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RESUMO 

 

 

Peptídeos líticos com propriedades antimicrobianas são catiônicos e atuam na membrana 

celular desestabilizando o empacotamento lipídico levando a célula à lise. Polybia-MP1 ou 

MP1 (IDWKKLLDAAKQIL-NH2) é um potente bactericida, não hemolítico e não citotóxico 

que também inibe a proliferação de células de câncer. Ambas as atividades, bactericida e 

inibitória, envolvem lipídios aniônicos e pH do ambiente diferente do fisiológico. O potencial 

eletrostático e o pH da solução podem modular a carga do peptídeo com presença simultânea 

de resíduos ácidos e básicos. Neste trabalho investigamos o efeito da modulação de carga na 

afinidade e na eficiência lítica em vesículas lipídicas. Para esta tarefa a eficiência do MP1 em 

vesículas lipídicas foi comparada com a do análogo H-MP1 em que as histidinas substituíram 

as lisinas. Dicroísmo circular, fluorimetria, potencial zeta e microscopia óptica foram usados 

para investigar a ação desses peptídeos em vesículas unilamelares grandes e gigantes (LUVs e 

GUVs) de diferentes composições lipídicas com o pH da solução fixado em 5,5, 6,5 e 7,4. A 

carga do MP1 foi menos sensível ao potencial da vesícula e ao pH da solução, enquanto a carga 

do H-MP1 foi fortemente modulada, sendo maior em solução ácida, mas ainda menor que MP1. 

A modulação da carga do H-MP1 conferiu maior afinidade e desempenho lítico em solução 

ácida, enquanto MP1 foi melhor em pH neutro. MP1 apresentou maior atividade de permeação 

nas vesículas lipídicas nos três pHs investigados em comparação ao H-MP1. O vazamento 

induzido em GUV única foi caracterizado por um tempo de retardo da ordem de minutos 

seguido pela liberação do conteúdo da GUV em alguns segundos. O tempo de retardo e a 

permeabilidade são dependentes do pH e da concentração de peptídeo. Os resultados confirmam 

que a inserção desses peptídeos na fase lipídica perturba o empacotamento de lipídios, levando 

à formação de poros. 

 
PALAVRAS-CHAVE: Peptídeos antimicrobianos, vesículas lipídicas, método de GUV 

única. 
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ABSTRACT 

 

 

Lytic peptides with antimicrobial properties are cationic and act on the lipid cell membrane, 

destabilizing the lipid-packing leading to the cell lysis. Polybia-MP1 or MP1 

(IDWKKLLDAAKQIL-NH2) is a potent bactericide, non-hemolytic, and non-cytotoxic that 

inhibits cancer cell proliferation. Both the bactericide and the inhibitory activities involve 

anionic lipids and milieu pH different from the physiological one. The electrostatic potential 

and the solution pH can potentially modulate the net charge of a peptide with the simultaneous 

presence of acidic and basic residues. This thesis investigated the effect of this charge 

modulation on the affinity and on the lytic efficiency in anionic vesicles. For this task, the 

affinity to and leakage efficiency in anionic vesicles of MP1 was compared with those of its 

analog H-MP1 in which histidines substituted the lysines.   Circular dichroism, fluorimetry, 

zeta potential, and optical microscopes were used to investigate the action of these peptides in 

anionic large and giant unilamellar vesicles (LUVs and GUVs) of different compositions and 

the solution pH fixed at 5.5, 6.5 and 7.4. MP1 net charge was less sensitive to the vesicle 

potential and solution pH, while HMP1 charge was strongly modulated being larger at acidic 

solution but still smaller than MP1. The HMP1 charge modulation imparted higher affinity and 

lytic performance at acidic solution while MP1 was better at neutral pH. MP1 showed higher 

permeating activity in lipid vesicles in the three pH investigated in comparison to H-MP1. The 

leakage induced in single GUVs was characterized by a lag-time of an order of minutes 

followed by the release of GUV content in a few seconds. The lag-time and permeability were 

dependent on the pH and peptide concentration. The results support that the insertion of these 

peptides into the lipid phase disturbs the lipid-packing leading to pore formation. 

 

KEYWORD: Antimicrobial peptides, lipid vesicles, single GUV method. 
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CAPÍTULO 1 

 

1. Introdução 

 

O uso indiscriminado de antibióticos na medicina, na produção de alimentos para animais 

e na pecuária, aumenta a pressão seletiva e, também, a oportunidade de a bactéria ser exposta 

aos mesmos, facilitando a criação de mecanismos resistentes (MALIK et al., 2016). Essa 

resistência antimicrobiana tornou-se o principal problema de saúde pública no mundo, afetando 

todos os países, desenvolvidos ou não  (O'NEILL, 2016). Por isso, a busca por novos 

antibióticos e meios de controlar o impacto das bactérias resistentes constituem um grande 

desafio para a ciência. 

Substâncias que possuem atividade antimicrobiana dirigida à membrana da bactéria têm 

atraído muita atenção uma vez que estas substâncias agem induzindo o vazamento do conteúdo 

interno das células bacterianas, matando-as rapidamente, enquanto antibióticos convencionais 

atuam no interior das células no processo de tradução proteica e nas etapas de replicação e 

transcrição (GIULIANI; PIRRI; NICOLETTO, 2007). Neste sentido, a resistência a essa classe 

de substâncias antimicrobianas é bastante reduzida, pois os microrganismos necessitam 

reestruturar completamente a membrana plasmática para impedir a ação dessas moléculas ( 

HANCOCK; LEHRER, 1998; CESPEDES, 2009).   

Os peptídeos antimicrobianos são encontrados no sistema imune de muitos organismos 

como insetos, anfíbios, pássaros, peixes, mamíferos, plantas e bactérias (WANG et al., 2009). 

Por possuírem caráter catiônico estes peptídeos são seletivos a membranas aniônicas, como a 

superfície das membranas de bactérias, e possuem atividade lítica atribuída à desestruturação 

da bicamada lipídica independente de receptores químicos, o que evita que os organismos 

adquiram resistência, atribuindo a eles um grande potencial farmacológico (WIMLEY, 2010). 

Além da atividade antimicrobiana desses peptídeos, um número crescente de estudos 

relata um amplo espectro de atividade citotóxica contra células cancerosas ( MADER; 

HOSKIN, 2006; GASPAR; SALOMÉ VEIGA; CASTANHO, 2013). Ainda como uma das 

principais causas de morte, o câncer que é provocado pelo crescimento e disseminação de 

células anormais de forma descontrolada afeta milhões de pessoas. Portanto, muitos esforços 

têm sido dedicados na criação de novas terapias que sejam menos prejudiciais para os pacientes 

que os métodos hoje disponíveis, como cirurgia e quimioterapia, que têm uma taxa de sucesso 

relativamente baixa, assim como apresentam risco de recorrência (HARRIS et al., 2011).  
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Assim como as membranas das bactérias, a membrana da célula cancerosa possui 

densidade de carga negativa, levando à hipótese de que os peptídeos antimicrobianos 

compartilham os mesmo princípios moleculares para a seletividade e atividade nessas células 

(GASPAR; SALOMÉ VEIGA; CASTANHO, 2013). Entretanto, além das características do 

peptídeo e lipídio, há a necessidade de uma compreensão abrangente da atividade devido aos 

efeitos dos fatores ambientais, como pH, força iônica, efeitos de íons específicos, etc para 

facilitar o desenvolvimento e aplicação desses peptídeos como terapias de drogas bem 

sucedidas (WALKENHORST et al., 2013). Por outro lado, a caracterização desses peptídeos 

não é apenas interessante por causa de seu potencial uso farmacêutico, mas a análise de suas 

propriedades estruturais e funcionais como função do pH também permite obter um 

conhecimento mais geral dos mecanismos de formação de canais e atividade antibiótica 

(VOGT; BECHINGER, 1999a). 

Nesse trabalho foi avaliada a interação do peptídeo Polybia MP1(IDWKKLLDAAKQIL-

NH2) ou simplesmente MP1, com vesículas lipídicas. O peptídeo MP1 pertence à família dos 

mastoparanos foi extraído do veneno da vespa nativa Polybia paulista (SOUZA et al., 2005). 

Estudos anteriores mostram que ele possui atividade bactericida de amplo espectro contra 

bactérias Gram positivas e Gram negativas não sendo hemolítico nem citotóxico (SOUZA et 

al., 2005). O MP1 também apresenta um efeito inibitório seletivo a proliferação das células de 

câncer de bexiga e próstata (WANG et al., 2008), contra células leucêmicas multirresistentes 

(WANG et al., 2009) e apresenta citotóxidade contra linfócitos T leucêmicos, sendo seletivo 

ao reconhecer essas células em comparação com linfócitos saudáveis ( CABRERA et al., 

2012). Um estudo recente mostrou que a composição lipídica pode afetar a permeação da 

membrana devido à ação do MP1. A presença dos lipídios PS e PE na composição da 

membrana influenciam na velocidade da cinética de permeação e consequentemente na 

afinidade desses peptídeos por células tumorais (LEITE et al., 2015).  

Estudos em simulação de dinâmica molecular do MP1 em TFE sugerem um importante 

papel do resíduo ácido e das posições relativas dos resíduos ácidos e básicos ao longo da 

sequência que auxilia no balanço das cargas, dando origem a um conjunto de pontes de 

hidrogênio intracadeia que estabiliza a conformação helicoidal, auxiliando no balanço entre 

carga e hidrofobicidade (CABRERA et al., 2008).  

Na expectativa de obter um peptídeo que responda a pequenas variações de pH foi 

sintetizado um análogo do MP1 no qual as três lisinas foram substituídas por histidinas, 

denominado H-MP1(IDWHHLLDAAHQIL-NH2). Esta modificação resultou em um peptídeo 

com pI teórico de aproximadamente 6,8, enquanto o MP1 tem pI teórico próximo de 9,8. 
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Levando a um peptídeo sensível a variações do pH próximos ao pH fisiológico devido a 

protonação das cadeias laterais dos resíduos de histidina. 

A estratégia de trocar os resíduos de lisina por histidina já vem sendo utilizada com a 

finalidade de aumentar a seletividade à ação desses peptídeos em ambientes ácidos (VOGT; 

BECHINGER, 1999; MAKOVITZKI; SHAI, 2005; MAKOVITZKI; FINK; SHAI, 2009). 

Estudos apontam que a vizinhança das células de tumores sólidos exibem pH mais baixo do 

que o encontrado nas células sadias em consequência da precária função vascular dos tumores, 

que não suprime as necessidades nutricionais e de oxigenação da rápida proliferação de células 

cancerígenas, desenvolvendo assim condições anaeróbicas que levam a produção de ácido 

lático (MAKOVITZKI; FINK; SHAI, 2009). Devido a essa modificação causada no pH do 

meio próximo às células tumorais em relação às sadias, foi observado em estudos com 

peptídeos ricos em histidinas uma diminuição da toxidade desses peptídeos as células sadias 

devido à sensibilidade adquirida à mudança de pH (MAKOVITZKI; FINK; SHAI, 2009).  

Além disso, foi observado que os resíduos de histidina em posições estratégicas resultam 

em peptídeos antimicrobianos com atividade dependente do pH que podem torná-los ativos a 

pH baixo e relativamente inativo a pH neutro, podendo ser modelos úteis para o 

desenvolvimento de peptídeos destinados a funcionar em ambientes como o lúmen gástrico, 

vagina, ou focos dentários carcinogênicos de mamíferos ( MAHMOUD et al., 1995; VAN 

HOUTE; LOPMAN; KENT, 1996; LEE et al., 1997).A falta relativa de atividade de peptídeos 

ricos em histidina a um pH neutro pode revelar-se especialmente vantajosa limitando a sua 

atividade a tais locais. 

Nesse trabalho foi avaliada a interação dos peptídeos MP1 e H-MP1 com vesículas 

aniônicas formadas por POPC:POPG (7:3) mimetizando membranas bacterianas e 

POPC:POPE (9:1), POPC:POPS (8:2) e POPC:POPS:POPE(7:2:1) mimetizando células 

tumorais, e como esses peptídeos respondem ao pH do meio sendo este fixado nos valores de  

5,5; 6,5 e 7,4. Estes sistemas foram investigados por meio de técnicas de espectroscopia de 

fluorescência, dicroísmo circular, potencial zeta/eletrocinético e microscopias de contraste de 

fase e de fluorescência, com o uso apropriado de LUVs e GUVs. 

 

1.2 Desenvolvimento teórico 

 

1.2.1 Membranas biológicas 
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A membrana é uma barreira física que circunda a célula com permeabilidade seletiva 

para o transporte de moléculas permitindo a troca de partículas entre os compartimentos extra 

e intracelular garantindo que as respectivas composições e osmolaridade sejam precisamente 

reguladas. Os elementos que compõe estruturalmente as membranas celulares são basicamente 

os lipídios e as proteínas (WATSON, 1971).  

 

Figura 1: Seção transversal da membrana com proteínas inseridas na bicamada 

fosfolipídica proposto por Singer e Nicholson. Ampliado a estrutura de um fosfolipídio 

genérico que compõe a membrana. Imagem modificada de www.openstax.org/books/biolgy. 

 

 

Os lipídios são moléculas anfipáticas formadas basicamente por uma parte hidrofílica 

(cabeça polar) e a outra parte hidrofóbica composta de ácidos graxos não polares (caudas) 

(NELSON; COX, 2011). Os principais tipos de lipídios encontrados em membranas biológicas 

são: os fosfolipídios, glicolipídios e esteróis. Dentre estes lipídios os mais abundantes são 

fosfolipídios, os quais consistem de duas cadeias de ácidos graxos ligadas ao glicerol e um 

grupo fosfato ( 

Figura 1). Os fosfolípidos contendo glicerol são referidos como glicerofosfolípidos. Um 

exemplo de um glicerofosfolipídeocomumente encontrado em membranas biológicas é a 

fosfatidilcolina (PC), que tem uma molécula de colina ligada ao grupo fosfato (WATSON, 

1971). 

O modelo de membrana celular aceito é conhecido como modelo do mosaico fluido, 

proposto em 1972 por Singer e Nicholson (SINGER; NICOLSON, 1972). Neste modelo, há 

um mosaico de moléculas de proteínas, que desempenham inúmeros papéis para o 

funcionamento das células, mergulhadas total ou parcialmente em uma bicamada lipídica fluída 

de modo que os grupos hidrofílicos dos lipídios estão voltados para face aquosa, Figura 1.  
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Diversos tipos de lipídios com grupos polares e porções hidrofóbicas distintas são 

encontrados na composição das membranas. Em células de mamíferos, a monocamada externa 

da membrana plasmática contém predominantemente PC e esfingomielina, enquanto 

fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletalonamina (PE) são encontrados na monocamada interna. 

Mudanças nessas composições lipidicas afetam as caracteristicasbiofísicas destas estruturas 

bem como o seu microambiente e podem ser um indicativo de doenças. Durante a morte celular 

programada (apoptose), o PS é exposto na camada externa pela ação de uma enzima tipo flípase 

(WATSON, 1971). Esta exposição altera a carga da membrana plasmática, uma vez que o PS 

apresenta carga negativa, como visto em células de cancer de leucemia, bexiga e próstata 

(ZWAAL; COMFURIUS; BEVERS, 2005). 

 

Figura 2 - Esquema representativo de membranas de bactérias Gram-Positivas e Gram-

Negativas. Modificado de www.sigmaaldrich.com. 

 

 

As membranas das células eucarióticas e as membranas bacterianas possuem funções 

similares, mas composições diferentes em relação aos fosfolipídios e outros componentes. Em 

geral as membranas bacterianas são compostas por lipídios aniônicos como fosfatidilglicerol 

(PG), cardiolipina (CL) e fosfatidilserina (PS) (CRONAN, 2003), porém essas membranas 

bacterianas são altamente complexas, o que resulta na divisão das bactérias em duas classes 

distintas: bactérias Gram-negativas e Gram-positivas ( 

Figura 2). As Gram-negativas possuem duas membranas separadas por uma camada de 

peptidoglicano, que confere rigidez a membrana, e a membrana externa coberta por 

lipossacarídeos (LPS) ancorados (KABANOV; PROKHORENKO, 2010). As bactérias Gram-

positivas, por sua vez, contêm apenas uma membrana coberta por uma camada de 

peptidoglicano e ácido teicóico (NAVARRE; SCHNEEWIND, 1999). 
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As propriedades biofísicas das membranas relacionam-se com a sua composição lipídica, 

uma vez que os lipídios se diferenciam em comprimento, grau e posição de insaturação e 

composição das cabeças polares, que acarretam em variações de tamanho e carga. Estes 

aspectos têm papel importante na modulação de fluidez, densidade de carga superficial e 

tensões de curvatura da membrana. Por exemplo, os lipídios de PC podem ser representados 

como forma de cilindro devido ao tamanho da cabeça e os volumes das caudas, no entanto nos 

lipídios de PE, a seção transversal do grupo de cabeça é menor do que a seção transversal das 

caudas e apresenta uma forma de cone que favorece a formação de curvatura negativa (Figura 

3A). Outros lipídios geram diferenças na densidade superficial de carga da membrana 

relacionada aos grupos de cabeça polar, como no caso do PS de caráter aniônico e o PC de 

caráter zwtteriônico (Figura 3B), que podem mediar interações com proteínas associadas. Além 

destes, existem lipídios com diferenças nas temperaturas de transição de fase devido à 

variedade de insaturação e comprimento das caudas hidrofóbicas, que determinam a espessura 

e ordenação da região hidrofóbica afetando empacotamento dos lipídios levando as membranas 

a serem mais ou menos fluidas (Figura 3C). 

 

Figura 3 - Exemplos de mudanças nos aspectos físicos das membranas devido às 

variedades de lipídios. Modificada de (HOLTHUIS; MENON, 2014). 

 

 

A complexidade das membranas biológicas frente a sua composição lipídica, proteica e 

glicoproteica dificulta a realização de estudos que visem investigar a interação de compostos 

ativos com as mesmas. Desta maneira, a utilização de sistemas modelo que mimetizem a 

composição das membranas de interesse com modelos de interesse é uma prática comum nos 

últimos anos (SIONTOROU et al., 2017). O modelo mais simplificado de uma célula é 

denominado lipossomo/vesícula (WATSON, 1971). O termo vesícula é usado para designar 

um tipo particular de compartimento, que possui no seu interior um pequeno volume aquoso e 

limitado por uma ou algumas camadas finas também chamadas de membranas, compostas por 

moléculas anfifílicas. As vesículas que tem as membranas constituídas por fosfolipídios são 

chamadas de vesículas lipídicas (WALDE et al., 2010). 
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As vesículas lipídicas podem ser classificadas segundo seu tamanho e número de lamelas. 

As vesículas multilamelares ou MLV (“multilamellar vesicles”) é o nome dado para vesículas 

que são constituídas por várias bicamadas lipídicas, aproximadamente concêntricas, com 

diâmetro variável entre 400 e 3500nm. A partir das MLVs podem-se obter as vesículas 

unilamelares, constituídas por uma única bicamada lipídica, as quais são divididas segundo 

seus tamanhos: as pequenas ou SUV (“small unilamellar vesicles”), com diâmetro entre 20 e 

50nm, as grandes ou LUV (“large unilamellar vesicles”), de diâmetro superior a 100nm, e as 

gigantes ou GUV (“giant unilamellar vesicles”), com dimensões superiores a 1μm, podendo 

chegar às dezenas de micrometros (BATISTA; CARVALHO; MAGALHÃES, 2007). 

A maioria dos estudos biofísicos sobre a estrutura e função das membranas tem sido 

realizada com medidas dos parâmetros físicos das vesículas, como tamanho, formato e 

intensidade de fluorescência de LUVs, SUVs e MLVs em suspensão, mas por se tratar de 

medidas de muitas vesículas ao mesmo tempo, muita informação pode ser perdida. Por 

exemplo, quando se quer investigar a interação de membranas com alguma substância, pode ser 

que a substância induza mudanças nas propriedades físicas das vesículas, como variação do 

tamanho, formato e intensidade de fluorescência, além de fusão e fissão da membrana. Porém, 

essas mudanças não necessariamente ocorrem simultaneamente em todas as vesículas da 

solução, então o que se obtém usando um sistema de vesículas em suspensão é uma média de 

vários tipos de estágios dessas mudanças (Figura 4).  

 

Figura 4 - Diagrama esquemático do princípio de uma medida usando uma suspensão de 

LUVs. Modificado de (YAMAZAKI, 2008). 

 

 

Devido ao seu tamanho, o estudo usando GUVs possui vantagens sobre o uso de LUVs 

e SUVs quando se quer investigar propriedades físicas da membrana, como elasticidade e 
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modificações estruturais, pois essas vesículas podem ser observadas em tempo real por meio 

da técnica de microscopia óptica.  

 

Figura 5 - Diagrama esquemático do princípio do método de GUV única. Modificado de 

(YAMAZAKI, 2008). 

 

 

No método chamado “O método de GUV única”, apresentado por Yamazaki 

(YAMAZAKI, 2008) são observadas as propriedades físicas e estruturais de uma única 

vesícula em função do tempo e a partir de diversas analises, pode-se realizar uma estatística 

dos parâmetros físicos obtidos de uma única GUV dentre muitas outras, como esquematizado 

na Figura 5. Desse modo, é possível obter novas informações sobre estrutura e função das 

membranas lipídicas, assim como informações da interação de diferentes substâncias com as 

membranas em tempo real. Enquanto em uma suspensão de vesículas são necessários 

diferentes experimentos para obter essas informações. 

 

1.2.2 Peptídeos  
 

Peptídeos são pequenas moléculas compostas por uma sequência de resíduos de 

aminoácidos ligados covalentemente por meio de ligações peptídicas entre um grupo carboxila 

de um resíduo a um grupo amino do resíduo seguinte. De modo geral, são encontrados em 

peptídeos e proteínas vinte diferentes aminoácidos que diferem quanto a suas cadeias laterais 

com diferentes estruturas, tamanhos, cargas elétricas e hidrofobicidades.  
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Dentre os peptídeos, existem alguns que são considerados bioativos, pois podem 

apresentar atividade antimicrobiana, antifúngica, anticâncer sendo ou não hemolíticos 

(JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006). Apesar de terem sido observadas uma enorme 

variedade de sequências e estruturas, esses peptídeos bioativos apresentam características 

comuns a todos, tais como, possuírem cadeias curtas, com até 45 resíduos de aminoácidos, 

carga liquida positiva devido ao excesso de resíduos básicos e conter cerca de 50% de 

aminoácidos hidrofóbicos (HANCOCK; LEHRER, 1998).  

Devido às características dos resíduos que compõem esses peptídeos a adsorção às 

membranas se deve a um balanço entre interações de origem eletrostáticas e hidrofóbicas que 

agem em conjunto (LADOKHIN, A S; WHITE, 1999). A primeira interação entre o peptídeo 

e a bicamada lipídica a ser estabelecida é a eletrostática de relativamente longo alcance, que 

ocorre devido à atração entre os resíduos de aminoácidos catiônicos e os grupos fosfato 

negativamente carregados da membrana alvo. No segundo passo os peptídeos desestruturados 

em solução são transferidos à interface entre a solução e a membrana, seguido de uma mudança 

conformacional dependente do balanço hidrofílico e hidrofóbico devido à sequência de 

aminoácidos do peptídeo e composição dos fosfolipídios da membrana (LI et al., 2012). Dentre 

essas estruturas secundárias, a predominante é a helicoidal, devido aos aminoácidos que 

compõe os peptídeos, que em sua maioria são ricos em resíduos básicos e não polares. Estes 

tendem a se auto organizarem por uma face polar voltada para a superfície aquosa enquanto a 

outra face formada por resíduos não polares se volta à bicamada, favorecendo sua estabilidade 

estrutural (OREN; SHAI, 1998).   

A presença do peptídeo catiônico na membrana induz mudanças nos grupos mais 

expostos, como as cabeças polares de caráter aniônicos, que evolui para a bicamada como um 

todo, influenciando na distribuição de cargas, na tensão de curvatura, na fluidez da membrana 

e no empacotamento lipídico (BOZELLI et al., 2012). Os peptídeos vão se acumulando na 

membrana externa até atingir uma concentração crítica que se dá quando a tensão na superfície 

se torna grande ao ponto de causar uma deformação, provocando a imersão dos peptídeos na 

bicamada. A permeabilização da membrana pelos peptídeos é descrita por modelos conhecidos 

como poro barril, poro toroidal e carpete, representados na Figura 6. 
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Figura 6 - Representação dos mecanismos de ação dos peptídeos antimicrobianos. 

Adaptado de (PASUPULETI; SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012). 

 

 

O mecanismo chamado Poro Barril, é obtido com os peptídeos inseridos na membrana 

provocando uma separação lateral dos fosfolipídios e formando um canal todo revestidos por 

eles. Assim os peptídeos interagem lateralmente uns com os outros estabilizando a bicamada 

lipídica. Nesta estrutura, os resíduos apolares interagem com a porção hidrofóbica dos 

fosfolipídios e os resíduos polares permanecem em contato com o solvente. Para que esse tipo 

de poro ocorra os peptídeos precisam ter comprimento apropriado para atravessar a membrana 

e formar estrutura helicoidal anfipática (PASUPULETI; SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 

2012). No modelo denominado poro toroidal os peptídeos interagem comas cabeças polares 

dos fosfolipídios da membrana formando um complexo que resulta na formação de um poro 

devido à indução da curvatura positiva na membrana, ou seja, se liga de maneira que as cadeias 

apolares não entrem em contato com o peptídeo, mantendo-se interiorizados na bicamada. 

Diferente do boro barril, esse tipo de poro é estabilizado por uma mistura de lipídios e 

peptídeos, não sendo necessárias características especificas dos peptídeos para a sua 

formação(LI et al., 2012). No modelo carpete os peptídeos se acumulam adsorvidos na 

membrana lipídica, paralelos a região de interface, formando uma extensa camada. Quando a 

concentração de peptídeos alcança um valor critico a membrana pode ser permeada por um 

desbalanço de massa, micelização ou ruptura (LI et al., 2012). 



27 
 

 

Dentre as características biofísicas dos peptídeos que influenciam sua atividade estão a 

carga líquida e a hidrofobicidade média. A carga liquida tem importância fundamental na 

interação inicial entre os peptídeos e as membranas devido a atração eletrostática entre eles, 

porém o excesso de cargas positivas pode afetar a estruturação e reduzir a atividade devido a 

uma repulsão eletrostática intra-cadeia e entre peptídeo lipídio  (TOSSI et al., 1994). Para uma 

molécula com alta hidrofobicidade não é favorável permanecer em um meio polar, portanto o 

aumento de resíduos hidrofóbicos na sequência pode potencializar a interação entre os 

peptídeos e a parte polar das bicamadas, podendo levar a uma interação com membranas que 

não sejam do interesse biológico. Portanto, a estratégia para conseguir melhorar a atividade 

desses peptídeos se inicia com o desenho de peptídeos análogos, modificando suas sequências 

de aminoácidos original, e alterando assim o número de aminoácidos que compõe sua estrutura 

primária, a carga total, a hidrofobicidade e anfipacidade, em busca de melhor entendimento 

sobre quais alterações favorecem ou prejudicam a atividade e seletividade ao alvo especifico 

(PASUPULETI; SCHMIDTCHEN; MALMSTEN, 2012).  

Vários peptídeos bioativos foram desenvolvidos com sucesso para aplicações 

farmacêuticas e comerciais. Como o caso da Daptomicina, aprovada em 2003, para tratar 

infecções da pele, comercializada sob o nome CUBIN®(ISLAM; SAFDER, 2008). Outro 

exemplo  é peptídeo glucagon símile humano (GLP-1)  usado para o tratamento do diabetes 

mellitus tipo 2, comercialiado como Victoza®(FOSGERAU; HOFFMANN, 2014).  Enquanto 

vários peptídeos chegaram aos testes clínicos, por exemplo, o P-113, um derivado da histatina, 

um peptídeo salivar humano, está em fase de testes I / II para tratar a candidíase oral que afeta 

pacientes imunocomprometidos. Um análogo de indolicidina, o MBI-549, está em ensaios de 

Fase II para o tratamento de infecções por acne. O pexiganan, derivado da magainina, está 

sendo desenvolvido para o tratamento de úlceras em pacientes diabéticos, com ensaios clínicos 

de Fase III (REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004;  KANG et al., 2014). 
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CAPÍTULO 6 

6. Conclusões

Este trabalho investigou a interação entre o peptídeo MP1 e seu análogo H-MP1 com 

diferentes membranas lipídicas modelo e pHs. Através dos resultados das medidas 

espectroscópicas podemos concluir que os peptídeos interagem com as membranas lipídicas 

mistas compostas por fosfolipídios contendo cabeça polar de fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol, 

fosfatidilserina e fosfatidiletalonamina, tal que, a intensidade de sua interação é dependente do 

peptídeo, do pH do meio e do lipídio. Isto é, nossos resultados de CD e fluorescência nos deram 

suporte para concluir que os peptídeos passam de uma conformação desordenada em solução 

aquosa para uma conformação helicoidal quando interage com a membrana lipídica. Esta 

transição quantificada pela constante de partição indicou que os valores das constantes de 

partição do MP1 em pH 5,5 é maior em vesículas contendo POPS enquanto que em pH 7,4 foi 

maior para as que contém POPG. A afinidade do análogo é maior as vesículas com POPG na 

composição nos dois pHs. 

 Após a partição, os resíduos de triptofano dos peptídeos interagem com o interior 

hidrofóbico da membrana lipídica, como evidenciado pelos resultados dos experimentos de 

supressão deste resíduo por acrilamida. A inserção dos resíduos de triptofano e de outros não 

polares é mais profunda em todos os casos para o peptídeo MP1. A partição e inserção dos 

peptídeos na fase hidrofóbica da membrana gera estresse elástico na monocamada externa 

resultando em instabilidade, que é seguida pela abertura de poros ou defeitos que aliviam o 

estresse e iniciam o vazamento do conteúdo interno da vesícula. O vazamento de calceína 

induzido pelos peptídeos em uma suspensão de LUVs mostraram forte dependência da 

composição da membrana e pH.  A maior eficiência lítica observada para o H-MP1 na 

composição 7POPC:3POPG em pH 5,5. Já na composição 8POPC:2POPS o MP1 foi mais 

eficiente em ambos os pHs em relação ao análogo. 

O estudo do vazamento da vesícula pela técnica de GUV única ofereceu novas 

informações sobre a interações dos peptídeos MP1 e H-MP1 na membrana. Esses experimentos 

indicaram que ambos os peptídeos formam poros nas membranas. Os valores de constante de 

formação de poros (kp) obtidos com o10 μM de MP1 foram maiores para as vesículas com 

fosfatidilserina, enquanto que para o análogo H-MP1 na mesma concentração, esta constante 

foi maior nas vesículas de POPC:POPG em pH 5,5.Os valores de kp nas vesículas de 
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zwitteriônicas são menores que nas vesículas aniônicas, indicando que a interação eletrostática 

é um fator importante na partição e consequente formação de poros nas bicamadas lipídicas. 

Com os valores de constante cinética de vazamento foi observada a existência de dois 

estágios de permeação induzidos pelos dois peptídeos. O primeiro estágio ocorre com a 

aberturados poros e o segundo coma diminuição do tamanho poro, o que leva a menores valores 

de constante de vazamento. Os valores de permeabilidade média(Pm) deram informações sobre 

a taxa de liberação de calceína induzida pelos peptídeos. Os valores de Pm das membranas 

apresentam dependência com a concentração do peptídeo, sendo encontrados permeabilidades 

maiores nas situações com maiores concentrações de peptídeo. Na composição de POPC:POPG 

a permeabilidade obtida para o H-MP1 em pH ácido é maior do que em pH neutro, e 

aproximadamente igual a permeabilidade induzida pelo MP1. Com o lipídio aniônico POPS as 

permeabilidades médias são consideravelmente maiores com a injeção de MP1 do que com o 

análogo H-MP1. A adição de POPE na membrana (POPC:POPS:POPE), resultou em ligeiro 

aumento de kp e para o MP1 em pH neutro enquanto que para o análogo houve um decréscimo 

desta constante nos dois pHs. 

Além da perda do conteúdo interno das GUVs, foram visualizados em alguns casos, 

modificações estruturais na bicamada. As maiores porcentagens de vesículas que sofreram 

ruptura da membrana ocorrem devido a dois fatores: um grande excesso de peptídeo ligado as 

vesículas e devido a presença do lipídio POPE que possui geometria com tendência em formar 

curvatura negativa. 

Portanto, pode-se concluir que a partição do análogo H-MP1em bicamadas lipídicas 

modulam a carga dos resíduos de histidinas  que constituem a sequencia primária do peptídeo 

e portanto essa substituição fez com que o peptídeo fosse seletivo tanto em relação ao pH como 

a composição lipídica da membrana, sendo mais efetivo na interação com membranas de 

POPC:POPG em pH ácido. O MP1, por sua vez, manteve sua eficiência nas vesículas de 

POPC:POPS indicando que além da componente eletrostática outros fatores são importantes 

para a interação, entretanto o MP1 é menos sensível a variação do pH do que o análogo.  
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