plantas e 

animais são ricas em colesterol e lipídeos, não têm carga líquida e mantêm um fraco Δψ 

(FJELL, 2012). 

Os mecanismos disruptivos são divididos em quatro modelos clássicos: (i) modelo 

‘toroidal’, (ii) modelo carpete (Figura 3), (iii) modelo carpete ou detergente (Figura 3) e 

(iv) modelo ‘barrel’ (Figura 3) (CUNHA, 2017). Recentemente, novos modelos 

disruptivos foram descritos: (i) modelo ‘toroidal’ desordenado (Figura 3), (ii) modelo de 

afinamento de membrana, (iii) modelo de agrupamento de lipídeos carregados, (iv) 

modelo intermediário sem bicamada, (v) modelo de direcionamento de lipídeos oxidados, 

(vi) modelo transportador de ânions, (vii) modelo de despolarização da membrana não 
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lítica e (vii) modelo de eletroporação (CUNHA, 2017). Todos os modelos não são 

mutuamente exclusivos, permitindo que um único AMP possa apresentar uma estratégia 

envolvendo múltiplos mecanismos simultâneos (CUNHA, 2017). 

No modelo ‘toroidal’, o AMP se liga à membrana e forma um canal de 

translocação “flip-flop” que abre a membrana verticalmente, com o AMP permanecendo 

intimamente associado aos grupos de cabeça lipídica durante todo o processo (SHRUTI 

et al, 2016). O modelo carpete proporciona o rompimento da membrana sem a 

internalização do AMP. No entanto, o AMP permanece associado com a membrana até 

que uma concentração crítica do peptídeo contribua para enfraquecer as interações 

hidrofóbicas dos fosfolipídeos estruturais, com os AMPs formando uma estrutura de 

tapete que aumenta a ruptura da membrana (SHRUTI et al, 2016). No modelo detergente, 

os AMPs têm um papel similar a um detergente, entrelaçando os fosfolipídeos, 

desagregando-os. Dependendo do AMP e da composição da membrana, esse modo de 

ação não proporciona o rompimento da membrana. Ao invés, forma um estreito canal 

para a passagem do AMP e de outras moléculas para dentro da célula (MALANOVIC & 

LOHNER, 2016). O modelo ‘barrel’ fornece a formação de um agregado regularmente 

organizado de AMPs que interage e se associa com a membrana. O oligômero do AMP 

leva à formação de poros na bicamada lipídica interagindo intimamente suas cadeias 

hidrofóbicas da membrana. Os poros transmembrana permitem a internalização da parte 

hidrofílica do AMP que está voltada para a região interna da membrana (NGUYEN et al, 

2011). Por último, o modelo ‘toroidal’ desordenado. Esse modo de ação fornece uma 

formação estocástica de poros após distorção lipídica para dentro que permite a agregação 

de no máximo dois peptídeos no centro do poro. Mas na região periférica externa do poro, 

muitos peptídeos são configurados antes da translocação (NGUYEN et al, 2011; SHRUTI 

et al, 2016). 
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Figura 3: Mecanismos de ruptura de membrana de AMPs propostos incluem (a) 

modelo ‘barrel-stave’, (b) modelo carpete, (c) modelo ‘toroidal pore’ e (d) modelo 

‘toroidal pore’ desordenado. Imagem tirada e adaptada de ONG et al, 2014. 

 

Os mecanismos disruptivos estão relacionados com a interferência na biossíntese 

associada à membrana, síntese macromolecular no citoplasma e funções metabólicas 

(HANCOCK & SAHL, 2006). Existem duas maneiras diferentes de um AMP entrar na 

célula (CUNHA, 2017). A primeira é uma translocação espontânea obscura através da 

membrana; o outro é principalmente resultado da presença de uma estrutura secundária 

no AMP que causa a permeabilização da membrana. Nesse método, denominado de Shai- 

Matsuzaki-Huang (Figura 4), um AMP α-helicoidal se liga paralelamente à membrana. 

Resíduos hidrofóbicos voltados para a membrana permitem a permeabilização de parte 

dos AMPs e a mudança de sua organização para o modo transversal formando poros 

toroidais (NGUYEN et al, 2011; MALANOVIC & LOHNER, 2016). 
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Figura 4: Modelo SMH de ação de peptídeos antimicrobianos. Um peptídeo em α-hélice 

é representado. A. Recobrimento em forma de carpete da face externa da membrana. B. 

Integração do peptídeo na membrana e achatamento da face externa. A área da face 

externa expande-se em relação à face interna (apontado pelas setas). C. Transição de fase 

e formação de poros transientes. D. Transporte de peptídeos e fosfolipídeos para a face 

interna da membrana. E. Difusão dos peptídeos para alvos internos (em alguns casos). F. 

Colapso da membrana em fragmentos e ruptura física da membrana celular do alvo. 

Fosfolipídeos acídicos possuem grupamentos “cabeça” representados em vermelho os 

resíduos positivos e em verde os resíduos hidrofóbicos. Imagem retirada e modificada de 

ZASLOFF, 2002. 

 

1.3. Peptídeos Intragênicos Antimicrobianos (IAPs) 

 

Partindo da premissa de que existe uma riqueza de peptídeos biologicamente ativos 

que podem estar presentes dentro das proteínas, Brand (2012) e colaboradores descrevem 

uma metodologia para encontrar peptídeos antimicrobianos encriptados em sequências de 

proteína. Esse trabalho introduz uma metodologia baseada na filtragem in silico de 

fragmentos antimicrobianos putativos de proteínas, associados com testes biológicos, 

permitindo categorizar os peptídeos em grupos de diferentes graus de afinidade para 

membranas biológicas e selecionar novas sequências de AMPs codificadas em proteínas 

maiores. Essa metodologia se baseou no desenvolvimento de um software exploratório, 
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chamado de Kamal (http://www.cenargen.embrapa.br/kamal/), como uma ferramenta 

primária para descobrir essas sequências antimicrobianas encriptadas com base na 

semelhança físico-química com AMPs conhecidos (BRAND et al. 2012). O Kamal 

realiza uma digestão in silico de proteínas, derivadas de bases de dados, em uma janela 

deslizante de fragmentos peptídicos de comprimento definido. Estes então são filtrados 

usando como critério sequências-base para identificar um conjunto de peptídeos 

candidatos com atividades potencialmente desejáveis (BRAND et al. 2012). 

Alguns desses peptídeos foram sintetizados quimicamente e foram submetidos à 

interação com vesículas unilamelares (LUVs) compostas de DMPC e 2:1 DMPC: DMPG 

por meio de calorimetria diferencial de varredura (DSC), a fim de analisar o 

comportamento da fase termotrópica das membranas e dicroísmo circular (CD) para 

determinar o efeito da interação com a membrana na estrutura secundária do peptídeo 

(BRAND et al. 2012). Uma análise de componentes principais (PCA) foi aplicada aos 

dados resultantes. Os efeitos produzidos por esses peptídeos na transição de fase principal 

de membranas modelo foram correlacionados com o grau de conteúdo de peptídeo α- 

helicoidal obtido após titulação com LUVs das mesmas composições (BRAND et al. 

2012). Os resultados das membranas modelo foram também correlacionados com as 

potências antimicrobianas contra algumas cepas bacterianas. As moléculas resultantes 

desse processo foram denominadas peptídeos intragênicos antimicrobianos (IAPs) 

(BRAND et al. 2012). 

De maneira geral, IAPs (Figura 5) são sequências internas de proteínas com 

semelhanças físico-químicas com AMPs que, uma vez identificados e sintetizados como 

cadeias polipeptídicas individuais, apresentam atividade antimicrobiana (RAMADA et 

al. 2017; BRAND et al. 2018; BRAND et al. 2019; MARIANO et al. 2021). Muitas das 

proteínas codificadas pelos genomas de praticamente quaisquer organismos podem ser 

considerados como reservatórios de IAPs, conferindo-lhes amplo potencial 

biotecnológico (RAMADA et al. 2017; BRAND et al. 2018; BRAND et al. 2019; 

MARIANO et al. 2020). 

 

http://www.cenargen.embrapa.br/kamal/
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Figura 5: Representação esquemática da definição de IAP. 

Ramada (2017) e colaboradores se utilizaram da mesma estratégia para a triagem 

de peptídeos encriptados bioativos, mostrando uma nova geração de IAPs com atividades 

antimicrobianas e antifúngicas obtidas de várias sequências de proteínas pertencentes a 

diferentes plantas (RAMADA et al. 2017). O trabalho demonstrou que IAPs podem ser 

tão ativos quanto os AMPs já conhecidos, com seletividade e amplitude de espectros 

antimicrobiano semelhantes, além de fornecer evidências adicionais de que os 

organismos manifestando a existências de IAPs podem ser uma alternativa viável à 

tecnologia transgênica em relação à utilização de AMPs convencionais (RAMADA et al. 

2017). 

Uma vez que tais peptídeos podem interagir com membranas de diferentes 

maneiras, resultando em diferentes acontecimentos, Brand (2018) e colaboradores 

desenvolveram uma metodologia preditiva para categorizar peptídeos ativos de 

membrana e estabelecer uma ligação com suas propriedades físico-químicas. Partindo de 

trabalhos anteriores (BRAND et al.2012), foi explorada a interação de uma série de IAPs 

com membranas modelo, a partir de técnicas de DSC e CD. Os dados biofísicos obtidos 

foram submetidos a métodos estatísticos e os agrupamentos peptídicos resultantes foram 

correlacionados com a estrutura peptídica e com a sua atividade antimicrobiana (BRAND 

et al. 2018). As propriedades físico-químicas foram reavaliadas com base em grupos de 

peptídeos (Figura 6). Os dados indicam que peptídeos membranolíticos produzem perfis 

característicos de transição térmica (DSC) em vesículas modelo e isso pode ser utilizado 

para categorizar novas moléculas com atividade biológica desconhecida (BRAND et al, 

2018). Esse incremento no modelo de Brand (2012) pode resultar numa estrutura 

experimental unificada para a previsão de novas classes de peptídeos ativos de membrana 

(BRAND et al, 2018). 
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Figura 6: A estatística multivariada revela semelhanças na perturbação induzida por 

peptídeos da transição de fase principal de membranas modelo sondados por calorimetria 

de varredura diferencial. Um algoritmo de análise de grupamento hierárquico (HCA) foi 

aplicado a localizações de peptídeos nos primeiros 5 componentes principais. (a) Gráfico 

de dispersão 3-D das posições dos peptídeos nos três primeiros componentes principais. 

Os agrupamentos de peptídeos, obtidos da HCA, são codificados por cores: Cluster 1, em 

vermelho, cluster 2, em verde e cluster 3, em azul. Elipsóides de contorno normal foram 

calculados para aglomerados de peptídeos. (b) Gráfico de constelação do dendograma 

obtido de HCA categoriza peptídeos em grupos discretos. As identidades de clusters são 

representadas pelo mesmo código de cores. Figura retirada e adaptada de BRAND et al, 

2018. 

 

Mais adiante, Brand (2019) e colaboradores voltaram suas atenções para o 

proteoma humano, utilizando-se mais uma vez da ferramenta Kamal para prospecção de 

IAPs em proteínas humanas, denominados Hs IAPs (‘Homo sapiens Intragenic 

Antimicrobial Peptides’). Os novos Hs IAPs não apenas perturbam a transição de fases 

principal das membranas modelo, dobram-se em segmentos α-helicoidais anfifílicos após 

a ligação com as membranas e exibem atividades antimicrobianas distintas contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, assim como leveduras e fungos filamentosos, 

mas também um desses IAPs, o Hs02 (KWAVRIIRKFIKGFIS-NH2), é um potencial 

inibidor da liberação induzida por lipopolissacarídeo de mediadores pró-inflamatórios em 

macrófagos murinos (BRAND et al. 2019). 



30  

Mais recentemente, em um trabalho ainda não publicado, Brand e colaboradores 

expandiram o conhecimento acerca dos Hs IAPs. Para tal, o proteoma humano, baixado 

do banco de dados EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/reference_proteomes) foi 

submetido ao software Kamal, programado para revelar potenciais IAPs dentro de 

proteínas, realizando uma varredura mediante os seguintes parâmetros: segmentos 

anfifílicos, α-helicoidais, de 16 a 24 resíduos de aminoácidos, com carga líquida ≥ +2, 

dentre outros. Esses critérios foram aplicados ao proteoma humano modelo, que inclui 

20.596 proteínas. Como resultado 1.827 sequências únicas foram identificadas (dados 

submetidos para publicação). Esses, por sua vez, foram encontrados dentro da estrutura 

primária de 460 proteínas, correspondendo a quase 2% das proteínas humanas e 

constituem elementos estruturais de proteínas de múltiplas classes e funções biológicas 

(dados submetidos para publicação). Dessa forma, os dados indicam que os IAPs podem 

ser encontrados em múltiplas proteínas do proteoma humano. No entanto, proteínas 

transmembrana e proteínas periféricas de membrana são particularmente ricas nesses 

segmentos, apontando que essas podem ser relevantes para a adsorção transitória da 

membrana e provavelmente para a modulação de suas atividades fisiológicas no ambiente 

celular. 

 

1.4. O peptídeo Hs17 

 

Como fruto desse trabalho, muitas proteínas foram mapeadas na periferia do interior 

da membrana plasmática. O filho da proteína ‘sevenless homolog 1 (SOS1)’ é um 

exemplo. Foi localizado o IAP Q07889 (723-739), cuja estrutura primária é 

GKAMKKWVESITKIIQ, em uma localização superficial na estrutura da proteína 

SOS1 (Figura 7). Este potencial IAP abrange uma região que corresponde aos últimos 

resíduos de um domínio RasGEFN, com alta densidade de carga positiva (Figura 7), e 

além disso, foi demonstrado que alguns de seus resíduos de aminoácidos formam uma 

alça inibitória com o domínio DH da mesma proteína (dados submetidos para 

publicação). Esse IAP foi nomeado Hs17. 

http://www.ebi.ac.uk/reference_proteomes)
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Figura 7: (a) Estrutura tridimensional do SOS1 (código PDB 1NVU), destacando 

segmento anfifílico catiônico Q07889 (723-739), GKAMKKWVESITKIIQ, em 

localização superficial da proteína. (b) Gráfico de roda helicoidal do fragmento 

correspondente demonstrando seu caráter anfifílico. Resíduos carregados positivamente 

são representados em vermelho, resíduos carregados negativamente em azul, resíduos 

hidrofóbicos em verde e resíduos polares sem carga em cinza. Imagem retirada e adaptada 

de trabalho ainda não publicado. 

Inspirado nos resultados desse trabalho, um projeto de iniciação científica foi 

realizado para avaliar a potência antimicrobiana desses segmentos cuja proteína parental 

é periférica de membrana em comparação com segmentos derivados de proteínas que não 

configuram nessa classe. Para isso foram escolhidos seis desses potenciais Hs IAPs 

retornados pelo Kamal (três de cada classe), sendo o Hs17 um deles. Os peptídeos foram 

sintetizados em fase sólida, purificados por cromatografia líquida de alta eficiência e suas 

estruturas primárias aferidas por espectrometria de massas. 

Com a confirmação da obtenção dos peptídeos foram executados ensaios de 

concentração inibitória mínima como uma primeira forma de caracterizar sua atividade 

biológica. Os resultados obtidos se encontram na tabela 2. Foram utilizadas duas cepas 

bacterianas: Escherichia coli e Staphylococcus aureus, representantes dos grupos de 

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, respectivamente. O Hs17 se destacou por sua 
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seletividade, apresentando atividade apenas para E. coli inibindo seu crescimento a uma 

concentração de 8 µM. Isso sugere que novos ensaios com outras cepas de bactérias 

podem ser realizados para verificar o estabelecimento de um padrão, podendo, assim, 

abrir uma nova perspectiva de sua aplicação biotecnológica para a inibição de organismos 

Gram-negativos. 

 

Tabela 1: Estrutura primária, identificação de proteínas parentais e concentração 

inibitória mínima de Hs IAPs (dados submetidos para publicação). 

 

 

Por fim, Brand em seu relatório de pós-doutorado (dados submetidos para 

publicação) iniciou uma primeira prospecção dos efeitos dos IAPs em células 

eucarióticas, já que suas atividades biológicas se estendem além da atividade microbicida, 

atuando também em células eucarióticas. Para tal, os mesmos peptídeos foram utilizados 

(Hs15-20) e foi determinada sua citotoxicidade para células epiteliais normais, da 

linhagem MCF10A, retirada de epitélio da glândula mamária. Foram realizados, então, 

ensaios de determinação de viabilidade celular. 

Esses dados indicaram que o Hs17 sequer interagiu com uma célula epitelial normal, 

sendo essencialmente inofensivos, mesmo em concentrações altas. Essa é uma 

característica incomum, já que os demais peptídeos que apresentaram atividade 

antimicrobiana foram também, em algum grau, citotóxicos (RAMADA et al. 2017; 

BRAND et al. 2019). 
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1.5. Seletividade 

1.5.1. Composição de membranas em organismos 

1.5.1.1. A importância e diversidade de membranas 

 

Membranas apresentam um papel central tanto na estrutura quanto nas funções de 

todas as células, procarióticas e eucarióticas, animas e plantas. As membranas não 

apenas definem compartimentos, como também determinam a natureza de toda a 

comunicação entre o interior e o exterior. A grande maioria das funções bioquímicas 

fundamentais em células envolve membranas em algum ponto, incluindo processos 

como replicação de DNA procariótico, biossíntese e secreção de proteínas, bioenergia e 

respostas hormonais (GENNIS, 1989). 

Por meio de micrografias eletrônicas de células de mamíferos, é possível observar 

a riqueza de organelas membranosas que compreendem grande parte do volume 

intracelular. No entanto, é de conhecimento geral que os princípios estruturais para todas 

as membranas são basicamente os mesmos. Essas características, portanto, permitem 

estabelecer um sistema único de membrana, no entanto, tomando cuidado para um 

ponto crucial – a imensa diversidade de membranas. A diversidade se deve 

principalmente às diferentes funções das proteínas presentes em cada membrana e à 

maneira como essas proteínas interagem umas com as outras, bem como componentes 

citoplasmáticos. As interações resultam em morfologias distintas, podendo resultar em 

inconstâncias laterais dentro de uma dada membrana. Sendo assim, é possível estudar 

membranas em geral, mas exige-se uma compreensão da base molecular e biológica 

para a diversidade estrutural e funcional da membrana (GENNIS, 1989). 

 

1.5.1.2. Células procarióticas 

 

Em quase todas as bactérias é encontrada uma parede celular semirrígida por fora 

da membrana, sendo o peptidoglicano o componente mais importante. No polímero de 

peptidoglicano, as moléculas de N-acetilglicosamina (GluNAc) alternam-se com 

moléculas de N-acetilmurâmico (MurNAc), sendo essas moléculas ligadas de forma 

cruzada por tetrapeptídeos. A camada de peptidoglicano possui função estrutural e 

confere rigidez à parede celular bacteriana (BRAND et al. 2007). Bactérias podem ser 

divididas em Gram-positivas e Gram-negativas (Figura 8), de acordo com a sua coloração 

pelo reagente de Gram, que tem afinidade pela camada de peptidoglicano – espessa em 
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bactérias Gram-positivas e delgada em Gram-negativas (MADIGAN et al. 2000). 

 

 

Figura 8: Representação esquemática da estrutura da parede celular de bactérias A. 

Gram-positivas e B. Gram-negativas. A micrografia mostra bactérias com o tipo de 

coloração característica de cada uma. Imagem retirada e adaptada de 

https://olhonavaga.com.br/flashcards/cartao?id=19659. Acesso em 02 de jul. de 2023. 

 

Bactérias Gram-positivas 

 

A parede celular dos organismos Gram-positivos possui uma camada 

relativamente espessa de peptidoglicano, de 20 a 80 nm de espessura, que está firmemente 

ligada à superfície externa da membrana celular. Além disso, a parede celular possui uma 

molécula adicional, o ácido teicóico, que é constituído por um carboidrato, fosfatos e um 

álcool que pode ser o glicerol ou o ribitol. As bactérias Gram-positivas não possuem 

membrana externa nem espaço periplasmático. Dessa forma, as enzimas digestivas não 
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retidas no periplasma são liberadas no meio, tornando-se às vezes tão diluídas que os 

organismos não obtêm benefício algum dessas enzimas. 

 

Bactérias Gram-negativas 

 

A parede celular de um bactéria Gram-negativa é mais fina, porém mais complexa 

que a de bactérias Gram-positivas. Somente 10-20% da parede celular é formado pelo 

peptidoglicano, sendo os restantes polissacarídeos, proteínas e lipídeos. A parede celular 

contém uma membrana externa, que constitui a superfície externa da parede, deixando 

apenas um espaço periplasmático muito estreito. A membrana externa das bactérias 

Gram-negativas é em bicamada. Ela forma a camada mais externa da parede celular e está 

ligada ao peptidoglicano por uma camada quase contínua de pequenas moléculas de 

lipoproteínas. Essas estão embutidas na membrana externa e covalentemente ligadas ao 

peptidoglicano. A membrana externa age como uma peneira grosseira e exerce pequeno 

controle no movimento de substâncias para dentro e para fora da célula. No entanto, ela 

controla o transporte de determinadas proteínas no meio – proteínas chamadas de porinas 

formam canais através da membrana externa. 

Uma parte importante da membrana externa é o lipopolissacarídio (LPS) e é 

comumente utilizado para identificar células Gram-negativas. É a parte integrante da 

parede celular e somente é liberado até que a parede celular da bactéria morta seja 

decomposta. O LPS é composto por polissacarídeos e pelo lipídeo A, que é responsável 

pelas propriedades tóxicas que fazem com que qualquer infecção por Gram-negativos se 

transforme num problema médico potencialmente sério. 

 

1.5.1.3. Células eucarióticas 

 

A membrana plasmática de uma célula eucariótica (Figura 9) possui a mesma 

estrutura em mosaico fluido das células procarióticas, porém diferem destas em alguns 

aspectos, especialmente na grande variedade de lipídeos que contêm. Os principais 

componentes da membrana são proteínas e lipídeos. Para humanos, a composição de 

lipídeos é PC (fosfatidilcolina), PE (fosfatidiletanolamina), PS (fosfatidilserina), SM 

(esfingomielina), colesterol e gangliosídeo, sendo que as quantidades relativas desses 

lipídeos e proteínas variam significativamente (GENNIS, 1989). Carboidratos podem 

consistir em até 10% do peso de algumas membranas, mas esse está invariavelmente na 
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forma de glicolipídeo ou glicoproteína (GENNIS, 1989). 

 

Figura 9: Representação da membrana de uma célula eucariótica. Retirada e adaptada de 

https://pt.khanacademy.org/science/biology/structure-of-a-cell/prokaryotic-and- 

eukaryotic-cells/a/plasma-membrane-and-cytoplasm. Acesso em 02 de jul. de 2023. 

Modificada de OpenStax Biology. 

https://pt.khanacademy.org/science/biology/structure-of-a-cell/prokaryotic-and-eukaryotic-cells/a/plasma-membrane-and-cytoplasm
https://pt.khanacademy.org/science/biology/structure-of-a-cell/prokaryotic-and-eukaryotic-cells/a/plasma-membrane-and-cytoplasm
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1.5.2. Como avaliar a seletividade de um antimicrobiano 

 

Os AMPs são produzidos em todos os organismos vivos e possuem normalmente 

amplo espectro de atividade para vários organismos celulares incluindo células 

procarióticas e eucarióticas (PAPO & SHAI, 2003). Para exercer sua atividade, esses 

peptídeos primeiramente interagem e atravessam uma membrana externa e só então 

podem se ligar e inserir na membrana citoplasmática, para o caso de bactérias Gram-

negativas (PAPO & SHAI, 2003). 

A atividade seletiva desses peptídeos depende também de outros parâmetros que 

caracterizam tanto o peptídeo quanto a célula alvo (PAPO & SHAI, 2003). Em relação à 

célula alvo, as características são estrutura, comprimento e complexidade do 

polissacarídeo hidrofílico encontrado em sua camada externa e no que diz respeito às 

propriedades do peptídeo, estas incluem o volume da molécula, sua estrutura e seu estado 

oligomérico em solução e em membranas (PAPO & SHAI, 2003). Esses parâmetros, 

então, afetam a capacidade dos AMPs em se difundir através da barreira externa da célula 

e atingir sua membrana citoplasmática (PAPO & SHAI, 2003). 

Para facilitar o estudo, utiliza-se um modelo do sistema AMP-microrganismo é 

geralmente feita pela confecção de membranas de composição fosfolipídica compatível 

com as membranas da célula alvo, no entanto, sem as macroestruturas (BRAND, 2007). 

Sendo assim, a investigação de interações dos peptídeos com essas membranas em 

solvente tamponado permite uma avaliação comparativa entre peptídeos, já que permite 

um maior controle sobre os fatores de interação (BRAND, 2007). 

Dessa forma, modelos de membranas fosfolipídicas têm sido usados para estudar 

o modo de ação dos AMPs. Os estudos demonstram que peptídeos que atuam em 

bactérias, preferencialmente, são capazes de interagir e permear eficientemente 

fosfolipídeos aniônicos, enquanto peptídeos que lizam células eucarióticas se ligam e 

permeiam ambas as membranas de fosfolipídeos, ácida e zwiteriônica (PAPO & SHAI, 

2003). A membrana interna de bactérias, Gram-negativas e positivas (membrana única), 

são compostas de fosfolipídeos carregados negativamente e, em contraste, a superfície 

externa de membrana de células de mamíferos possuem fosfolipídeos zwiteriônicos e 

colesterol, portanto, a propriedade mais conservada dos AMPs, que se trata da sua carga 

líquida positiva, permite que eles se liguem preferencialmente à membrana 

negativamente carregada (PAPO & SHAI, 2003; MATSUZAKI et al. 1989). 

Os fosfolipídeos que compõem a membrana das células dos mamíferos são 
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distribuídos assimetricamente – o folheto externo é composto predominantemente de 

fosfatidilcolina zwiteriônica (PC) e esfingomielina (SM), enquanto o folheto interno é 

composto de fosfatidilserina (PS), carregada negativamente (VERKLEIJ, 1979), sendo 

essa a razão para o uso de LUVs contendo PC para mimetizar a superfície externa de 

mamíferos. Em contraste, os eritrócitos humanos, por exemplo, também possuem um 

grande número de porções de carboidratos contendo ácido siálico altamente carregados 

negativamente na forma de glicoproteínas e glicoesfingolipídeos, formando sua barreira 

glicocálix externa (PAPO & SHAI, 2003). No entanto, os eritrócitos não são 

significativamente afetados pela maioria dos AMPs de ocorrência natural (PAPO & 

SHAI, 2003). Uma alternativa para explicar tal fenômeno seria que provavelmente os 

peptídeos estão ligados primeiro via atração eletrostática à camada de glicocálix, mas 

como a maioria dos AMPs não hemolíticos catiónicos tem baixa afinidade com as 

membranas zwiteriônicas, aumenta-se a complexidade para serem liberados dessa 

barreira aniônica de glicocálix e adentrarem a membrana fosfolipídica (PAPO & SHAI, 

2003). Por fim, embora a seletividade de peptídeos para membranas bacterianas possa 

resultar, pelo menos em parte, da exibição preferencial de resíduos aniônicos nessas 

membranas, a incapacidade de interagir ou se ligar a fosfolipídeos zwiteriônicos não 

significa dizer que o AMP não terá citotoxicidade considerável para células normais de 

mamíferos (PAPO & SHAI, 2003). 

Uma série de técnicas biofísicas pode ser empregada para avaliar a interação 

desses peptídeos com as membranas miméticas, as LUVs. São elas calorimetria de 

titulação isotérmica (ITC), calorimetria diferencial exploratória (DSC), espectroscopia de 

fluorescência, dicroísmo circular (CD) e ressonância plasmônica de superfície (SPR) 

(BRAND et al. 2007). A técnica envolvendo CD será abordada a seguir, já que será um 

dos procedimentos desse trabalho. 

 

Dicroísmo circular 

 

A espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) representa uma importante fonte de 

informações estruturais para peptídeos e proteínas, possibilitando a rápida avaliação da 

estrutura secundária do polímero, do enovelamento, conversão, e estabilidade estrutural 

frente a ligantes (GREENFIELD, 2006). A técnica consiste na medição da absorção 

heterogênea da luz plano polarizada por soluções com moléculas assimétricas, e a 

consequente conversão em luz elipticamente polarizada. 
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Ao avaliar as elipticidades molares em função dos comprimentos de onda da 

região do UV distante (190 – 260nm), determina-se a estrutura secundária de peptídeos 

mediante comparação com o padrão de absorbância da amostra. Uma vez que os 

cromóforos do backbone peptídico estão alinhados, as transições n->π* (240nm), do 

nitrogênio amídico, e e π->π* (190nm) da ligação C=O, são deslocadas devido à 

assimetria do ambiente que contém os cromóforos (KELLY, 2006). Assim, os ângulos 

diédricos ɸ e ψ influenciam as transições eletrônicas e produzem padrões de absorbância 

para cada uma das estruturas secundárias típicas (GREENFIELD, 2006). Alfa-hélices 

possuem dois mínimos na elipticidade, em 222nm e 208nm, e um máximo em 193nm; e 

folhas-beta um mínimo em 218nm e máximo em aproximadamente 195nm 

(GREENFIELD, 2006) (Figura 10). 

 

Figura 10: Diferentes padrões de espectro de CD para diferentes estruturas secundárias. 

A linha preta representa o padrão de uma α-hélice, a linha azul o padrão do espectro de 

uma folha-β, e a linha verde da conformação coil. Circular Dichroism - Integrated 

Structural Biology, Grenoble. Disponível em: https://www.isbg.fr/biophysics- 

characterisation/circular-dichroism/?lang=fr. (Acesso em: 02 jul. 2023) 

 

1.5.3. Possíveis aplicações 

1.5.3.1. Peptídeos antimicrobianos como carreadores de fármacos 

 

http://www.isbg.fr/biophysics-
http://www.isbg.fr/biophysics-
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Os peptídeos catiônicos provaram ser de fundamental importância não só como 

agentes farmacêuticos, mas também como carreadores de fármacos atuando em processos 

celulares (HORVÁTI et al. 2017). Os oligopeptídeos catiônicos, incluindo peptídeos de 

penetração celular (CPP) e alguns AMPs, detêm a capacidade de atravessar a membrana 

lipídica e acessar alvos intracelulares (YEUNG et al. 2011; MARR et al. 2006). No 

entanto, a falta de especificidade e a extensa citotoxicidade de alguns dos CPPs ainda 

precisam ser maturadas (HORVÁTI et al. 2017). Um peptídeo com alto tráfego 

intracelular e atividade antimicrobiana com baixa citotoxicidade em células humanas fará 

com que se tenha um desenvolvimento no efeito terapêutico desses (HORVÁTI et al. 

2017). 

Qian (2019) desenvolveu um trabalho baseado nos copolímeros PCL16-b-Kn 

mimetizando AMPs e demonstrou que esses não apenas exibiram ampla capacidade 

antibacteriana, mas também de se automontar em vesículas, com polilisina hidrofílica, 

formando a coroa e a membrana, respectivamente (QIAN et al. 2019). Esse tipo de 

vesícula conseguiu encapsular e liberar fármacos, mantendo um certo controle de 

liberação intracelular, além de uma alta capacidade de eliminar células cancerígenas, com 

baixa citotoxicidade para células normais (QIAN et al. 2019). Portanto, as vesículas de 

copolímeros em blocos anfifílicos podem funcionar como carreadores multifuncionais de 

drogas em nanomedicina para tratamento de câncer (QIAN et al. 2019). 

1.5.3.2. Peptídeos antimicrobianos acoplados com marcadores 

fluorescentes para identificação de cepas 

 

Sondas fluorescentes conjugadas a antibióticos e antimicrobianos são entidades 

químicas com enorme potencial para a obtenção de imagens de locais de infecção, em 

razão da sua alta seletividade para estruturas de células microbianas em relação a células 

de mamíferos (CHENG et al. 2014; WELLING et al. 2015). Considerando que a maioria 

dos peptídeos não contêm grupos químicos que permitam sua visualização direta, muitas 

vezes precisam ser modificados com ‘reportadores’ ou grupos reativos para posterior 

derivatização (SCHUMACHER & HACKENBERGER, 2015). Aminoácidos não 

naturais contendo marcadores bio-ortogonais podem ser incorporados em locais 

específicos de sequências peptídicas por SPPS (ZHAO et al. 2015). 

Van Oosten (2013) recentemente reportou uma vancomicina marcada com 

fluorescência de infravermelho próximo para imagens in vivo e em tempo real de 

infecções bacterianas em um modelo de mioceite em camundongos (VAN OOSTEN, 
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2013). Mendive-Tapía (2016) desenvolveu um aminoácido fluorogênico Trp-BODIPY 

com uma ligação C-C sem espaçador entre Trp, que mostrou notável aumento da 

fluorescência em microambientes hidrofóbicos, e essa incorporação desse aminoácido em 

AMPs curtos não prejudica sua seletividade para células fúngicas e permite imagens 

fúngicas rápidas e diretas, sem nenhuma etapa de lavagem (MENDIVE-TAPÍA et al. 

2016). Por fim, Chen (2015) trabalhou com um fragmento de AMP UBI29-41, que já havia 

sido descrito como tendo afinidade bacteriana, marcando-o com um corante fluorescente 

de infravermelho próximo para investigar sua capacidade de direcionamento em 

diferentes bactérias (S. aureus, E. coli e P. auruginosa) e modelos de camundongos 

infectados por bactérias (Figura 11). Todos os resultados apontaram para o segmento 

UBI29-41 como um ligante de direcionamento para construir agentes antibacterianos para 

terapia de direcionamento de bactérias (CHEN et al. 2015). 

 

Figura 11: Imagens de fluorescência de NIR de ICG02 e ICG02- UBI29-41 após a injeção 

em diferentes modelos de camundongos. Imagem retirada e adaptada de CHEN et al. 

2015. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. GERAL 

 

O presente estudo tem como objetivo geral caracterizar o peptídeo Hs17, estudando 

sua estrutura secundária, assim como, determinando seu MIC e MBC contra diferentes 

bactérias a fim de avaliar a extensão da sua atividade antimicrobiana e também seu grau 

de seletividade para procariotos, para então determinar seu potencial como possível 

fármaco. 

 

2.2. ESPECÍFICOS 

• Purificar uma quantidade maior do Hs17, sintetizado por síntese de peptídeos em 
fase sólida (SPPS), pela técnica de HPLC. 

• Avaliar a ação antimicrobiana do peptídeo Hs17 frente a diferentes cepas 
bacterianas, mediante ensaios de concentração inibitória mínima (MIC) e 
bactericida (MBC) 

• Avaliar a estrutura secundária de Hs17 na presença de vesículas unilamelares 
(LUVs) compostas por dimiristroil fosfatidilcolina (DMPC) e 2:1 DMPC: DMPG 
(dimiristroil fosfatidilglicerol) por Dicroísmo Circular (CD). 
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3. METODOLOGIA 

O peptídeo Hs17 foi sintetizado por meio da síntese de peptídeos em fase sólida 

(SPPS) em um trabalho anterior (dados não publicados). Dessa forma, esse trabalho foi 

realizado como descrito a seguir. 

 

3.1. Purificação do Hs17 por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

A purificação do peptídeo foi realizada no Núcleo de Pesquisa em Morfologia e 

Imunologia Aplicada, FM-UnB, por Cromatografia Líquida de Alta eficiência, em fase 

reversa, utilizando a coluna preparativa C-18 com o monitoramento dos comprimentos 

de onda: 216 nm (referente a absorção da ligação peptídica) e 280 nm (relacionado a 

absorção da cadeia lateral do triptofano), mediante o gradiente de acetonitrila + 0,1% 

TFA (v/v) (0 – 5min: 5% de ACN, 5 – 55 min : 5% a 100% ACN; de 50 – 55 min: 100% 

de ACN; 55 – 60 min: 100% a 5% ACN). O material foi re-solubilizado em água + 0,1 

% TFA em uma concentração de 20 mg/mL, antes de realizar as injeções. As frações 

foram coletadas e posteriormente liofilizadas. 

 

3.2. Análise do Hs17 por espectrometria de massas 

 

A fração recolhida do HPLC foi liofilizada na Universidade Católica de Brasília e 

levada para a análise por espectrometria de massa para que fosse possível identificar a 

fração que se encontra o material desejado e corroborar a sua estrutura primária. A fração 

foi identificada com base na razão massa/carga esperada do peptídeo sintetizado 

utilizando um espectrômetro de massa do tipo Q-TOF MS (Maxxis, Bruker) do 

Laboratório de Química de Biomassa e Biocombustíveis - LQB da Embrapa Agroenergia. 

O peptídeo Hs17 foi também analisado pelo espectrômetro de massas do tipo MALDI- 

TOF/TOF (UltraFlex Speed, Bruker) do Laboratório de Toxicologia do Departamento de 

Ciências Fisiológicas do Instituto de Biologia – UnB e teve sua fração com íon 

correspondente ao peptídeo de interesse fragmentada, técnica LIFT, para que seja feito o 

sequenciamento. 

 

3.3. Quantificação do peptídeo Hs17 

 

A quantificação do peptídeo foi realizada por espectroscopia UV-Vis com o auxílio 

do espectrofotômetro UV-1280 da SHIMADZU do Laboratório NuPMIA da Faculdade 
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de Medicina da UnB. Uma quantidade do peptídeo foi solubilizada em 500 μL de água 

ultrapura (Milli-Q), e em seguida, 10 μL dessa solução foi diluída em 990 μL de água 

ultrapura. A diluição é feita com o intuito de manter os valores de absorbância dentro do 

limite superior da Lei de Beer-Lambert (0,7 u.a.). Essa solução teve a leitura, em 

duplicata, obtida para o valor de absorbância no comprimento de onda de 280 nm. Por 

possuir um resíduo de triptofano, o Hs17 foi quantificado por meio do coeficiente de 

extinção molar, que é de 5500 M-1 cm-1 (KIRSCHENBAUM, 1978). A média dos valores 

obtidos no espectrofotômetro foi dividida pelo valor de referência para a obtenção da 

concentração em µM. Multiplicando-se essa concentração pelo valor da diluição da 

solução (100 vezes), a concentração em mM é obtida. Como diz a fórmula a seguir: 

𝐶𝑃 = (𝐴280𝑥𝐹𝐷)⁄ε
 

Cp – Concentração do peptídeo 

A280 – Absorbância do peptídeo em 280 nm 

FD – Fator de diluição (100) 

ε – Coeficiente de extinção molar à 280 nm, em cubeta de 1 cm (Triptofano = 5500 M-1 

cm-1;) 

 

3.4. Determinação de concentração inibitória mínima e concentração 

bactericida mínima do Hs17 contra diferentes bactérias 

 

O parâmetro utilizado para a avaliar o potencial antimicrobiano dos peptídeos foi a 

sua concentração inibitória mínima (MIC, do inglês minimal inhibitory concentration). 

Nesse ensaio foram seguidos os protocolos M7-A10 e M27-A3 do Clinical and 

Laboratory Standards Institute – (CLSI, instituto de padrões clínicos e laboratoriais, em 

português). Diferentes concentrações dos peptídeos (de 128 – 0,5 µM, concentração final) 

foram incubadas com as células ([bactérias] = 5x105 células. mL-1), em meio de cultura 

líquido, seguindo os protocolos acima citados. O peptídeo Hs02 foi utilizado como 

controle negativo (não havendo crescimento) e para fins comparativos. Os 

microrganismos foram colocados em poços contendo apenas meio de cultura, servindo 

como controle positivo (há crescimento dos organismos). Além disso, como controle para 

do meio de cultura, foram colocados poços sem peptídeo ou microrganismo, para garantir 

sua esterilidade. O teste foi realizado junto com o Professor Marcelo Ramada do 
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Laboratório de Análise de Biomoléculas, programa de Pós-Graduação em Ciências 

Genômicas e Biotecnológicas da Universidade Católica de Brasília em triplicatas 

biológicas com os seguintes microrganismos: K. pneumoniae ATCC 13883, A. baumannii 

ATCC 13304, S. mutans ATCC 25175 e S. epidermidis Statens Seruminstitut cepa 1. 

Após o período de incubação (24 h) foi avaliado se houve o crescimento dos organismos 

em cada poço pela sua turbidez. Foi considerado o MIC onde não foi observado 

crescimento de microrganismos. Para determinar o MBC, 50 µL de caldo são retirados 

de todos os poços que não mostraram sinais visíveis de crescimento/turbidez (MIC e 

diluições mais altas) e distribuídos em placas de ágar MH (ANDREWS, 2000). As placas 

foram então incubadas a 37° C por 24 horas. O MBC foi definido como a menor 

concentração de peptídeo que impediu o crescimento das bactérias em meio de cultura 

livre de antimicrobianos (ANDREWS, 2000). 

 

3.5. Obtenção e quantificação das vesículas unilamelares grandes (LUVs) de 

DMPC e 2:1 DMPC: DMPG 

 

As vesículas foram confeccionadas seguindo o método utilizado por Brand (2007). 

Para as vesículas de DMPC (Dimiristroil Fosfatidilcolina), foi medido 20 mg do 

fosfolipídeo e solubilizado em 2 mL de clorofórmio (CHCl3). Essa solução foi 

completada com mais 20 mL de CHCl3 e seca em rotaevaporador até a formação de um 

filme translúcido. Esse filme foi seco por mais 3 h em bomba à vácuo. Após a secagem, 

o filme foi solubilizado em 2 mL de tampão PBS pH 7,4 (12,12 mM de fosfato de sódio 

dibásico, 7,88 mM de fosfato de sódio monobásico e 150 mM de cloreto de sódio) e 

encaminhado para extrusão. Essa se trata da passagem forçada das vesículas por um filtro 

de policarbonato. As vesículas foram extrusadas mais ou menos 19 vezes. Após a extrusão 

as vesículas foram quantificadas, baseado no método estabelecido por Stewart. Então, foi 

recolhido 20 µL da solução extrusada de vesículas, em triplicata. O solvente foi 

evaporado e as vesículas solubilizadas em 2 mL de CHCl3. Foi adicionado 1 mL da 

solução de ferrotiocianato de amônio (2,7 g de cloreto férrico hexahidratado e 3,0 g de 

tiocianato de amônio em 100 mL de água) e a mistura submetida a agitação em vórtex 
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por 1 min. Em seguida, foi recolhida a fração orgânica e analisada no espectrofotômetro 

UV-1280 da SHIMADZU do Laboratório NuPMIA da Faculdade de Medicina da UnB 

no comprimento de onda de 488 nm. Os resultados foram aplicados a equação da reta, 

obtida previamente para a curva. 

 

3.6. Avaliação da estrutura secundária de Hs17 por Dicroísmo Circular (CD) 

 

A avaliação da estrutura secundária do peptídeo Hs17 foi feita por dicroísmo circular 

na presença de vesículas grandes unilamelares (LUVs) de dimiristroil fosfatidilcolina 

(DMPC) e uma mistura 2:1 de DMPC:DMPG (dimiristroil fosfatidilglicerol). As 

vesículas foram utilizadas para induzir a estruturação do peptídeo. Foram preparadas 

soluções contendo 40 μM do peptídeo em tampão PBS 20 mM em pH 7,4 com diferentes 

concentrações de vesículas: 0, 40, 80, 160, 320, 640, 1280 e 2000 μM para as análises. 

As análises, dessa forma, foram realizadas no espectropolarímetro Jasco J-810 (Jasco 

International Co., Japão) no Laboratório de Biofísica Molecular, Instituto de Biologia, 

UnB. Os espectros foram adquiridos em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm, com janela 

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

acúmulo de 5 varreduras foi utilizado para confecção dos espectros finais. A elipcidade 

residual média (MRE – [θ]) foi calculada com base na seguinte fórmula (KELLY, 2005): 

 

[θ] = 100. 
𝜃. M 

 
 

𝑙. 𝑐. 𝑛
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Onde [θ] está relacionado a elipcidade relativa ao comprimento de onda, M é a massa 

molar do peptídeo, c é a concentração do peptídeo em mg.mL-1, d é o caminho óptico e n 

o número de resíduos do peptídeo. A helicidade percentual, que é referente a porcentagem 

do peptídeo que se estruturou em α-hélice, foi obtida por meio do software BeStSel (Beta 

Structure Selection, https://bestsel.elte.hu/index.php) que faz uma deconvulução de toda 

a estruturação da proteína com base em todos os comprimentos de onda. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Purificação do Hs17 por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(HPLC) 

 

O cromatograma obtido para o peptídeo Hs17 (Figura 12) mostrou a eficiência do 

método de síntese de peptídeos em fase sólida, gerando um único pico majoritário. O 

tempo de retenção permitiu a coleta individual desse pico do peptídeo, por apresentar 

resolução satisfatória. Desta forma, a obtenção de uma maior quantidade de produto 

purificado para a realização dos demais testes foi possível. 

 

Figura 12: Cromatograma do peptídeo Hs17; eluído em gradiente de acetonitrila + 

0,1% (v/v) TFA (0 – 5min: 5% de ACN, 5 – 55 min: 5% a 100% ACN; de 50 – 55 min: 
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100% de ACN; 55 – 60 min: 100% a 5% ACN). Possui um único pico majoritário em 

aproximadamente 24 minutos. 

 

4.2. Análise do Hs17 por espectrometria de massas 

 

A análise foi feita por meio de dois espectrômetros. O espectro de Q-TOF (Figura 

13) retornou um erro de 10 ppm (Tabela 2), que é relativamente alto. Porém, o espectro 

de fragmentação MS/MS feito por MALDI (Figura 14) confirmou a estrutura primária 

do Hs17, levando à conclusão de que provavelmente o Q-TOF estava descalibrado. 

 

Tabela 2: Massa teórica vs. massa experimental e erro em ppm do peptídeo Hs17 medidos por 

Q-TOF 

Peptídeo Massa teórica 

[M+2H+]2+
 

Massa 

experimental 
[M+2H+]2+

 

Erro (ppm) 

Hs17 930,0509 930,0606 10,4295 
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Figura 13: Espectro MS do Hs17 obtido por meio de Q-TOF MS (Maxxis, Bruker). 

Imagem aproximadamente na faixa de m/z 926 a m/z 937. 

 

Figura 14: Sequenciamento pela fragmentação do íon feita por MALDI LIFT-TOF/TOF 

do peptídeo Hs17. Estrutura primária: GKAMKKWVESITKIIQ. 

 

4.3. Quantificação do peptídeo Hs17 

 

Para a quantificação, foi pesado 5,6 mg do peptídeo já liofilizado para ser 

solubilizado em 500 µL de água MiliQ. Partindo dessa solução estoque, foi coletada 
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uma alíquota de 10 µL e avolumada com 990 µL. Sendo assim, um fator de diluição de 

100. A quantificação foi feita utilizando um espectrômetro de absorção UV/Vis e foram 

obtidas as seguintes absorbâncias (Tabela 3): 

 

Tabela 3: Absorbância do peptídeo Hs17, realizada em duplicata, em 280 nm e absorbância média. 

Absorbância replicata 1 Absorbância replicata 2 Absorbância média 

0,2360 0,2570 0,2465 

Utilizando o valor de absorbância média, a concentração da solução estoque foi 

calculada utilizando a equação apresentada no capítulo 3.2, retornando um valor de 4,48 

mM. 

 

4.4. Determinação de concentração inibitória mínima e concentração 

bactericida mínima do Hs17 contra diferentes bactérias 

 

Seguindo os passos apresentados na seção 3.3, foi determinado o MIC e o MBC contra 

quatro cepas de bactérias diferentes, sendo duas do grupo de bactérias Gram-positivas (S. 

mutans ATCC 25175 e S. epidermidis Statens Seruminstitut cepa 1) e duas Gram- 

negativas (K. pneumoniae ATCC 13883 e A. baumannii ATCC 13304). Os resultados 

obtidos são mostrados na Tabela 4. Para enriquecer, os dados da iniciação científica 

previamente realizada (dados submetidos para publicação), sendo esses os resultados de 

MIC para as cepas Escherichia coli e Staphylococcus aureus, foram adicionados. 

Tabela 4: Valores de MIC e MBC (µM) referente à ação do peptídeo Hs17 contra cepas 

de bactérias patogênicas. 

 

  

Cepas bacterianas 

Concentração 

Inibitória Mínima 

(µM, média ± DP) 

Concentração 

Bactericida Mínima 

(µM, média ± DP) 

 K. pneumoniae ATCC 13883 32 ± 0 64 ± 0 

Gram-Negativas A. baumannii ATCC 13304 8,7 ± 3,6 9,6 ± 3,6 

 E. coli ATCC 25922 8 ± 0 - 

 S. epidermidis Statens Seruminstitut cepa 1 32 ± 0 64 ± 0 

Gram-Positivas S. mutans ATCC 25175 128 ± 0 128 ± 0 

 S. aureus ATCC 29223 NA - 

NA = Não detectada; (-) = Não realizada 

Observa-se que, com exceção da cepa S. aureus, o Hs17 inibiu o crescimento de 

todas as cepas. Comparando sua potência relativamente entre as classes, é notório sua 

atividade maior em cepas Gram-Negativas, com destaque para E. coli e A. baumannii 
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pelo qual o peptídeo desenvolveu uma maior potência antimicrobiana, com um MIC de 

aproximadamente 8 μM em ambas. Para as demais cepas, obteve-se MICs considerados 

elevados, quando comparados a outros IAPs já descritos. 

Fazendo uma comparação com o peptídeo Hs02, que é uma referência, devido 

ao seu amplo espectro e potente atividade antimicrobiana (BRAND et al. 2019; BESSA 

et al. 2019), o Hs17 é bem menos potente. Embora mais potente, o Hs02 não apresenta 

muita seletividade, apresentando citotoxicidade significativa a partir de 10 μM ao 

reduzir a viabilidade celular de neutrófilos para aproximadamente 64%, assim como 

fibroblastos e eritrócitos (VIANA DE FREITAS et al. 2023). Ao calcular o índice 

terapêutico desse peptídeo, considerando o IC50 de fibroblasto sendo 

aproximadamente 8 μM (WAN et al. 2007) e o MIC para E. coli igual a 2 μM 

(BRAND et al. 2019; BESSA et al. 2019), tem-se uma janela girando em torno de 4 

vezes. Trata-se de uma janela curta para aplicação, sendo assim, essa molécula está em 

desenvolvimento para ampliação desta janela. 

Mais recentemente foi publicado um trabalho de um Hs IAP que também 

apresentou alta seletividade para bactérias Gram-negativas. Trata-se do Hs10, que além 

de inibir o crescimento de microrganismos Gram-negativos, também se apresentou 

pouco citotóxico para fibroblastos humanos (SANTOS et al. 2023). Os dados indicam 

que o peptídeo não apresentou citotoxicidade significativa até 512 μM em fibroblastos, 

além de um MIC de 32 μM para a cepa E. coli (SANTOS et al. 2023), indicando uma 

janela maior que 16 vezes, sendo assim, muito seletivo, mesmo que com uma potência 

antimicrobiana reduzida. 

Já o peptídeo Hs17, com um IC50 de 128 μM (dados submetidos para 

publicação) e o MIC de 8 μM para a E. coli, como visto na tabela 4, ao se calcular o 

índice terapêutico, encontra-se a mesma janela de 16 vezes do peptídeo Hs10, 

demonstrando grande seletividade para bactérias Gram-negativas e pouco citotóxico, 

além de apresentar uma atividade antimicrobiana direta intermediária. 

Levando-se em conta os valores de MBC, percebe-se que para as cepas K. 

pneumoniae e S. epidermidis o MBC dobrou em relação à MIC. Isso indica que na MIC, 

embora tenha inibido o crescimento, ainda há bactéria viva. Não é o caso para a S. mutans, 

em que os dois valores se equivalem. Isso indica que se empregando a concentração de 

peptídeo indicada pelo MIC, é capaz não só de inibir o crescimento dessa bactéria, como 

também matar toda a população colocada nas placas. Por fim, destaca-se os valores da A. 

baumannii. Nota-se que houve uma variação mínima do MBC para o MIC, podendo 
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considerar que podem se encontrar no erro das medidas, ou seja, é preciso uma 

concentração relativamente baixa do Hs17 para aniquilar essa bactéria. 

4.5. Avaliação da estrutura secundária de Hs17 por Dicroísmo Circular (CD) 

 

Buscando compreender as bases de ação seletiva do Hs17 contra procariotos em 

relação a eucariotos, foi investigada a estruturação do peptídeo na presença de vesículas 

(LUVs de DMPC e 2:1 DMPC:DMPG). Para isso, foram realizados experimentos de 

dicroísmo circular (CD). A concentração de 40 µM do peptídeo foi um parâmetro que foi 

mantido fixo em todas as medidas, variando a concentração das vesículas. Na ausência 

de vesículas, os peptídeos não demonstraram estruturação, pois apresentaram sinal 

negativo próximo a 200 nm, perfil característico de estruturas aleatórias (GREENFIELD, 

2006). Na presença de vesículas de DMPC, vesículas de carga neutra, não houve 

estruturação dos peptídeos, devido ao aparecimento do sinal negativo próximo a 200 nm, 

em todas as concentrações de vesículas (Figura 15). Na presença de vesículas de 2:1 

DMPC:DMPG, vesículas de carga negativa, o Hs17 apresentou estruturação na forma de 

uma α-hélice, devido ao aparecimento característico das bandas negativas em 210 e 220 

nm (Figura 16). Observa-se a formação de uma leve estruturação a partir de uma 

concentração de vesícula de 320 µM, denotada pelo aparecimento não tão expressivo das 

duas bandas negativas. A estruturação começa a ficar mais significativa a partir de uma 

concentração de 640 µM, mostrando as bandas características de α-hélice bem definidas. 
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Figura 15: Espectros de dicroísmo circular (CD) do peptídeo Hs17 na presença de 

vesículas de DMPC em diferentes concentrações. A legenda indica as diferentes 

concentrações de vesículas que foram utilizadas no teste, em µM e suas respectivas cores: 

0 (preto), 40 (vermelho), 80 (azul), 160 (verde), 640 (amarelo), 1280 (ciano) e 2000 

(marrom). A elipcidade molar se encontra na unidade de (graus.cm2 .dmol-1) x 103 (os 

valores foram divididos por 1000 para melhoria da escala de visualização). 
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Figura 16: Espectros de dicroísmo circular (CD) do peptídeo Hs17 na presença de 

vesículas 2:1 de DMPC:DMPG em duas concentrações. A legenda indica as diferentes 

concentrações de vesículas que foram utilizadas no teste, em µM e suas respectivas cores: 

0 (preto), 40 (vermelho), 80 (azul), 160 (verde), 640 (amarelo), 1280 (ciano) e 2000 

(marrom). A elipcidade molar se encontra na unidade de (graus.cm2 .dmol-1) x 103 (os 

valores foram divididos por 1000 para melhoria da escala de visualização). 

 

Esses resultados indicam que o peptídeo Hs17 estrutura, exclusivamente, após 

interação com vesículas de carga negativa (2:1 DMPC:DMPG), demonstrando que essa 

ocorre de maneira maioritariamente eletrostática, garantindo seletividade para esse tipo 

de membrana. Essa constatação é corroborada pelos dados de helicidade percentual 

obtidos para o peptídeo (Tabela 5). As análises feitas pelo BeStSel estão na forma de 

anexo. 
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Tabela 5: Dados de helicidade percentual do peptídeo Hs17 na presença de LUVs de 

DMPC e 2:1 DMPC:DMPG 

Concentração LUVs 

(µM) 

Hs17 % Hélice (DMPC) Hs17 % Hélice 

(DMPC:DMPG) 

0 0,0 0,0 

40 0,0 3,6 

80 0,0 1,3 

160 1,2 15,6 

320 1,7 27.8 

640 0,0 62,1 

1280 0,0 65,8 

2000 1,3 64,9 

 

Observa-se que na ausência de vesículas (concentração de 0 µM), foi confirmado 

que não há estruturação do peptídeo. Na presença de vesículas de DMPC, o Hs17 

praticamente não estruturou, com percentual de α-hélice flutuando em pouco mais de 

1% mostrando que para esse tipo de vesículas neutras, a estruturação não acontece. Esse 

comportamento observado é incomum para Hs IAPs. Em trabalhos anteriores 

(RAMADA et al. 2017; BRAND et al. 2019), estudos de dicroísmo circular foram 

realizados para uma série de Hs IAPs e, por mais que vesículas 2:1 DMPC:DMPG 

induzam maiores helicidades percentuais, todos os peptídeos se estruturaram em algum 

grau frente a vesículas de DMPC. Para as vesículas de 2:1 DMPC:DMPG, obteve-se 

estruturação em α-hélice significativa a partir de uma concentração de 640 µM de 

vesícula, com valores de percentual ultrapassando 60%. Isso indica uma preferência 

pela estruturação na presença de vesículas negativas. Dessa forma, compactando todos 

esses resultados, é possível afirmar que se obteve um forte indício de que o peptídeo 

Hs17 é um bom agente seletivo para vesículas que mimetizam membranas de 

procariotos. 

A capacidade da maioria dos peptídeos antimicrobianos catiônicos de interagir e 

permear membranas de fosfolipídios modelo é crucial para sua função biológica, no 

entanto, a interação com membranas modelo não pode garantir que o peptídeo será 

biologicamente ativo, pois a atividade biológica depende também de outros parâmetros 

que caracterizam tanto o peptídeo quanto a célula-alvo (PAPO & SHAI, 2003). Estes 

incluem o estado oligomérico do peptídeo em solução e membranas, a estrutura do 

peptídeo, a estabilidade da estrutura ativa (ou seja, a energia necessária para mudar sua 

conformação de uma estrutura desordenada em solução para uma estrutura anfipática na 

membrana lipídica), a distribuição geral das cargas positivas e aminoácidos hidrofóbicos 
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ao longo da cadeia peptídica e o tipo e a largura da parede celular que cobre a 

membrana fosfolipídica citoplasmática da célula (PAPO & SHAI, 2003). Estudos que 

levem em consideração todos esses parâmetros poderão abordar melhor o atual modo de 

ação dos peptídeos antimicrobianos e auxiliar no desenvolvimento desse grupo de 

peptídeos antimicrobianos que atuem por um novo modo de ação, como futuros agentes 

terapêuticos no combate microbiano (PAPO & SHAI, 2003). 
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5. CONCLUSÕES 

 

Este trabalho teve como objetivo caracterizar o peptídeo Hs17, avaliando a extensão 

da sua atividade antimicrobiana e também seu grau de seletividade para procariotos, além 

de obter uma mais profunda compreensão das propriedades físico-químicas que conferem 

seletividade à IAPs, de forma a obter moléculas mais seletivas que sirvam tanto para o 

combate direto de microrganismos patogênicos quanto para o carreamento de fármacos 

conjugados. Para isso, foram feitos ensaios de MIC e MBC, para avaliar sua ação 

antimicrobiana frente à diferentes cepas bacterianas e sua estrutura secundária avaliada 

por CD, mediante interação com LUVs DMPC (carga neutra) e 2:1 de DMPC:DMPG 

(carga negativa). 

Os resultados mostraram, reafirmando resultados anteriores, que o IAP Hs17 é mais 

ativo contra cepas de bactérias Gram-negativas, indicando ser um ótimo agente seletivo 

para essa classe de bactérias. Destaca-se a bactéria Acinetobacter baumannii, um 

importante agente patogênico humano, na qual o peptídeo desenvolveu uma maior 

potência antimicrobiana, com um MIC de 8,7 µM e um MBC que flutuou pouco em 

relação ao MIC, podendo considerá-los aproximadamente equivalentes. Isso indica que 

uma quantidade relativamente pequena do peptídeo é capaz não só de inibir o 

crescimento, como também aniquilar essa bactéria. 

A análise da estruturação do peptídeo Hs17 na presença de LUVs de DMPC (carga 

neutra) e uma mistura 2:1 de DMPC:DMPG (carga negativa) por dicroísmo circular (CD) 

mostrou que o peptídeo estruturou-se acima de 60% na presença das membranas 

negativas (a partir de 640 µM), em relação às membranas neutras, na qual a estruturação 

foi de praticamente 0%, concluindo que a interação eletrostática entre peptídeo e 

membrana consiste em um dos fatores determinantes para a estruturação, sendo, então, 

mais um indicativo de seletividade. Isso demonstra que o peptídeo Hs17 apresenta uma 

propensão maior de associar-se a células de caráter negativo e podem ser explorados no 

direcionamento para regiões infeccionadas específicas. 
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Sendo assim, esse conjunto de resultados corroboraram para eleger o peptídeo Hs17 

como um bom agente seletivo antimicrobiano para procariotos, mais especificamente 

bactérias Gram-negativas. Como foi discutido na seção 1.5.3, existem algumas aplicações 

possíveis para uma molécula dotada de tal capacidade seletiva. Uma aplicação 

interessante seria fazer algo similar ao peptídeo UBI29-41 (CHEN et al. 2015), sintetizando 

novamente o Hs17, acoplado a um marcador fluorescente ou um fármaco. Sua alta 

especificidade para interagir com um tipo específico de célula, aliada com sua baixa 

citotoxicidade para células humanas, além de sua atividade antimicrobiana direta ser 

muito superior ao UBI29-41, leva à motivação para essas perspectivas futuras do produto 

na esperança de ampliar sua capacidade biotecnológica. 

No entanto, para um entendimento mais preciso deste peptídeo como um agente 

seletivo é necessária a compreensão de que a membrana modelo é bem diferente de uma 

célula viva, muito porque esses precisariam atravessar a parede celular antes de chegar 

na membrana citoplasmática e isso depende de muitas propriedades do peptídeo, como 

por exemplo, a estrutura e o estado oligomérico, além de condições do meio, como 

temperatura e pH. Estudos que aprofundem mais nessas questões, além de uma variedade 

maior de aplicação de técnicas biofísicas, como DSC, dariam uma maior confiabilidade 

aos resultados. Porém, o trabalho conferiu uma compreensão mais aprofundada das 

propriedades físico-químicas que conferem seletividade a um IAP, a fim de prospecções 

futuras. 
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ANEXO 

Anexo A Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para as soluções de peptídeo Hs17 com DMPC 

 

Figura A1: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 0 µM de DMPC. Imagem adquirida do site BeStSel. 

Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 12 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura A2: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 40 µM de DMPC. Imagem adquirida do site 

BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 12 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura A3: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 80 µM de DMPC. Imagem adquirida do site 

BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 12 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura A4: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 160 µM de DMPC. Imagem adquirida do site 

BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 12 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php


76  

 

Figura A5: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 320 µM de DMPC. Imagem adquirida do site 

BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 12 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura A6: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 640 µM de DMPC. Imagem adquirida do site 

BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 12 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura A7: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 1280 µM de DMPC. Imagem adquirida do site 

BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 12 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura A8: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 2000 µM de DMPC. Imagem adquirida do site 

BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 12 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura A9: Multi-espectro para todas as soluções DMPC. Imagem adquirida do site 

BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 12 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Anexo B Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para as soluções de peptídeo Hs17 com 2:1 DMPC:DMPG 

 

Figura B1: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 0 µM de 2:1 DMPC:DMPG. Imagem adquirida do 

site BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 18 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura B2: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 40 µM de 2:1 DMPC:DMPG. Imagem adquirida 

do site BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 18 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura B3: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 80 µM de 2:1 DMPC:DMPG. Imagem adquirida 

do site BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 18 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura B4: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 160 µM de 2:1 DMPC:DMPG. Imagem adquirida 

do site BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 18 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura B5: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 320 µM de 2:1 DMPC:DMPG. Imagem adquirida 

do site BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 18 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura B6: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 640 µM de 2:1 DMPC:DMPG. Imagem adquirida 

do site BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 18 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura B7: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 1280 µM de 2:1 DMPC:DMPG. Imagem adquirida 

do site BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 18 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura B8: Deconvolução dos dados de elipcidade residual média de dicroísmo circular 

para a solução de peptídeo Hs17 com 2000 µM de 2:1 DMPC:DMPG. Imagem adquirida 

do site BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 18 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php
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Figura B9: Multi-espectro para todas as soluções de 2:1 DMPC:DMPG. Imagem 

adquirida do site BeStSel. Acesso em: https://bestsel.elte.hu/index.php. Último acesso: 

18 jul. 2023. 

https://bestsel.elte.hu/index.php

