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APRESENTAÇÃO

A obra intitulada “Prospecção de moléculas bioativas em animais e plantas: uma 
visão biotecnológica” consiste em uma coletânea de artigos científicos apresentados em 
9 capítulos, com enfoque em biotecnologia. Na mesma, foram expostos conhecimentos 
sobre bioquímica, microbiologia e bioinformática, com estudos em diferentes espécies, 
abrangendo a biodiversidade brasileira.

Na biotecnologia, os campos de estudos são muito amplos e englobam pesquisas 
complexas envolvendo microrganismos, plantas e animais. Desta forma, a obra 
apresenta pesquisas sobre moléculas bioativas derivadas de aracnídeos, insetos, 
répteis, anfíbios e plantas. Essas moléculas bioativas apresentam uma gama de 
atividades biológicas, e algumas dessas, com potencial antimicrobiano, inibidores de 
peptidases, entre outras, foram apresentadas no decorrer da obra. 

Ademais, moléculas protéicas bioativas provenientes de fontes naturais, podem 
ter sua sequencias primárias caracterizadas e modificada por meio da bioinformática 
(metodologia de desenho racional), que busca melhorar seu potencial terapêutico in 
vitro partindo de estudos in silico. 

As informações geradas nesta obra são de extrema relevância em nível 
acadêmico, pois mostra pesquisas básicas avançando para pesquisas aplicadas, o 
que proporciona o enriquecimento da comunidade científica e formação profissional 
de alunos de graduação e pós graduação.

Regina Meneses Gonçalves
Breno Emanuel Farias Frihling

Ludovico Migliolo
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RESUMO: Atualmente, as infecções 
bacterianas têm sido preocupação de governos 
e alvo de estudos, pois este é um problema em 
todo o mundo. As pessoas que mais sofrem 
são aquelas imunossuprimidas, sendo afetadas 
por super bactérias como Enterococcus 

faecalis e Escherichia coli que provocam 
graves danos à saúde. Com o avanço da 
tecnologia e a prospecção de novas drogas, 
os peptídeos antimicrobianos (PAM) são 
candidatos a combater esses microrganismos 
e curar pessoas. Em relação aos resultados 
in silico, os peptídeos Butylatus apresentaram 
características de peptídeos antimicrobianos, 
baixa energia de interação nas membranas 
miméticas, boa estabilidade estrutural na 
membrana. Além disso, a atividade in vitro 
observada foi que o peptídeo apresenta atividade 
antimicrobiana e baixa atividade hemolítica. A 
partir desses resultados, é possível considerar 
o peptídeo TsAp-1 como candidato a produtos 
biotecnológicos de interesse para a indústria 
farmacêutica e hospitalar.
PALAVRAS-CHAVE: Bactérias patogênicas; 
Peptídeos antimicrobianos; Estudo in silico.

ABSTRACT: Currently, bacterial infections have 
been targeted by governments and study targets, 
as this is a problem around the world. People 
who are most immunosuppressed are affected 
by supercommissions such as Enterococcus 
faecalis and Escherichia coli that cause 
serious damage to health. The antimicrobial 
peptides (PAM) are candidates to combat these 
microorganisms and heal people. Regarding 
the in silico results, the peptides butylatus 
the characteristics of antimicrobial peptides, 
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low interaction energy in the mimetic membranes, good structural reassembly in the 
membrane. In addition, the in vitro activity showed that the peptide showed antimicrobial 
activity and low hemolytic activity. In order to obtain results, it is possible to consider 
the peptide TsAp-1 as a biotechnological product of interest for a pharmaceutical and 
hospital industry.
KEYWORDS: Pathogenic bacteria; Antimicrobial peptides; In silico study.

1 |  INTRODUÇÃO

1.1 O Combate À Infecções e o Surgimento Das Resistências aos Antibióticos

Infecções bacterianas  tem sido alvo da atenção dos estudos da comunidade 
médica, organizações de saúde e governos. Este problema global é tratado a partir 
de pesquisas de produtos no intuito de eliminar esses patógenos. Busca-se atingir 
esse objetivo por meio de fármacos que sejam efi cazes e que causem menos efeitos 
adversos aos pacientes. Se por um lado a resistência bacteriana aos fármacos 
atualmente recomendados contribui para signifi cativo aumento dos óbitos, por outro 
há gastos exorbitantes em tratamentos (GURGEL; CARVALHO, 2008; PEREIRA et al., 
2005; WANNMACHER, 2004). Estima-se que, em breve, estaremos sem condições de 
tratar infecções bacterianas devido ao fato de não termos mais opções para deter sua 
resistência e multiplicação (VIANNA et al., 2016). A Figura 1 apresenta uma expectativa 
de mortes por microrganismos em 2050.

Figura 1 - Expectativa de mortes por micro-organismos em 2050.
Legenda: Mortalidade por 10.000 habitante de 5.000 (em cinza) até mais de 10.000 mortes (em vermelho). Fonte: 

(DIREÇÃO-GERAL DA SAÚDE, 2016) (ADAPTADO).

Visando obter novas ferramentas para tratamento de infecções bacterianas, 
Peptídeos Antimicrobianos (PAM) aparecem como uma alternativa proveitosa. Os 



Prospecção de moléculas bioativas em animais e plantas: Uma visão Biotecnológica Capítulo 5 52

PAMs são peptídeos que exercem atividade bacteriostática, bactericida, lise celular, 
prevenção do biofi lme, entre outras, nas quais podem ser usadas contra a infecção 
bacteriana (HARRISON et al., 2014).

A interação dos PAM se dá nas membranas destes organismos, interagindo 
com a membrana externa das bactérias. Após o PAM se fi xar na membrana inicia-
se a desestabilização da parede microbiana por meio da formação de poros ou a 
atividade de enfraquecimento da membrana. As formas de atuação dos peptídeos na 
membrana bacteriana foi estudada ao longo do tempo e elucidadas várias maneiras 
de interação, como demonstra a Figura 2 (CALISKAN et al., 2013a; TARAZI, 2015). 
Contudo, Powers e Hancock (2003), apresentam que a capacidade antimicrobiana 
dos peptídeos se dá pela combinação de cationicidade, hidrofobicidade, formação 
de estrutura secundária, anfi paticidade, conformação, hidrofobicidade e ângulo polar. 
Para promover a ação antimicrobiana descrita, o PAM interage com a membrana da 
célula alvo por meio de interações eletrostáticas, hidrofóbicas e ligações de hidrogênio. 
Para tanto, características estruturais e eletrostáticas precisam ser consideradas pois 
a mudança em alguma característica do peptídeo acarreta mudanças no corpo e 
atividade do peptídeo (POWERS; HANCOCK, 2003). 

Figura 2 - Mecanismos de ação de PAMs na membrana bacteriana. Padrões clássicos de 
ruptura de membrana, os peptídeos se encontram com a membrana interagindo de maneira a 

formar um limiar de concentração e penetrar-se em toda membrana formando poros no modelo 
Barril, solubilizar a membrana em estruturas de micelas no modelo tapete ou formar poros 
peptídeo-lipídeo como  é o padrão poro toroidal. No modelo de poro toroidal desordenado, 

a formação de poros é, de certa forma, aleatória e envolve um número menor de peptídeos. 
A espessura da bicamada de fosfolipídios pode ser perturbada pela existência de peptídeos, 
ou a própria membrana pode ser reconstruída de modo a formar domínios ricos em lipídeos 

aniônicos. Em poucos casos, a bicamada sem intermediários poder induzida; peptídeos 
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podem ser adsorvidos pela membrana bacteriana direcionando fosfolipídios oxidados; 
peptídeos podem induzir pequenos ânions por meio da bicamada, resultando no efl uxo, o 

potencial de membrana pode ser dissipado sem outro dano aparente, ou, também podemos 
observar inversamente, no modelo molecular de eletroporação, a acumulação de peptídeo 
na monocamada externa que aumenta o potencial da membrana a um limiar que torna a 

membrana porosa a transitoriedade de várias moléculas, incluindo o peptídeo que causou este 
efeito (NGUYEN, et al., 2011) (ADAPTADO).

1.2 Disposição de Pam Na Natureza e Em Escorpiões

PAM são sintetizados em vários organismos, tais como serpentes, lagartas, 
anuros e escorpiões (HARRISON et al., 2014, 2016; HEINEN et al., 2014; LADRAM, 
2016; VAN HOEK, 2014). Estudos recentes apresentam que as toxinas de escorpiões 
possuem propriedades biológicas efi cientes contra bactérias, fungos, células tumorais, 
inibição de canais iônicos e mediadores da dor (CALISKAN et al., 2013b; KING; 
HARDY, 2013; QUINTERO-HERNÁNDEZ et al., 2013). Uma breve representação da 
atividade das toxinas em estado bruto é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Peptídeos de escorpiões, sua carga líquida e ação biológica.

Fonte: Banco de dados on-line Antimicrobial Protein Data Bank e Med-Line.

Nota: Dados trabalhados pelo autor.
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A toxina dos escorpiões apresenta aspecto opalescente e leitoso, sendo 
constituída por muco, proteínas básicas neurotóxicas, nucleotídeos, aminoácidos e 
enzimas. Sua composição pode variar de acordo com a presa do escorpião, região 
geográfica e variações genéticas (DIEGO-GARCÍA et al., 2013; RATES et al., 2008). 

Contudo, a toxina do T. serrulatus, possui as seguintes famílias de proteínas 
(classificadas por atividade): toxinas de canal de sódio (NaTx), toxinas de canal de 
potássio (KTx), toxinas diuréticas, peptídeos potencializadores de bradicinina (BPPs), 
PAM, enzimas e outras toxinas, como mostra a Figura 7.

Figura 7 - Composição da peçonha de escorpiões Tityus.
Fonte: Venom Zone (ADAPTADO).

A toxina do escorpião-amarelo é composta por proteínas neurotóxicas que 
interagem com alta especificidade em canais iônicos. Este fato desperta o interesse de 
pesquisadores em isolar e caracterizar tais proteínas e peptídeos, visando tratamentos 
mais eficazes nos casos de envenenamento e a compreensão de mecanismos 
fisiológicos, patológicos e biológicos (DE MELO et al., 2015; DIEGO-GARCÍA et al., 
2013; PEDRON et al., 2017). Testes com peptídeos extraídos da toxina de escorpiões 
apresentaram efeito bactericida, bacteriostático e antibiofilme, sendo pouco nocivo a 
células humanas e com baixo efeito hemolítico (HWANG et al., 2013; LEE et al., 2013; 
RAMÍREZ-CARRETO et al., 2012).

	 Isolando determinadas frações da toxina do escorpião T. serrulatus, observou-
se que existem pelo menos dezenove peptídeos tóxicos, podendo ser classificados 
em α e β-toxinas, de acordo com a sua conformação estrutural. As mais notáveis, no 
entanto, são a TityusToxina1 (Ts1) caracterizada como β-neurotoxina com atividade 
tóxica para mamíferos e insetos ao interagir fortemente com o sítio quatro de canais 
de sódio; Ts2 com ação de retardo na inativação de canais de sódio, sendo uma 
α-neurotoxina; a Ts3 é composta por 62 resíduos de aminoácidos, massa de 7,240 
kDa e ação sobre o terceiro canal de sódio induzindo a liberação de mediadores 
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químicos como a acetilcolina e a catecolaminas, além disso, esta toxina exerce 
atividade sobre a despolarização de fibras nitrégicas e liberação de óxido nítrico, 
levando ao relaxamento do músculo liso cavernoso (HWANG et al., 2013; LEE et al., 
2013; RAMÍREZ-CARRETO et al., 2012).

	 A Ts15 bloqueia canais de potássio Kv1.2 e Kv1.3 e observou-se que tal bloqueio 
é físico; já a Ts18 apresenta-se como uma proteína curta e com ação em canais de íons 
sódio (LIMA, 2014; QUINTERO et al., 2013); outros componentes menos estudados 
como peptidases e hialuronidases estão presentes neste veneno. Hialuronidases são 
enzimas capazes de degradar hialurona, componente presente na matriz extracelular, 
facilitando a rápida difusão das toxinas no organismo da presa (ALMAAYTAH et al., 
2014; DE MELO et al., 2015).

Sobre a atividade antimicrobiana dos peptídeos da peçonha, observa-se que 
existem fatores interdependentes nos componentes estruturais que determinam essa 
atividade (TARAZI, 2015; VALDEZ-VELÁZQUEZ et al., 2013). Foi observado que 
os peptídeos antimicrobianos oriundos da toxina de escorpião desempenham papel 
eletrostático na parede das membranas de bactérias, uma vez que a membrana 
apresenta amino-componentes carregados negativamente como fosfolipídios ácidos 
e lipopolissacarídeos (LPS) (TARAZI, 2015).

Na      peçonha     do escorpião T. serrulatus, o peptídeo TsAP-1 
(FLSLIPSLVGGSISAFK) apresenta 17 resíduos de aminoácidos, carga +1, 78% de 
hidrofobicidade, 52% de resíduos hidrofóbicos e massa de 1161.94 Da. 	 O TsAP-1 
este possui concentração inibitória mínima (CIM) de crescimento de Staphylococcus 
aureus (120 µM), Escherichia coli (160 µM) e Candida albicans (160 µM) e concentrações 
bactericidas mínimas de S. aureus (>160 µM), E. coli (>160 µM) e C. albicans (>160 
µM),  além de ser bioativo contra células tumorais in vitro H157 e H838 (Carcinoma 
epidermóide oral humano e adenocarcinoma de câncer de pulmão, respectivamente) 
com valores de inibição de 55,9 µM e 52,5 µM, respectivamente, atividade hemolítica 
de 6,48% na concentração máxima (160 µM). Por estas características este peptídeo 
foi utilizado para desenho racional de peptídeos análogos sintéticos (GUO et al., 2013).

1.3	Modelagem Molecular (MM)

A modelagem molecular, de acordo com a IUPAC, busca investigar as estruturas 
e propriedades moleculares por meio da química computacional e de técnicas de 
visualização tridimensional (BARREIRO et al., 1997). Desta forma, a MM tem por objetivo 
gerar, manipular e/ou representar com precisão estruturas moleculares e calcular as 
propriedades físico-químicas delas (VERLI, 2014). Para continuação da atuação e 
desenvolvimento desta nova metodologia, os empenhos em tecnologia computacional 
precisaram avançar também tanto em capacidade de armazenamento de dados como 
em sua análise, o que, somado ao aprimoramento na química funcional (técnicas como 
ressonância magnética nuclear (RMN), cristalografia de raio-X, bioquímica e biologia 
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molecular) trouxe desenvolvimento em áreas até então completamente desconhecidas 
(COHEN, 1996; VERLI, 2014).

2 | 	MATERIAL DE MÉTODOS

2.1	Desenho Racional e Predição dos Análogos do Peptídeo TsAP-1

O peptídeo TsAP-1 (FLSLIPSLVGGSISAFK), oriundo do escorpião Tytius 
serrulatus, (GUO et al., 2013) escorpião brasileiro conhecido escorpião-amarelo, foi 
utilizado como template para que os peptídeos fossem desenhados racionalmente 
por meio da observação da estrutura primária de aminoácidos e pela predição de sua 
conformação em α-hélice, então, os resíduos de aminoácidos foram reorganizados 
utilizando o diagrama em hélice do servidor HeliQuest (GAUTIER et al., 2008) para 
realizar o desenho racional com a intenção de melhorar características físico-químicas 
(hidrofobicidade, carga líquida e massa teórica) do peptídeo TsAP-1, que é o controle 
para comparação dos análogos.

Utilizou-se o servidor Antimicrobial Peptide Database (APD) para conhecer 
a porcentagem de resíduos hidrofóbicos e massa teórica do peptídeo TsAP-1 e os 
desenhados racionalmente. Para conhecer a similaridade entre o peptídeo molde e 
seus análogos foi utilizado o programa Clustal Omega versão 1.2.4 (SIEVERS et al., 
2011) no formato com números. Para prever a atividade antimicrobiana, foi utilizado 
o servidor CAMPR3 (WAGHU et al., 2016) o qual utiliza banco de dados National 
Center for Biotechnology Information (NCBI), UniProtKB e PDB (http://aps.unmc.
edu/AP/main.php) selecionando peptídeos com as palavras-chave: antimicrobianos, 
antibacterianos, antifúngicos, antivirais e antiparasitários considerando informações 
sobre a sequência, estrutura, definição proteica, atividade, taxonomia do organismo 
de origem e organismos alvos (WAGHU et al., 2016). 

2.2	 Síntese, e Quantificação do Produto

Os peptídeos TsAP-1 e os análogos foram sintetizados pela empresa Aminotech, 
com uma pureza de 95% (após remoção de TFA), pelo método da fase sólida utilizando 
o químico N-9-fluorenilmetiloxicarbonilo (F-moc) em resina de amida Rink. O peptídeo 
sintético foi solubilizado em ácido trifluoroacético aquoso a 0,1% (TFA) e filtrado com 
um filtro Millex de 0,22 μm 25 mm (Millipore-Merck, Billerica, MA). As concentrações 
de peptídeos sintéticos para todas as experiências in vitro e foram determinadas 
utilizando a medição por absorbância a 205, 215 e 225 nm (FALCAO et al., 2016).
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2.3	Análises Estruturais In Silico

A) Alinhamento e modelagem molecular

A construção dos modelos tridimensionais do peptídeo controle e dos peptídeos 
análogos foi realizada por similaridade por meio do servidor I-TASSER utilizando o 
banco de dados PDB (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Para realizar a validação 
dos modelos desenvolvidos utilizou-se o programa PROCHECK14, o qual apresenta 
a geometria peptídica, a esterioquímica e a distribuição energética pontuando ângulos 
diedros considerando forças covalentes e análise do gráfico de Ramachandran. 
Além deste, por meio do programa ProSA-web calculou-se o nível de qualidade dos 
peptídeos gerados baseado em resultados previamente dados dentro de intervalos de 
proteínas nativas por meio do Z-score (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

B) Estudo em Docking (Docagem Molecular)

O programa AutoDock 4.2 foi utilizado para elucidar modos possíveis de 
interação entre os peptídeos desenhados racionalmente e o peptídeo controle em 
uma membrana mimética bacteriana Gram-negativa e Gram-positiva. As membranas 
foram construídas utilizando o servidor CHARMM-GUI, na proporção de 9:1 de 
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina (DPPE) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-
3-fosfatidilglicerol (DPPG). A bicamada foi construída em uma caixa retangular, onde 
moléculas de água foram adicionadas, bem como neutralizando íons por métodos de 
substituição. A caixa da grade foi calculada com 40 × 40 × 25 pontos e espaçamento 
de 1,0 Å centrado na superfície da membrana. Depois disso, cinquenta quadros de 
encaixe foram feitos e as estruturas geradas foram classificadas de acordo com seus 
valores de afinidade. O programa PyMOL foi utilizado para visualizar as estruturas 
tridimensionais dos peptídeos modelados bem como as interações peptídeo-
membrana respeitando a distância de 2,8 a 3,6 Ǻ para todos os átomos ancorados 
com a membrana (CARDOSO et al., 2016)

2.4	Quantificação dos Peptídeos

Os peptídeos sintetizados foram quantificados de acordo com a metodologia de 
Murphy e Kies (MURPHY, J. B.; KIES, 1960) pela absorção de luz UV, utilizando a 
média entre as seguintes fórmulas:

a. (ABS215 - ABS225) X 0,144 = k
b. ABS205 X 0,031=T
c.   (k + T) = C 

2
Onde, ABS é a absorbância e C é igual à concentração do peptídeo em mg/mL 
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nos comprimentos de onda 205, 215 e 225 nm. As constantes são representadas por 
0,144 e 0,031.

2.5	 Análise funcional in vitro

A) Ensaio hemolítico
A atividade hemolítica do peptídeo TsAP-1 e os análogos foi avaliada utilizando 

eritrócitos de camundongo. Os eritrócitos foram lavados três vezes com tampão fosfato 
50 mM, pH 7,4. A solução peptídica foi adicionada à suspensão de eritrócitos (1%, em 
volume), em uma concentração final variando de 256 a 8 µg.mL-1 em um volume final de 
100 µL. As amostras foram incubadas à temperatura ambiente por 60 min. A liberação 
de hemoglobina foi monitorizada medindo a absorbância do sobrenadante a 540 nm. 
O controle de hemólise zero (branco) foi determinado com eritrócitos suspensos na 
presença de tampão fosfato 50 mM, pH 7,4 e para controle positivo (100% de lise de 
eritrócitos); utilizou-se uma solução de 1% (em volume) de Triton X-100 dissolvido em 
água milli-Q em vez da solução peptídica. Os ensaios hemolíticos foram realizados em 
triplicata (CARDOSO et al., 2016).

B) Ensaios antibacterianos

Escherichia coli (ATCC 8739), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), sensíveis 
à meticilina foram utilizados para ensaios antimicrobianos. As espécies bacterianas 
foram cultivadas em 1,0 mL de Mueller-Hinton (MH) por 24 horas a 37ºC sob agitação 
em tubos de ensaio. Após isto, cada peptídeo sintético foi incubado com 5 x 105 UFC.
mL-1 de bactéria. Os controles negativos e positivos do ensaio foram bactérias em 
meio MH e várias diluições de ciprofloxacina, respectivamente, com volume final de 
100 µL. Foi considerado atividade inibitória quando o peptídeo apresentou >90% de 
inibição do crescimento bacteriano quando comparado ao controle. O crescimento 
bacteriano foi medido em 595 μm após 24 horas de incubação na placa, realizado de 
acordo com os protocolos descritos pelo Comitê Nacional de Padrões de Laboratório 
Clínico (NCLS).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Desenho racional e síntese de análogos do TsAP1

Neste trabalho, o peptídeo TsAP-1 (FLSLIPSLVGGSISAFK) foi sintetizado 
quimicamente e testado contra bactérias.

	 Como forma de prever se os peptídeo TsAP1 apresentaria atividade antimicrobiana 
e prospectar sua massa foi utilizado o servidor CAMPR3. Por meio de um banco de dados 
é possível conhecer, com grande precisão, a probabilidade da molécula apresentar 
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atividade antimicrobiana. Conforme análise, por meio da ferramenta “Resultados com 
classificador de análise discriminante”, o controle obteve 98,5% de chance de ser 
antimicrobiano, o que é considerado uma margem de segurança para prosseguir com 
os estudos, tanto para os padrões de atividade antimicrobiana como de massa, visto 
que é de comum acordo na comunidade científica atividade antimicrobiana prevista de 
no mínimo 85% (THOMAS et al., 2009; WAGHU et al., 2016).

Alinhamento e Modelagem Molecular

A predição estrutural foi realizado por meio do programa I-TASSER, o qual utiliza o 
banco de dados PDB. Para isso, esse programa busca na biblioteca do PDB proteínas 
molde (templates) para projetar a estrutura tridimensional do peptídeo desenhado 
racionalmente. Em seguida, o I-TASSER utiliza simulações de Monte Carlo para 
encadear regiões alinhadas construídas por ab initio. O terceiro passo é a simulação 
da montagem do peptídeo pelo SPICKER onde restrições espaciais serão agrupadas 
dos modelos do LOMETS e PDB pelo servidor TM-align com posterior orientação 
das simulações. Desta forma, é possível reduzir choques estéricos na cadeia de 
aminoácidos. Os modelos finalizados com a estrutura atômica são realizadas por meio 
do programa REMO, o qual traduz particularidades mediante otimização da rede de 
ligações de hidrogênio (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010; SHEN et al., 2009;).

O peptídeo analisado por meio do I-TASSER foi alinhados com dez (10) templates 
de maior significância nos alinhamentos LOMETS.

Os parâmetros utilizados são o C-score, TM-score e o RMSD. O C-score dizem 
respeito ao padrão que estima a qualidade dos modelos construídos pelo servidor 
I-TASSER, considerando a importância dos alinhamentos e parâmetros de convergência 
da estrutura. É considerado significante quando o valor do C-score se encaixa entre -5 
e 2, onde quanto maior valor maior a confiança e vice-versa. Quando avalia-se o TM-
Score propõe-se a mensurar a similaridade estrutural de duas estruturas. Contudo, 
o TM-Score atua em conjunto com o RMSD, que é a distancia média dos pares de 
aminoácidos das duas estruturas que é sensível a erros locais, colabora para diminuir 
erros nos modelos gerados. Valores de TM-score >0,5 indicam um modelo topológico 
preciso, enquanto valores de TM <0,17 constituem uma similaridade aleatória (ROY; 
KUCUKURAL; ZHANG, 2010; SHEN et al., 2009; ZHANG, 2008). O RMSD (Root 
Mean Square Deviation, ou Desvio Médio do Quadrado da Raiz, em português) prevê 
o desvio médio dos átomos das estruturas alinhadas, do controle e os análogos. De 
forma que, quanto maior este valor, também será maior a diferença de estrutura entre 
os peptídeos que estão sendo comparadas (KUFAREVA; ABAGYAN, 2012).

A partir dos dados de referência é possível observar que os modelos gerados 
respeitam os parâmetros de qualidade do C-score quando todos os valores se alojam 
no espaço de -5 a 2 e o TM-score permanece maior que 0,5.
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Validação dos Modelos Tridimensionais

Uma importante etapa no processo de desenho racional é a avaliação das 
estruturas preditas, e se torna ainda mais relevante quando os modelos desenhados 
apresentam diferenças quanto à ação (SCHAFFERHANS; KLEBE, 2001). Atualmente, 
existem programas on-line que possibilitam a avaliação dos modelos, tais como: 
PROCHECK e Aggrescan3D (DAVY et al., 1993; ZAMBRANO et al., 2018). O objetivo 
destes programas é avaliar níveis de qualidade e confiabilidade dessas estruturas 
geradas. Para tanto, buscam avaliar as propriedades da organização estrutural 
(como regularidade estereoquímica), qualidade do empacotamento de resíduos e a 
fidelidade do enovelamento em conformidade com o ambiente químico dos resíduos 
dos peptídeos (HOLTJE, H. D., SIPPL, W., ROGNAN D., & FOLKERS, 2003). Segundo 
Höltje e colaboradores, é necessário verificar a qualidade estereoquímica das estruturas 
dos modelos formados e avaliar a formatação de parâmetros como comprimentos de 
ligações, ângulos no meio de ligações, ângulos torsionais e a quiralidade dos resíduos 
(HOLTJE, H. D., SIPPL, W., ROGNAN D., & FOLKERS, 2003).

O programa PROCHECK foi utilizado para avaliação dos parâmetros 
estereoquímicos (ângulos torsionais da cadeia principal Φ e Ψ, ângulos torsionais 
das cadeias laterais, contatos ou impedimentos estéricos), energias das ligações 
de hidrogênio, planaridade das ligações peptídicas, desvios em relação à geometria 
tetraédrica dos carbonos-ɑ, dentre outros). Para validar os dados estéricos com 
qualidade, o programa emite o valor “G-factor”, o qual representa qualidade acima 
de -0,5, abaixo deste valor é considerado “não-usual” e abaixo de -1,0 é considerado 
“altamente não-usual” (DAVY et al., 1993).

Estudo em Docking (Docagem Molecular)

O peptídeo TsAP-1 foi analisado quanto à sua interação com membranas 
bacterianas e estabilidade em α-hélice. Para tanto foi construída uma membrana 
composta de DPPE e DPPG, para simular a membrana bacteriana. O peptídeo então 
foi atracads contra a membrana para permitir o contato do ligante ao alvo. 

O Docking Molecular é um procedimento capaz de predizer a melhor forma de 
interação entre uma molécula e um ligante. O Docking foi operacionalizado em duas 
etapas sendo a primeira a predição da estrutura e posicionamento e orientação do 
peptídeo com a membrana  de acordo com a afinidade da molécula e o segundo com 
verificação de distâncias de ligação.

Neste trabalho propõe-se uma nova forma de análise da avaliação estatística 
por meio de média e desvio padrão, ponderando que esses dados, do ponto de 
vista da energia de maior frequência, tem maior probabilidade de levar a um melhor 
entendimento da interação receptor/membrana. Para isto foram observados as 



Prospecção de moléculas bioativas em animais e plantas: Uma visão Biotecnológica Capítulo 5 61

cinquentas simulações dos peptídeos com a membrana e observadas as energias de 
interação mais frequentes em cada simulação.

O Docking entre o peptídeo controle TsAP-1 e membrana aniônica (Figura 
10) demonstrou média de -5,1 ± 0,7 kcal/mol e energia mais frequente foi a de -5,2 
kcal/mol. Já o Docking entre o peptídeo controle e membrana catiônica (Figura 11) 
demonstrou média de energia livre de -3,6 ± 0,6 kcal/mol de energia, sendo a energia 
mais frequente de -3,8 kcal/mol. 

Figura 10- Interação entre o TsAP-1 e a membrana aniônica e catiônica.

A partir destes gráficos que representam os resultados das interações no Docking, 
é demonstrado que o peptídeo TsAP-1 possui afinidade por membranas Gram-positiva 
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e negativa, como já era esperado. Este peptídeo apresenta alta hidrofobicidade, 
mesmo possuindo carga líquida baixa para atividade antimicrobiana. 

Figura 12 - Interação in silico entre TsAP-1 e membranas miméticas aniônicas e catiônicas.

Representação tridimensional teórica das interações do peptídeo com membrana aniônica (A) 
e das imagens revelando os resíduos de aminoácidos com interações com a membrana por 

meio da energia de maior frequência (-5,2 kcal/mol) (B). Representação tridimensional teórica 
das interações do peptídeo com membrana catiônica (C) imagens revelando os resíduos de 

aminoácidos com interações com a membrana por meio da ener gia de maior frequência (-3,8 
kcal/mol) (D).

Os testes in silico apresentados pelo Docking apresentam que seu primeiro 
contato com membranas aniônicas é de ordem eletrostática. Os resíduos hidrofílicos 
Ser7 e Ser14 interagiram com átomos de nitrogênio da cabeça polar dos fosfolipídios 
(DPPE2 e DPPE1), formando ligações de hidrogênio de distancias 2,7 e 3,1 Ǻ, 
respectivamente. Os resíduos apolares Gly10, Gly11 e Leu4, realizaram interações de 
ligações de hidrogênio por meio de seus respectivos oxigênios com os fosfolipídios 
(DPPE8, DPPG4 e DPPE7) com distâncias de 3,0, 3,0 e 3,5 Ǻ, respectivamente, à 
princípio, a Lys17 não formou interações neste estudo de Docking. 

Quando analisa-se a interação entre o TsAP-1 e a membrana mimética catiônica, 
observa-se que seu primeiro contato foi por meio de uma Phe1 utilizando nitrogênios 
(O14) em fosfolipídios (DPPG5) com distância de 3,6 Å, respectivamente. Além disso, a 
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Val6 e a Ser12 ligaram-se aos fosfolipídios DPPE7 e DPPE6, por ligações de hidrogênio, 
em distancias de 3,4 e 2,9 Å, respectivamente. As interações e distancias do Docking 
podem ser visualizadas na Tabela 5.

Resíduo Átomo Distancia (Å) Fosfolipídio* Átomo** Interação

TsAP-1 (G-)

Gly-10 O 3,0 DPPE-8 N LH
Gly-11 O 3,0 DPPG-4 N LH
Ser-14 Oγ 3,2 DPPG-1 N LH
Ser-7 Oγ 2,7 DPPE-2 N LH
Leu-4 O 3,3 DPPE-7 N LH

Tabela 5- Avaliação in silico das interações entre os peptídeos TsAP-1 e Butylatus-1, 2, 3 e 4 
com membrana bacteriana mimética catiônica e aniônica.

Legenda: LH: ligações de hidrogênio, LI: ligação iônica; N: nitrogênio; O: oxigênio; Arg: arginina; Ala: alanina; Lys: 
lisina; Val: valina; Ser: serina; Leu: leucina; Phe: fenilalanina; Gly: glicina; Z: átomo da cadeia principal, γ: nome 

da posição do átomo, H1: átomo da cadeia lateral.

*Posição do fosfolipídio.

**Átomo do fosfolipídio que fez a interação.

Síntese dos Peptídeos

O TsAP-1 foi sintetizado pela empresa Aminotech. O peptídeo foi sintetizado 
para realização dos testes antimicrobianos e hemolítico. A confirmação das purezas e 
massas moleculares observadas para os peptídeos controle determinada por MALDI-
ToF, que apresentara valor experimental de 1736,1. Valor este que corresponde à 
predição dos programas de bioinformática.

Bioensaios Com Bactérias

Foram realizados com o objetivo de determinar a ação dos peptídeos desenhados 
racionalmente e o controle em reduzir o crescimento bacteriano. Os resultados obtidos 
podem ser observados como apresenta a Tabela 6.

TsAP-1* TsAP-1**

E. coli 160 147,5

E. faecalis 160 147,5

Hematócrito 160 147,5

Tabela 6 - Concentração inibitória mínima (CIM) obtida com os peptídeos Butylatus e o controle 
sintéticos e atividade hemolítica.

Valores em μM
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*Peptídeo purificado (GUO et al., 2013)

**Peptídeo sintético

4 | 	CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS

A partir das análises  dos resultados obtidos por meio de métodos de bioinformática, 
considerando o comportamento físico-químico do peptídeo sintetizado e sua relação 
com as atividades in vitro é possível afirmar que este peptídeo estudado é candidato 
a futuros produtos antibacterianos, considerando a técnica de bioinformática para 
prospecção de moléculas antibacterianas.
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