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RESUMO 

Neste trabalho, o peptídeo antimicrobiano hylina - a1 foi sintetizado e modificado 

estrategicamente com a adição de um resíduo de triptofano (W), visando o estudo da interação 

e a transferência de energia deste aminoácido aromático com nanopartículas luminescentes de 

YVO4:Ln3+. As análises foram realizadas em solução e no estado sólido por meio de filmes 

automontados via técnica Layer-by-Layer (LbL), utilizando a fibroína da seda (SF) como 

matriz de imobilização para as nanopartículas (NPs). Os resultados mostraram que o 

mecanismo de transferência de energia ocorre somente nos filmes contendo o peptídeo Hyl-

K0-W6 em contato com as NPs de YVO4:Eu3+. Devido este peptídeo possuir atividade contra 

cepas de bactérias Staphylococcus aureus Resistentes à Meticilina (MRSA), estudos 

espectroscópicos foram realizados utilizando a proteína PBP2a, presente na membrana 

citoplasmática da bactéria e responsável pela resistência contra os antibióticos β-lactâmicos. 

Os resultados confirmaram a interação da proteína somente com o peptídeo Hyl-K0-W6 em 

junção das NPs de YVO4:Eu3+. Visando a aplicação deste filme como biossensor, foram 

realizadas medidas eletroquímicas, na qual os resultados apresentaram nitidamente maior 

interação quando a PBP2a foi adsorvida sobre os filmes de SF/Hyl-K0-W6+NPs. A partir 

desses dados, o sistema foi aplicado como protótipo biossensor contra MRSA, através da 

detecção de um extrato antigênico contendo a bactéria real. 

Palavras-chave: peptídeos, transferência de energia, nanopartículas, fibroína da seda, 

aminoácido aromático, detecção eletroquímica, Staphylococcus aureus. 



 

ABSTRACT 

In this work the antimicrobial peptide hylina - a1 was synthetized and strategically 

modified with add one tryptophan residue (W) in position 6 of the chain, aiming the 

interaction study and energy transfer that aromatic amino acid with YVO4:Ln3+ luminescent 

nanoparticles. The analyses were realized in solution and in solid state from self-assembled 

films by Layer-by-Layer (LbL) technique, using silk fibroin (SF) as immobilization matrix for 

the nanoparticles (NPs). Results show the energy transfer mechanism occurs only in the films 

containing the Hyl-K0-W6 peptide in touch with the YVO4:Eu3+ NPs. Because this peptide 

has activity against strains of Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), 

spectroscopic studies were realized using the PBP2a protein, it is present at cytoplasmic 

membrane of the bacterium and it is responsible for resistance against β-lactam antibiotics. 

Results confirmed interaction of PBP2a protein only with the Hyl-K0-W6 peptide in 

conjunction of the YVO4:Eu3+ NPs. Aiming application that film as a biosensor, 

electrochemistry measurements were realized, which the results showed clearly greater 

interaction when PBP2a was adsorbed on SF/Hyl-K0-W6+NPs films. From these dates, the 

system was applied as MRSA biosensor prototype, through detection a antigenic extract 

containing the real bacterium.  

Keywords: peptides, energy transfer, nanoparticles, silk fibroin, aromatic amino acid, 

electrochemistry detection, Staphylococcus aureus.  
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APRESENTAÇÃO 

 

A imobilização de peptídeos em filmes nanoestruturados é um processo muito 

promissor para o desenvolvimento de biossensores altamente específicos.[1,2] Em recentes 

estudos, imunossensores para detecção do vírus da Hepatite C (HCV) foram desenvolvidos 

através da imobilização de biomoléculas. Neste caso, o peptídeo NS5A-1 derivado do HCV 

foi imobilizado via método camada-por-camada (do inglês Layer-by-Layer, LbL) juntamente 

com a fibroína da seda (SF)[3] e nanopartículas (NPs) luminescentes de YVO4:Eu3+[4]. 

As NPs de YVO4:Eu3+ foram utilizadas como uma sonda luminescente para o sistema 

SF/NS5A-1. O íon lantanídeo európio, dopado à matriz de YVO4, possui emissão 

característica por volta de 620 nm, e o filme imunossensor contendo as NPs, obteve 

luminescência 3 vezes maior quando em contato com o anticorpo específico para HCV.[4] 

Apesar do filme ser considerado e aplicado como protótipo imunossensor, o mecanismo da 

transferência de energia que ocorreu proveniente das biomoléculas para as NPs não foi 

elucidado de forma clara, motivando assim este trabalho de doutorado. 

A transferência de energia observada foi justificada pela presença de aminoácidos 

aromáticos. Mais especificamente, acreditava-se que o triptofano (W) era o resíduo de 

aminoácido responsável pela eficiência do processo. Com isso, o trabalho desta tese foi 

elaborado na investigação do real mecanismo envolvido na transferência de energia entre 

peptídeos e o aminoácido aromático W em relação à matriz YVO4 com dopagem do íon 

európio. Os peptídeos utilizados nestes estudos, são derivados do peptídeo antimicrobiano 

hylina - a1 e, por possuírem atividade antibacteriana, foram analisados também como 

possíveis biomoléculas aplicadas em protótipos biossensores contra Staphylococcus aureus 

resistentes à penicilina (MRSA). 

A tese é apresentada em 5 sessões. A sessão 1 consta de uma introdução que apresenta 

uma revisão bibliográfica dos temas envolvidos no trabalho, iniciada com a abordagem da 

Espectroscopia dos Lantanídeos, seguida da descrição da SF e da técnica LbL para montagem 

de filmes, e finaliza com a descrição do peptídeo antimicrobiano hylina - a1 e um breve 

exposição sobre a bactéria Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA). Na sessão 

2 estão os objetivos do trabalho, bem como as metas intermediárias para a elaboração dos 

estudos. A sessão 3 consta de toda a metodologia experimental da pesquisa, desde a 

preparação dos materiais necessários para o desenvolvimento do trabalho, bem como a 

preparação dos filmes e os detalhes das técnicas utilizadas para caracterização dos mesmos. A 

sessão 4 apresenta os resultados e as discussões sobre cada estudo realizado, iniciados pela 
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caracterização dos peptídeos e NPs sintetizados, seguido do estudo sistemático da sua 

interação em solução e no estado sólido, através de filmes automontados via técnica LbL 

utilizando a SF como matriz de imobilização; posteriormente, o estudo de filmes contendo os 

peptídeos antimicrobianos analisados na presença da proteína responsável pela resistência 

contra antibióticos β-lactâmicos, a PBP2a, e posterior aplicação dos filmes como protótipos 

biossensores eletroquímicos visando a detecção da bactéria contida em um extrato antigênico 

MRSA. Por fim, a sessão 5 apresenta as principais conclusões e as perspectivas deste trabalho 

para pesquisas futuras. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Espectroscopia de Lantanídeos 

 

Os lantanídeos correspondem aos 15 elementos da tabela periódica que vão do 

Lantânio (La, número atômico 57) ao Lutécio (Lu, número atômico 71), Figura 1, e juntos 

com os elementos Escândio (Sc, número atômico 21) e Ítrio (Y, número atômico 39) formam 

o grupo das terras-raras.[5] As inúmeras aplicações dos lantanídeos são devidas as suas 

propriedades singulares, principalmente às espectroscópicas e magnéticas.[6] 

 

 
Figura 1. Tabela periódica dos elementos com destaque para os Lantanídeos.[7] 

 

As propriedades químicas e físicas dos lantanídeos são muito semelhantes pelo fato de 

todos os átomos neutros possuírem em comum a configuração eletrônica 6s2 e uma ocupação 

variável do nível 4f.[5] Porém, é o estado de oxidação trivalente o mais comum e característico 

da maioria dos compostos de lantanídeos, além de ser o mais estável termodinamicamente. [8] 

Para estes íons trivalentes, é observado um aumento regular na configuração 4fn, com n 

variando entre 1 a 14, resumindo assim a configuração eletrônica desses elementos em: [Xe] 

4fn 5s2 5p6 5d0-1 6s2.[5] Através desta, observa-se que os orbitais 4f estão localizados na parte 

interna do átomo e são totalmente protegidos do ambiente químico pelos elétrons dos orbitais 

5s e 5p, Figura 2, o que faz com que eles tenham extensão radial limitada, não participem das 

ligações e que tenham somente um envolvimento muito pequeno com os orbitais dos ligantes. 

É por este motivo que os íons lantanídeos formam complexos com alto caráter iônico.[9,10] 
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Figura 2. Distribuição radial das funções de onda hidrogenóides para os orbitais 4f, 5s e 6s.[10] 

 

Como resultado desta blindagem, os elétrons 4f sofrem efeitos muito fracos do campo 

dos ligantes e as propriedades eletrônicas são pouco afetadas pelo ambiente químico, o que 

faz com que as transições ópticas sejam geralmente muito finas, ou seja, os compostos com 

esses íons trivalentes exibem espectros de luminescência muito nítidos que leva a uma pureza 

de cor muito alta.[10,11] Isso ocorre devido a sua rica estrutura de nível de energia como 

mostrado na Figura 3, que surge do acoplamento de spin-órbita e repulsão de Coulomb entre 

os elétrons 4fn.[6] Essas transições ff são proibidas pela regra de Laporte, por isso suas 

transições ópticas são geralmente caracterizadas por tempos de vida longos, de 

microsegundos a milisegundos.[12] Suas propriedades magnéticas são determinadas 

inteiramente pelo estado fundamental, pois os estados excitados estão tão bem separados do 

estado fundamental que são, portanto, termicamente inacessíveis.[13]  
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Figura 3. Níveis de energia das configurações 4fn dos lantanídeos trivalentes.[6] 

 

Transições ópticas 4f-5d também são possíveis e originam bandas muito mais intensas 

que as transições tipo ff, mas essas bandas são geralmente muito largas.[5,6] A luminescência 

por excitação direta do íon lantanídeo é pouco eficiente, porque os íons lantanídeos não têm 

absortividades molares altas, por isso é comum o uso de um ligante que absorve luz e que 

transfere energia para o íon lantanídeo, emitindo assim sua luminescência mais 

eficientemente. O que de fato ocorre é uma transferência de energia intramolecular do ligante 

ao íon metálico central, conhecido na literatura como “efeito antena”. A eficiência da 

transferência de energia do ligante para o íon lantanídeo depende da natureza química do 

ligante coordenado ao íon. [13,14] 

Ao adicionar, portanto, outra espécie à matriz hospedeira, esta pode absorver energia e 

subsequentemente, transferi-la para o ativador (A) o qual luminesce, Figura 4. A espécie que 
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absorve energia é chamada de sensibilizador (S). Quando a desativação de uma espécie ocorre 

através da ativação de outra, o processo é denominado transferência de energia 

intermolecular. A transferência de energia do sensibilizador (S) para o ativador (A) só é 

possível se um dos níveis de energia do ativador for menor ou igual ao nível luminescente do 

sensibilizador, ou seja, que haja condição de ressonância.[5,6,13] 

 

 
Figura 4. Mecanismo de transferência de energia de um centro sensibilizador (S) para um centro 

ativador (A). S é o sensibilizador no estado fundamental; S*, sensibilizador no estado excitado; TE, 

transferência de energia; NR, processo não radiativo; A1* e A2*, estados excitados do ativador; A, 

ativador no estado fundamental.[5] 

 

Dependendo do tipo de íon lantanídeo dopado em uma matriz hospedeira, dois tipos 

distintos de processo de luminescência podem ocorrer: o processo downconversion e o 

processo upconversion.[15] O processo de downconversion ou conversão descendente de luz 

(deslocamento de Stokes convencional), é a conversão de fótons de energias mais altas em 

fótons de energias mais baixas, ou seja, a radiação de excitação de maior energia é convertida 

em uma radiação de emissão de menor energia.[15,16] Por outro lado, a luminescência 

upconversion, ou conversão ascendente de energia (deslocamento anti-Stokes) é um processo 

no qual luz de mais baixa energia é convertida em luz de maior energia através da absorção 

sequencial de fótons múltiplos.[17,18] 

Devido às propriedades eletrônicas, ópticas e características químicas resultantes dos 

seus elétrons 4f, compostos de lantanídeos têm sido desenvolvidos e estudados para utilização 

em fotônica, dispositivos luminescentes de alto desempenho, sistemas fotovoltaicos, 

fotocatalisadores, agentes de tratamento de diagnóstico em medicina, determinação de 

analitos orgânicos, biosondas, monitoramento de liberação controlada de fármacos utilizando 

biovidros mesoporosos luminescentes, indicadores biológicos e sensores.[19–27] 

O uso de lantanídeos em marcadores biológicos luminescentes é baseado na técnica 

convencional FRET (Förster Resonance Energy Transfer), pois permite-se ter uma ideia da 

interação do marcador com proteínas de interesse. A técnica FRET consiste na transferência 
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de energia entre um doador e receptor. Para que haja transferência eficiente de energia, deve 

haver sobreposição entre as bandas de emissão do doador e excitação do receptor. A 

quantificação da transferência de energia pode ser feita em função da diminuição da 

intensidade ou do tempo de vida do doador ou ainda do aumento dos mesmos do receptor.[28] 

Os compostos aplicados como marcadores luminescentes devem ser cineticamente 

estáveis, ter um tempo de vida no estado excitado da ordem de milissegundos (ms), altos 

valores de absorção molar e rendimento quântico, além de uma baixa degradação pela 

exposição à radiação UV-vis.[28] 

Neste trabalho, NPs luminescentes de Eu3+ dopadas a uma matriz hospedeira de YVO4 

foram utilizadas como composto lantanídeo principal em todos os estudos desenvolvidos. 

 

1.1.1 Nanopartículas de YVO4:Ln3+ 

 

As propriedades de luminescência das NPs de YVO4:Ln3+ e materiais relacionados 

têm sido estudados há mais de três décadas.[29–32] O espectro de absorção do YVO4 apresenta 

bandas largas na região do UV. A transição da absorção envolvida é uma transferência de 

carga do orbital 2p do oxigênio para os estados 3d do vanádio. Consideravelmente, um menor 

deslocamento de Stokes da emissão do vanadato (VO4
3-) leva a uma rápida migração de 

energia ao íon lantanídeo, tornando o YVO4:Eu3+ um material muito eficiente com emissão no 

vermelho e o YVO4:Tb3+ eficiente com emissão no verde.[33] Em relação ao YVO4:Eu3+, sua 

alta luminescência deve-se ao seu rendimento quântico elevado, em torno de 70% para a 

dopagem com íon európio.[34] 

O tamanho e a forma das partículas podem ser controlados e ajustados de forma eficaz 

através do controle das condições da reação, tais como o tempo de reação, as fontes de 

vanádio, os diferentes aditivos orgânicos e a proporção molar do aditivo orgânico. O citrato 

de sódio é um aditivo muito utilizado como estabilizante que ajusta a taxa de crescimento de 

diferentes morfologias em determinadas condições experimentais, resultando na formação de 

várias geometrias dos produtos finais.[35] 

A capacidade de preparar nanoestruturas de YVO4 com diversas formas, com emissão 

na região do visível e contendo maior eficiência quântica, oferece uma grande oportunidade 

de explorar as suas aplicações em vários campos que estudam a exibição de cores.[35] O 

európio dopado à matriz de vanadato de ítrio é muito utilizado em televisores a cores, tubos 

de raios catódicos, lâmpadas fluorescentes e em muitos aplicativos e dispositivos de exibição 

visual.[36] As NPs são também úteis como marcadores biológicos ultrassensíveis, porque são 
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solúveis em água e biocompatíveis. Além disso, em comparação com corantes orgânicos e 

pontos quânticos semicondutores, as NPs possuem linhas espectrais mais estreitas e, 

provavelmente, são mais estáveis à fotodegradação.[37,38]  

 

1.2 Seda Bombyx mori 

 

A seda é composta por fibras de proteínas que são produzidas na natureza por diversas 

espécies de insetos e aranhas.[39] O fio de seda produzido pelo bicho-da-seda (Bombyx mori) é 

formado por duas proteínas: a sericina que é semelhante a uma cola que envolve as fibras, 

geralmente solúvel e pode ser removida por um tratamento termoquímico conhecido como 

degomagem; e a fibroína, que é uma proteína fibrosa, consiste no filamento da seda composta 

de regiões altamente organizadas com formas cristalinas folha-β e semicristalinas, Figura 

5.[40,41]  

 

 

Figura 5. Representação esquemática da estrutura da fibroína da seda.[42] 
 

A sericina é uma proteína que contém 18 tipos de aminoácidos, sendo sua maioria 

composta por aminoácidos de grupos polares, aproximadamente 35% de serina e 13% 

asparagina, o que justifica sua alta solubilidade. Além destes, a sericina possui também 

resíduos de aminoácidos aromáticos como a fenilalanina e a tirosina.[43,44] A sericina de seda, 

devido a sua natureza proteica, é suscetível à ação de enzimas proteolíticas presentes em 

nosso corpo e, portanto, é digerível.[45] Esta propriedade a torna um material biocompatível e 

biodegradável.[46] Além disso, a sericina possui algumas propriedades adicionais como, 

capacidade de gelificação, capacidade de retenção de umidade e adesão à pele e, por isso, é 

amplamente utilizada em aplicações cosméticas, farmacêuticas e na área médica.[43–46] 

A fibroína é composta basicamente pelos aminoácidos glicina, alanina, serina e, em 

menor quantidade, tirosina, triptofano e outros aminoácidos residuais.[47] A glicina, a alanina e 

a serina se repetem e constituem a maior parte de sua composição, correspondentes a 80% em 

mol da proteína, podendo sua sequência ser basicamente considerada como (GAGAGS)n.
[48] 
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As várias repetições desses aminoácidos em sequência constituem a região cristalina da 

fibroína, formando o arranjo conhecido como folha-β. As propriedades de tensão das fibras da 

seda dependem principalmente da estrutura cristalina, enquanto outras propriedades como 

retenção de umidade e resistência química, dependem do estado da região amorfa, que contém 

a maioria dos aminoácidos com uma cadeia lateral volumosa, polar e domínios ricos em 

tirosina.[49–51]  

Por ser composta por grande quantidade de glicina e alanina, a conformação β de sua 

estrutura é favorecida, já que é permitido um alto empacotamento entre suas folhas. A 

estrutura global dessa proteína é estabilizada por ligações de hidrogênio entre todas as 

ligações peptídicas dos segmentos polipeptídicos de cada cadeia β, otimizando as interações 

de Van der Waals entre as cadeias.[52] A Figura 6 representa a estrutura da fibroína da seda, 

onde as setas indicam as folhas-β antiparalelas.  

 

 

 
Figura 6. Estrutura da fibroína da seda produzida pelo bicho-da-seda (Bombyx mori).[49]  

 

A fibroína vem sendo largamente estudada no campo de biomateriais, pois apresenta 

compatibilidade com diversos tipos de células, alta resistência mecânica e microbiológica, 

além da possibilidade de ser obtida sob diversas formas como pós, filmes, esponjas e 

hidrogéis.[42] Devido a sua alta transparência quando preparadas na forma de filmes, a fibroína 

é utilizada na fabricação de híbridos flexíveis que podem ser aplicados como diversos 

materiais fotônicos, grades de difração e random lasers. O uso de técnicas 3D permite a 

fabricação de estruturas pré-designadas de SF que podem atender aos requisitos para a 

aplicação de engenharia de tecidos como sccafolds de fibroína.[53,54] Mais recentemente, Zhao 

et al. fabricaram um sistema microfluídico bio-funcionalizado usando um hidrogel de SF 

como material de substrato.[55] Na área de biossensores, a fibroína foi comprovada como uma 

eficiente matriz de imobilização para outras biomoléculas, como por exemplo, peptídeos 
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antigênicos e enzimas para detecção de anticorpos específicos e detecção enzimática, 

respectivamente.[3,4,56,57] 

 

1.3 Filmes automontados Layer-by-Layer (LbL) 

 

A atividade e estabilidade de biomoléculas imobilizadas sobre uma superfície sólida é 

essencial para o desenvolvimento de biossensores específicos.[58] A imobilização de proteínas 

e peptídeos pode ser obtida por várias técnicas, como imobilização por reticulação (cross-

linking)[59], filmes Langmuir-Blodgett (LB)[60], monocamadas automontadas (self-assembled 

monolayer, SAM)[61] ou filmes automontados camada por camada (Layer-by-Layer, LbL)[62]. 

Os filmes automontados são produzidos por compostos que podem formar uma fina 

película sobre um substrato sem a necessidade de intervenção externa, ou seja, seus processos 

de formação ocorrem por reações ou interações espontâneas.[63] 

Dentre os métodos de obtenção de filmes automontados, podemos destacar a técnica 

conhecida como camada por camada, ou simplesmente LbL (do inglês: Layer-by-Layer). Esta 

técnica foi proposta por Decher em 1991, e é baseada principalmente na montagem de filmes 

através de interações eletrostáticas entre moléculas que se alternam num processo de adsorção 

sobre uma superfície de carga oposta.[62]  

Em geral, nesta técnica de construção de filmes LbL um substrato sólido é tratado 

previamente e imerso por um determinado período de tempo em uma solução aquosa 

contendo o material a ser depositado. Uma vez que o substrato imerso possui, em sua 

superfície, carga elétrica oposta a das espécies em solução, inicia-se um processo espontâneo 

de adsorção por atração eletrostática.[64]  

O conjunto substrato/filme depositado é então lavado e seco de forma a remover o 

excesso das espécies fracamente adsorvidas, e sequencialmente é imerso em outra solução 

contendo uma espécie de cargas opostas às do filme já formado sobre o substrato. Ao repetir 

este processo sucessivas vezes é possível construir filmes de multicamadas catiônicas e 

aniônicas alternadamente adsorvidas, conforme se deseja.[62,65] A Figura 7 ilustra o 

procedimento de formação de um filme via técnica LbL. 
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Figura 7. Representação esquemática do processo de automontagem de uma bicamada do filme LbL. 

Inicialmente há a adsorção de um polieletrólito, por exemplo catiônico e, em seguida, há a adsorção de 

um polieletrólito aniônico. Após cada adsorção os substratos são lavados. Ao final, temos a estrutura 

idealizada do filme automontado.[66] 

 

A deposição de filmes multicamadas a partir de soluções de policátions e poliânions 

pode ser efetuada manualmente, levando à fabricação de filmes automontados por um método 

simples e de baixo custo operacional, de modo que os instrumentos necessários para a 

produção destes filmes são apenas os substratos, béqueres ou suportes para substratos e 

pinças. A técnica além de simples e versátil, permite o controle na espessura pelo número de 

camadas formadas e composição dos filmes em escalas nanométricas.[67] 

A formação do filme automontado pode também ocorrer por outros tipos de interações 

além das eletrostáticas, como por ligações de hidrogênio, quimissorção, interações de Van der 

Waals, interações hidrofóbicas, reconhecimento bio-específico, dentre outras.[68] Esta 

multiplicidade de interações intermoleculares favorece o emprego de diferentes moléculas, 

como as biomoléculas, onde o efeito cooperativo de atração por vários pontos exerce papel 

fundamental na imobilização. É importante destacar também que os filmes automontados são 

construídos essencialmente com substâncias solúveis em água, favorecendo o emprego de 

biomoléculas que podem ser incorporadas em diferentes tipos, levando a aplicações em 

destaque para biossensores e em liberação controlada de fármacos através da imobilização de 

modelos de membrana.[69,70] De fato, a desnaturação da biomolécula é minimizada devido à 

adsorção, que pode ser realizada em condições adequadas de pH e temperatura.[64] 

Nos últimos anos, houve um aumento significativo de interesse na utilização de 

polímeros naturais como a matriz de imobilização para biomoléculas, tais como quitina[70], 

quitosana[72,73] e fibroína da seda[74–76]. Filmes LbL têm sido usados para imobilizar fibroína 

preservando propriedades mecânicas e a biocompatibilidade. Wang e colaboradores 
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produziram filmes de fibroína por sucessivas deposições sobre um substrato sólido. Estes 

filmes apresentaram estabilidade em condições fisiológicas e boa adesão de células, 

possibilitando o uso para funcionalizar superfícies de biomateriais.[75] A fibroína também foi 

imobilizada em filmes LbL em junção de filmes de quitosana sobre superfície de titânio. A 

superfície modificada com o filme melhorou significativamente a compatibilidade celular, 

apresentou boa aderência e bom crescimento de osteoblastos.[77] Em nosso grupo de pesquisa, 

a fibroína vem sendo utilizada também como uma eficiente matriz de imobilização em filmes 

LbL para estruturar peptídeos antigênicos e enzimas, visando a detecção por sistemas 

biossensores.[3,4,56,57] As propriedades mecânicas dos filmes de fibroína foram investigadas 

por Jiang e colaboradores. Os filmes multicamadas apresentaram alta elasticidade e 

resistência, sugerindo sua utilização em microescala para a produção de biodispositivos, 

implantes biocompatíveis e revestimentos para pele artificial.[78] 

 

1.4 Peptídeo antimicrobiano hylina - a1 

 

Peptídeos antimicrobianos (PAMs) são cadeias de moléculas com baixa massa 

molecular e uma vasta atividade inibitória contra fungos, vírus e bactérias.[79] Os PAMs 

pertencem a um grupo abundante de moléculas que são produzidas por diversas células, tanto 

em plantas quanto em animais, e que são agrupadas de acordo com a sua atividade 

antimicrobiana intrínseca.[80–82] 

O potencial terapêutico dos PAMs é valorizado graças à capacidade destes compostos 

em matar rapidamente um grande número de microrganismos multiresistentes a antibióticos 

e/ou outros agentes antimicrobianos.[83] 

O Grupo de Pesquisa em Toxinologia, da Universidade de Brasília, coordenado pela 

Profª Drª Mariana S. Castro tem trabalhado com princípios ativos de origem animal, 

particularmente da secreção cutânea de anfíbios. Este grupo isolou um peptídeo bioativo a 

partir da secreção cutânea da rã Hypsiboas albopunctatus, nomeado hylina - a1 

(IFGAILPLALGALKNLIK-NH2). A identificação e caracterização do peptídeo foi realizada 

em colaboração com o Grupo de Pesquisa Unidade de Síntese, Estrutura e Aplicações de 

Peptídeos e Proteínas, do Instituto de Química da Universidade Estadual Paulista de 

Araraquara, liderado pelo Prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli. Esta molécula mostrou atividade 

contra diversos tipos de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e eritrócitos.[83,84] 

 Crusca e colaboradores criaram uma série de peptídeos derivados do hylina - a1 com 

diferentes cargas na região amino-terminal (N-terminal), visando novas informações sobre a 
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relação entre a atividade antimicrobiana do peptídeo e sua estrutura biológica. Uma das 

modificações realizadas, foi adicionar um resíduo de aspartato (D), que contém uma carga 

negativa em sua cadeia lateral, na extremidade N-terminal do peptídeo, e em outra 

modificação foi adicionado um resíduo de lisina (K), com carga positiva na cadeia lateral. Em 

ambas as modificações, foi realizado a troca de um resíduo de leucina (L), na posição 6 da 

cadeia, por um resíduo de triptofano (W), usado como uma sonda fluorescente para analisar o 

ambiente local e a influência das modificações na região N-terminal. A presença do W na 

sequência de aminoácidos do peptídeo hylina - a1 aumentou a afinidade por segmentos 

transmembranares, além da cadeia lateral do W se envolver na dobragem dos peptídeos, o que 

facilita a associação do peptídeo à membrana.[85] Estes novos peptídeos modificados 

apresentaram uma atividade antibacteriana contra cepas de Staphilococcus aureus, bem como 

atividade antifúngica contra Candida albicans.[85,86] 

1.5 Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) 

Staphylococcus aureus é uma bactéria do grupo dos cocos Gram-positivos que faz 

parte da microbiota humana, mas que pode provocar doenças que vão desde uma infecção 

simples, como espinhas e furúnculos, até às mais graves, como pneumonia, meningite, 

endocardite, septicemia, entre outras.[87] 

As bactérias da espécie Staphylococcus aureus tornaram-se resistentes a vários 

antibióticos, primeiro à penicilina em 1947, e logo depois à meticilina.[88] Foram descobertas 

originalmente no Reino Unido em 1961 e são comuns em hospitais, sendo também chamadas 

de Staphylococcus aureus multi-resistentes. Mais de 2 bilhões de pessoas são portadores desta 

bactéria em todo o mundo, e destes, 53 milhões estão infectadas com Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (MRSA).[89] As doenças relacionadas com MRSA são responsáveis por 

um grande número de hospitalizações e mortes.[90] 

A resistência a múltiplos antibióticos da MRSA tornou-se um grande problema clínico 

em todo o mundo. O fator determinante do amplo espectro de resistência em cepas de MRSA 

é a proteína que se liga à penicilina, nomeada PBP2a, devido a sua baixa afinidade para 

antibióticos β-lactâmicos. O gene mecA, determinante estrutural que codifica a PBP2a, é 

muito conservado entre Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis resistentes à 

meticilina, o que dificulta o tratamento por esta classe de antibióticos.[91]  

Staphylococcus aureus tem uma estrutura complexa que consiste de uma membrana 

celular composta por lipídios e proteínas envolvidas por uma parede celular e uma 
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microcápsula, Figura 8. Dentre as constituintes do envoltório têm-se as proteínas de adesão, 

que promovem a colonização nos tecidos do hospedeiro, as invasivas que promovem a 

propagação bacteriana, Proteína A em conjunto com “disfarces imunológicos” e as toxinas 

que são liberadas através da membrana celular. A membrana celular tem papel fundamental 

na estrutura da bactéria e sua integridade é crucial para manter uma fronteira entre o ambiente 

externo e o citoplasma.[92] 

 

 
Figura 8. Representação esquemática da estrutura da Staphylococcus aureus contendo um envoltório, 

membrana de plasmática, parede celular e microcápsula com proteínas anexadas a ela.[93] 

 

A membrana plasmática da bactéria Staphylococcus aureus é constituída por uma 

bicamada lipídica, contendo os fosfolipídios fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina e 

cardiolipina.[94] Além dos fosfolipídios, a membrana celular contém as proteínas ligantes de 

penicilina (PBPs), como mostrado na Figura 9. As PBPs são enzimas, conhecidas como 

transpeptidase, que auxiliam a síntese da parede celular.[95] PBPs apresentam resistência a 

antibióticos, mais especificamente a PBP2a, uma proteína de 78 kDa, que confere maior 

resistência a todos os agentes β-lactâmicos. Devido à baixa afinidade com os antibióticos,  

permitem a sobrevivência da Staphylococcus aureus mesmo após exposição a concentrações 

elevadas dos mesmos.[91] 
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Figura 9. Representação esquemática das PBPs presentes na membrana plasmática da Staphylococcus 

aureus.[92] 

 

Os peptídeos hylina projetados, modificados e sintetizados para este trabalho possuem 

atividade contra MRSA.[84] Desta forma, a proteína PBP2a e antígenos MRSA foram 

utilizados para os estudos espectroscópicos e eletroquímicos destes peptídeos visando sua 

aplicação em sistemas biossensores para bactérias  Staphylococcus aureus. 
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Neste trabalho, os peptídeos antimicrobianos Hyl-D0-W6 e Hyl-K0-W6 foram obtidos 

com sucesso através de síntese no estado sólido, e as nanopartículas (NPs) de YVO4:Eu3+ pelo 

método de co-precipitação. O estudo da influência do resíduo de triptofano (W) presente 

nestes peptídeos com relação à luminescência característica do európio foi realizado em 

solução e no estado sólido através de filmes nanoestruturados, via técnica Layer-by-Layer 

(LbL), contendo fibroína da seda (SF) como matriz de imobilização para NPs. 

Os resultados obtidos confirmam apenas o peptídeo Hyl-K0-W6 como possível 

sensibilizador da luminescência das NPs e que há comportamento linear de acordo com o 

aumento da concentração de Hyl-K0-W6 adicionada sobre a superfície dos filmes. 

Devido aos peptídeos apresentarem atividade contra cepas da bactéria Staphylococcus 

aureus, os filmes foram analisados na presença da proteína PBP2a, responsável pela 

resistência da bactéria aos antibióticos β-lactâmicos. A interação entre o peptídeo e a proteína 

ocorre somente no filme SF/Hyl-K0-W6+NPs. Foi observado que somente o Hyl-K0-W6 se 

estrutura na presença das NPs de YVO4:Eu3+, justificando assim sua efetiva atividade sobre a 

PBP2a. Ao adicionar a proteína PBP2a sobre este sistema, houve aumento na luminescência 

característica do Eu3+ em 620 nm, sugerindo que ocorreu uma possível transferência de 

energia dos aminoácidos aromáticos para a matriz de vanadato, além de um sinal de oxidação 

nos voltamogramas por volta de 0,1 V que se pronuncia conforme o aumento da concentração 

de PBP2a adsorvida sobre o filme. 

A partir destes resultados, foi realizada a detecção eletroquímica do extrato antigênico 

da MRSA. É nítido que há mudanças significativas nos voltamogramas e linearidade na 

detecção em função de diferentes concentrações do extrato após a adsorção da amostra real 

contendo a bactéria MRSA.  

As perspectivas deste trabalho incluem a validação do método por meio da detecção 

eletroquímica na qual se faz necessário a análise da estabilidade, seletividade e limite de 

detecção e quantificação do sistema, visando a confirmação destes filmes como protótipos 

biossensores específicos para MRSA ou para bactérias multirresistentes, em geral; o estudo da 

detecção óptica da MRSA, buscando a melhoria dos parâmetros em relação à preparação dos 

filmes para garantir melhor reprodutibilidade dos resultados; medidas do tempos de vida de 

todos os sistemas estudados, visando maior eficiência dos processos de transferência de 

energia entre os peptídeos e as NPs; análise de outros microrganismos que o peptídeo Hyl-

K0-W6 apresenta atividade, como fungos das espécies Candida albicans, Candida 
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parapsilosis, Candida krusei (todos envolvidos em uma ampla gama de infecções) e 

Cryptococcus neoformans (causa comum de meningite fúngica); e por fim, a utilização do 

sistema utilizando outras biomoléculas e/ou peptídeos, com a estratégia de aplicação em 

diversos tipos de biossensores. 
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