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Resumo

Os Mastoparanos são peptídeos curtos e catiônicos extraídos do veneno de vespas. Estes 

peptídeos dependem de sua seqüência primária, composição, hidrofobicidade, ângulo 

polar, anfipaticidade e amidação do C-terminal para apresentar diferentes atividades 

biológicas. A conformação em hélice anfipática parece ser fundamental para interação 

destes peptídeos com a bicamada membranar. Neste trabalho buscamos as correlações 

destas características com as atividades antimicrobianas e hemolíticas apresentadas por 

três mastoparanos conhecidos, usando simulações por dinâmica molecular em misturas 

de TFE-água. Misturas de TFE-água apresentam um caráter hidrofóbico e hidrofílico 

assim como o ambiente membranar. Um dos peptídeos estudados é o Eumenine 

Mastoparano-AF (EMP-AF), no qual constatamos que a desamidação do C-terminal 

acarretou na desestruturação da conformação helicoidal e na perda da anfipaticidade 

nesta região, devido à atração eletrostática entre a carga negativa do grupo carboxila e os 

grupos catiônicos das cadeias laterais de alguns resíduos. Por esse fato a atividade 

hemolítica é perdida. Outro peptídeo investigado é o Paulista-MPI, para o qual propomos 

como estrutura estável uma hélice-  anfipática. Para este caso, também exploramos as 

razões da existência de atividade antimicrobiana e ausência da atividade hemolítica. O 

outro peptídeo estudado foi o Anoplin com e sem o grupo amida do C-terminal. O 

Anoplin natural, Anoplin-NH2 é um peptídeo antimicrobiano. Novamente esta atividade 

pode ser associada com sua estrutura helicoidal anfipática que se apresenta estável por 

fatores como o equilíbrio eletrostático entre os grupos carregados das cadeias laterais; 

pela predominância dos grupos apolares das moléculas de TFE na região dos átomos 

eletronegativos da cadeia principal; e pela solvatação da cadeia lateral. A desamidação do 

C-terminal (Anoplin-OH), perde sua atividade antimicrobiana devido a desestruturação 

dos resíduos deste terminal da hélice, causando um decrescimento na anfipaticidade 

devido as interações atrativas da carga negativa do grupo carboxila e os grupos catiônicos 

das cadeias laterais de alguns resíduos. 



Abstract

Mastoparans is a class of peptides extracted from wasp venom, named after their first 

recognized biological action, the degranulation of mast cells. They are short and cationic 

peptides that depending on their primary sequence, degree of charge and amidation of C-

terminal present different biological activities. Fundamental for their interactions with 

biological membranes seems to be an amphipatic helix conformation. In this work we 

search for correlations among these characteristics and the antimicrobial and hemolytic 

activities of three known mastoparans, using molecular dynamics simulation in TFE-

water mixtures. TFE-water media shows both hydrophobic and hydrophilic character and 

in this way mimics a membrane-like environment. The peptides studied are the Eumenine 

Mastoparan (EMP-AF), for which the desamidation of the C-terminal leads to the lost of 

the helix conformation and amphipaticity at this region, due to the electrostatic attraction 

among the negative charge of carboxylate group and the cationic groups of the lateral 

chain of some residues. Consequently the hemolytic activity is lost. Another peptide 

studied is Paulista-MPI, for which an amphipatic -helix is proposed as a stable structure. 

We rationalize also the reasons for its antimicrobial activities and the absence of 

hemolytic activity. The last peptide studied is Anoplin, the C-terminal amidated wild type 

and its carboxylated analog. The former type, Anoplin-NH2, is an antimicrobial and non-

hemolytic peptide. Again this can be associated to the amphipatic helical structure, that 

we show is maintained by factors as the electrostatic equilibrium between charged groups, 

predominance of apolar groups of TFE molecules around the electronegative atoms of the 

main chain and solvation of lateral side chains. Deamidation of C-terminal, rendering  

Anoplin-OH, abolishes its antimicrobial activity due to the unfolding of the helix 

terminal and the loss of amphipaticity, caused by attractive interactions among the 

negatively charged carboxylated group at the C-terminal and the cationic groups in the 

lateral chains of some residues.  
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Capítulo 1 – Introdução 

Neste capítulo abordaremos os aspectos biológicos e estruturais dos peptídeos 

bioativos estudados nesta tese.  

1.1 Mecanismos de Ação dos Peptídeos Antimicrobianos 

   

As membranas biológicas são compostas por fosfolipídios e proteínas. Em alguns 

organismos, esteróis e glicerídeos também contribuem para a superfície topológica e a 

arquitetura bioquímica das membranas (Yeaman et al., 2003). O componente elementar da 

membrana é a bicamada fosfolipídica, que é anfipática, tendo domínios hidrofóbicos e 

hidrofílicos. As membranas citoplasmáticas dos mamíferos geralmente são compostas por 

fosfolipídios zwiteriônicos, ou seja, não apresentam carga líquida e muitas bactérias 

patogênicas têm a membrana celular altamente eletronegativa (aniônicas). Dentro destas 

perspectivas a diferença fundamental existente entre peptídeos antimicrobianos e 

hospedeiros de membrana é representada pela escolha seletiva do tipo de grupos químicos 

que a compõem.  

Muitos peptídeos são relativamente desestruturados ou em conformação estendida 

quando estão em solução, isto é, antes da interação com seu alvo celular. Na presença da 

membrana, entretanto, estes peptídeos apresentam estruturas anfipáticas, permitindo que 

haja uma seleção por seus alvos de acordo com a afinidade de carga entre a membrana e o 

peptídeo. Essa característica, de serem ao mesmo tempo solúveis em água e capazes de 

interagir com a bicamada, se deve ao fato dos resíduos hidrofóbicos estarem particionados 

ao longo da cadeia.

Devido a cationicidade destes peptídeos há uma atração eletrostática entre eles e as 

superfícies microbianas carregadas negativamente. Essa interação direta com a bicamanda 

lipídica pode induzir a formação de hélice-  (Turner et al., 1998 e Matsuzaki et al., 1999b) 

e favorecer a penetração dos mesmos. O modelo que se tem é que, inicialmente o peptídeo 

catiônico é atraído pelo grupo polar carregado negativamente do fosfolipídio da camada 

externa, assumindo uma conformação helicoidal anfipática que permite a inserção da face 

hidrofóbica na bicamada (Matsuzaki et al., 1997 e Dathe et al., 2001). Nestas interações 
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iniciais ocorre a mudança de fase conformacional, ou dinâmica da formação de estruturas 

secundárias, nas intermediações da membrana. (Unger et al., 2001; Oren et al., 1999a e 

Yeaman et al., 2003).  

A permeabilização da membrana pode ocorrer através de três mecanismos: (1) um 

grupo de moléculas de peptídeos em hélice-  anfipática se reorienta formando um poro ou 

canal transmembrânico, de modo que a superfície hidrofóbica do peptídeo interaja com a 

região central hidrofóbica da membrana e a superfície hidrofílica forme um poro aquoso. 

(Yang et al., 2001; Shai, 1999); (2) A agregação dos peptídeos faz com que a membrana 

sofra uma perturbação ficando mais fina, além disso, os peptídeos formam cavidades 

chamadas de poros toroidais (Matsuzaki et al., 1995a; Tossi et al., 2000; Matsuzaki et al., 

1996a); (3) As moléculas de peptídeo se acumulam paralelamente à superfície e causam 

desarrumação dentro da membrana, ou seja, agem como um detergente. Neste terceiro 

modelo, a penetração da membrana ocorre apenas em altas concentrações de peptídeos 

(Oren and Shai, 1998). 

A inserção do peptídeo na membrana pode ser acompanhada por uma série de 

eventos que contribuem para a desativação celular: despolarização da membrana, 

vazamento de metabólitos essenciais, perda de composições específicas na membrana 

devido às perturbações nos fosfolipídios. (Matsuzaki et al., 1996a).  

Estão disponíveis na literatura estudos que especificam o tipo de perturbação que 

determinados peptídeos podem causar em seus alvos, como por exemplo, o trabalho de 

Lasch e colaboradores (1998) que investigam a interação da polilisina com uma bactéria 

composta de lipopolissacarídeo (LPS), e mostram o aumento da assimetria dentro ou entre a 

“folha” fosfolipídica, comprimindo a bicamada na membrana microbiana. 

Simplificadamente, o buforin II mata a Escherichia coli sem permeabilizar a membrana 

(Park et al., 1998). O peptídeo “tachyplesin”, que tem estrutura secundária em folha-

antiparalela transloca-se através da membrana lipídica PC (fosfatidilcolina) e forma poros 

transientes (Matsuzaki et al., 1997). Outro exemplo, é a alameticina, peptído helicoidal não 

catiônico, que forma aglomerados (“clusters”) de hélices que atravessam a bicamada 

formando poros que transportam íons entre a célula e sua vizinhança aquosa (Sansom, 

1993). 
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1.2 Determinantes Estruturais da Atividade dos Peptídeos 

Antimicrobianos 

Para o entendimento destes mecanismos muitas estratégias e modelos têm sido 

sugeridos buscando associar estrutura e atividade. Consideraremos, nesta seção, alguns 

aspectos estruturais de peptídeos antimicrobianos que são relevantes para sua atividade e 

seletividade tóxica, tais como, seqüência (S) e conformação ( ), carga (Q), hidrofobicidade 

(H), momento hidrofóbico ( H), anfipaticidade (A), ângulo polar ( p) e ângulo hidrofóbico 

( h) e amidação do C-terminal. Estes determinantes moleculares são interdependentes, ou 

seja, modificações em alguns parâmetros levam à alterações de compensação em outros. A 

composição fundamental e a seqüência de aminoácidos influenciam não somente nas 

propriedades bioquímicas do peptídeo (como carga, anfipaticidade e hidrofobicidade), mas 

também comandam sua conformação tridimensional (como conformação, ângulo polar e 

toda sua geometria). Entretanto, mudanças na composição, seqüência e ligações 

intramolecular podem causar efeitos nas relações estrutura-atividade dos peptídeos em 

solução, ou ligado na membrana alvo, ou pode promover transições de fase 

conformacionais para estados ativados. (Yeaman et al., 2003; Zhao, 2003; Argiolas and 

Pisano, 1983) 

Nas subseções seguintes estão relacionados alguns estudos que envolvem estrutura e 

atividade e mostram que variações nestes parâmetros podem influenciar a potencialidade, 

seletividade e o espectro de atividade dos peptídeos antimicrobianos. 

1.2.1 Seqüência (S) e Conformação ( )

Os peptídeos antimicrobianos se diferenciam enormemente na seqüência e origem, 

mas é possível classificá-los de acordo com sua estrutura secundária (Epand and Vogel, 

1999; van’t Hof et al., 2001; Yeaman et al., 2003; Zhao, 2003). O princípio estrutural 

fundamental é a habilidade destes peptídeos adotarem uma conformação anfipática que 

permita a organização espacial dos resíduos hidrofóbicos e catiônicos em partes distintas da 

molécula. Veremos com mais detalhes na seção de anfipáticidade que esta característica é 
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de extrema importância para que os peptídeos sejam absorvidos pela membrana lipídica e 

para que assumam e mantenham sua estrutura secundária quando em misturas com 

cosolventes que mimetizam a membrana (hidrofóbicos), como o trifluoretanol (TFE), que é 

considerado indutor de estrutura secundária. (dos Santos Cabrera et al., 2004; Buck, 1998; 

Fioroni et al., 2000; Chuang et al., 1996; Higashijima et al., 1983; Ifrah et al.,2005) 

Podemos classificá-los em dois grandes grupos, peptídeos em hélice-  e folha- .

Uma das maiores e mais estudada classe de peptídeos antimicrobianos é aquela formada 

pelas hélices-  catiônicas, por exemplo, magainina (Zasloff et al., 1987; Matsuzaki 1998, 

1999), cecropina A (Andreu et al., 1983), temporin (Mangoni et al., 2000), os peptídeos 

estudados neste trabalho, os mastoparanos (Sforça et al., 2004; Park et al., 1995; Kusumoki 

et al., 1998; Chuang et al., 1996), além de muitos peptídeos antimicrobianos sintéticos e 

projetados computacionalmente (Boman, 1995; Mangoni et al., 2000). Estes peptídeos são 

abundantes em fluidos extracelulares de insetos, sapos, e, freqüentemente, apresentam-se 

estendidos ou desestruturados em solução aquosa e passam a assumir a conformação 

helicoidal quando interagem com solventes hidrofóbicos ou superfícies lipídicas, como 

visto na seção 1.1. 

A helicidade destes peptídeos é essencial para que haja interação com a membrana 

zwiteriônica (eucariótica) e menos necessária na interação com membranas aniônica 

(procarióticas), portanto, trocas de aminoácidos podem quebrar a estrutura helicoidal 

causando pequena diminuição na atividade antimicrobiana e considerável diminuição da 

ação hemolítica (Zhao, 2003; Zhang et al., 1999; Dathe et al., 1999). Como exemplo 

podemos citar um trabalho com o peptídeo pardaxin que é estruturado em hélice-

anfipática e apresenta atividade lítica em células microbianas e de mamíferos. Quando tem 

alguns de seus resíduos trocados por D-aminoácidos, assume uma conformação em folha-

perdendo a atividade hemolítica, mas mantendo a atividade antimicrobiana (Oren et al., 

1999b; Pouny et al.,1992).  

Chen e colaboradores (1988) propuseram substituições em dois resíduos 

consecutivos na magainina, trocando-os por D-aminoácidos. Estas modificações causaram 

a desestruturação da conformação helicoidal e a perda da atividade hemolítica. Em outro 

trabalho com a magainina os resíduos de glicina foram substituídos por alanina (Ala), 

melhorando drasticamente a atividade hemolítica e antimicrobiana (Chen et al.,1990).
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Exclusão dos resíduos de glicina (Gly) e substituições com leucina (Leu) no N-

terminal da hélice da melitina garantem um aumento na atividade hemolítica e 

antimicrobiana (Blondelle and Houghten, 1991a; Blondelle et al., 1991b). Entretanto, os 

trabalhos mais recentes com peptídeos pequenos (de 10 a 20 aminoácidos) afirmam a 

necessidade de ampliar os estudos com modificações nos resíduos, já que a helicidade 

condiciona, de modo significante, a atividade hemolítica destes peptídeos (Oh et al., 1999). 

 Os peptídeos em folha-  representam um grupo de peptídeos que são altamente 

diversos na composição primária, e apresentam composição anfipática, com distintas 

superfícies hidrofóbicas e hidrofílicas. Ao contrário dos peptídeos helicoidais lineares, os 

peptídeos em conformação  são cíclicos, como é o caso do Tachyplesin I (Matsuzaki, 

1999a), protegrins (Harwig et al., 1995) e -defensin-2 (Hancock, 2001). A maioria destes 

peptídeos apresenta conformação em folha-  em solução aquosa que é adicionalmente 

estabilizada através das interações com a superfície lipídica, e, além disso, pouco se sabe 

sobre os mecanismos de ação desta classe de peptídeos (Zhao, 2003). 

 Zhang e colaboradores (2001), realizaram experimentos com peptídeos 

antimicrobianos catiônicos com diferentes conformações interagindo com modelos de 

membrana de composições de fosfolipídios distintas. Nestes estudos exploraram várias 

conformações catiônicas para estes peptídeos, dentre estas, hélices- , folhas- ,

conformações estendidas e modificações cíclicas. Todos os peptídeos, independente da 

conformação, foram testados interagindo com bicamadas aniônicas e zwiteriônicas. Os 

peptídeos em hélice-  e cadeias estendidas produzem vazamentos em bicamadas 

zwiteriônicas e aniônicas, entretanto, por serem catiônicos, interagem mais fortemente com 

as bicamadas aniônicas. Diferentemente, um peptídeo em folha-  induz uma rápida 

translocação do fosfolipídio aniônico, ou seja, movimenta o lipídio da face externa para a 

outra face da membrana (movimento “flip-flop”), sem produzir vazamentos comparáveis 

aos provocados por peptídeos em hélice- .

 Outras conformações que se aproximam das estruturas em  e  também são 

encontradas. van’t Hof e colaboradores (2001) classificam os peptídeos antimicrobianos em 

mais duas categorias além de hélice-  e folha- ; composição não usual e peptídeos em 

forma de voltas (“loops”) ou aleatórios. 



6

 Peptídeos em composição não usual são aqueles que apresentam uma seqüência rica 

em um ou mais aminoácidos específicos. Como o peptídeo histatina, encontrado na saliva 

humana, que é composto basicamente de histidina (His) (Brewer et al., 1998; Tsai and 

Bobek, 1998; Helmerhorst et al.,1999). Este peptídeo transloca-se pela membrana de 

fermento, apresentando um mecanismo antifúngico não usual (Helmerhorst et al., 1999a). 

Outro exemplo deste grupo de peptídeos é indolicidina (Selsted et al., 1992), rico em 

triptofano (Trp), adota uma conformação torcida e pemeabiliza a membrana exterior da E. 

coli formando canais. (Ladokhin et al., 1999; Subbalakshmi and Sitaram, 1998). 

 No grupo de peptídeos aleatórios podemos destacar outros peptídeos 

antimicrobianos rico em prolina (Pro) e arginina (Arg), que não podem formar estrutura 

anfipática devido à alta concentração de prolina, além disso, tem sido proposto que a 

poliprolina forme uma estrutura helicoidal do tipo II (Boman et al., 1993; Cabiaux et al., 

1994). 

1.2.2 Carga (Q) 

Muitos dos peptídeos antimicrobianos possuem carga líquida positiva, que vai de +2 

a +9, e podem conter domínios altamente catiônicos. Esta característica é sem dúvida 

importante para a atração eletrostática inicial dos peptídeos antimicrobianos com a 

membrana fosfolipídica das bactérias e dos microorganismos carregada negativamente, e 

para que haja o processo de seletividade entre os alvos microbianos ou células de 

mamíferos.  

As membranas bacterianas são ricas em ácidos fosfolipídicos (PS (fosfatidilserina), 

PG e CL (cardiolipina)), por isso são carregadas negativamente. Adicionalmente LPS e 

ácidos teicoico ou teicuronico de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, adicionam, 

em parte, carga negativa à superfície destes respectivos organismos. Como o potencial 

elétrico negativo é 50% maior em procariontes do que em células de mamíferos, é possível 

concentrar os peptídeos carregados positivamente em superfícies microbianas (Yeaman et 

al., 2003). Baseado nestas considerações, pode-se concluir que há uma forte correlação 

entre atividade antimicrobiana e cationicidade do peptídeo (Bessalle et al., 1992; Matsuzaki 

et al., 1996a; Dathe et al., 1997; Dathe et al., 1999).  
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Dentro de uma certa taxa, o aumento da cationicidade do peptídeo está geralmente 

associada com o aumento do potencial antimicrobiano. Estudos com análogos da 

magainina, peptídeo isolado da pele do sapo africano Xenopus laevis, no qual outros 

parâmetros como hidrofobicidade e heliticidade são mantidos constantes, têm mostrado que 

o aumento de carga +3 para +5 resulta num aumento da atividade antibacteriana (Dathe et 

al., 2001). Por outro lado, peptídeos helicoidais não catiônicos, ou seja, hidrofóbicos e/ou 

suavemente aniônicos como a alameticina, apresentam preferência por células de 

mamíferos e tem atividade hemolítica considerável e baixa atividade antimicrobiana 

(Duclohier and Wroblewski, 2001; Kikukawa and Araiso, 2002).  

1.2.3 Hidrofobicidade (H)

A hidrofobicidade de um peptídeo é definida como a média de valores numéricos da 

hidrofobicidade por resíduo conforme a tabela 1.1 (Eisenberg et al., 1984b) e é uma medida 

da habilidade de um peptídeo mover-se de uma fase aquosa para uma fase hidrofóbica 

(Zhao, 2003). Este parâmetro mede o grau de afinidade do peptídeo com as cadeias 

lipídicas dos modelos de membranas por isso é um fator essencial para as interações entre 

os peptídeos e as membranas (Yeaman et al., 2003).  

Aminoácidos Hidrofobicidade (H) 

Arg -2,53 

Lys -1,5 

Asp -0,9 

Glu -0,85 

Asn -0,78 

Gln -0,74 

His -0,40 

Ser -0,18 

Thr -0,05 

Pro 0,12 

Tyr 0,26 

Cys 0,29 

Gly 0,48 
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Ala 0,62 

Met 0,64 

Trp 0,81 

Leu 1,06 

Val 1,08 

Phe 1,19 

Ile 1,38 

Muitos estudos mostram que o aumento da hidrofobicidade está associado com o 

aumento da permeabilização de bicamadas zwiteriônicas, ou seja, aumento na atividade 

hemolítica (Zhao, 2003; Javadpour et al., 1996; Yeaman et al., 2003). Wieprecht e 

colaboradores (1997c) testaram peptídeos análogos da magainina e confirmaram que a 

interação com membranas neutras foi favorecida pelo aumento da hidrofobicidade, mas a 

atividade antimicrobiana foi pouco diminuída. Estudos com a histatina também 

confirmaram que a atividade hemolítica está fortemente correlacionada com a 

hidrofobicidade, e que não há uma relação clara de que o aumento da hidrofobicidade exija 

uma diminuição de carga do peptídeo e vice-versa (Helmerhorst et al.,1999b). 

Estes estudos mostraram que como a atividade antimicrobiana foi pouco afetada, a 

hidrofobicidade seria um parâmetro secundário para avaliar as interações dos peptídeos 

com a membrana aniônica (Kwon et al.,1998; Kiyota er al., 1996; Wieprecht et al., 1997c). 

1.2.4 Momento Hidrofóbico( H):

O momento hidrofóbico pode ser calculado como o vetor soma das hidrofobicidades 

de cada resíduo de aminoácidos perpendicular ao eixo da hélice, baseando-se em uma 

hélice-  ideal onde o ângulo entre as cadeias laterais dos resíduos no eixo da hélice é 

aproximadamente 100  (figura 1.1). A magnitude de H mede a anfipaticidade dos 

peptídeos. Devido as características das funções propostas (Eisenberg et al., 1984b) para a 

equação do momento hidrofóbico, o valor de H é maior quando os resíduos com 

Tabela 1.1: Hidrofobicidade por resíduos de aminoácidos. Em azul 

estão os resíduos carregados positivamente, em vermelho os 

resíduos carregados negativamente, em verde os resíduos polares e 

em preto os hidrofóbicos (Eisenberg et al., 1984b). 
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hidrofobicidade compatível estiverem concentrados em uma mesma região. Em muitos 

estudos é usado o momento hidrofóbico médio por resíduo (Eisenberg et al., 1984b; Dathe 

et al., 1999) 

Eisenberg e colaboradores (1984b) propuseram uma equação para o momento 

hidrofóbico ( H) dada por: 

N

nHnsenH
N

n

n

N

n

n

H

2/12

1

2

1

cos

                            (1.1) 

onde Hn é a hidrofobicidade do resíduo n, é o ângulo entre as cadeias laterais dos resíduos 

vizinhos relativo ao eixo da hélice e N é o número de resíduos que compõem o peptídeo 

(Eisenberg et al., 1984a). A dependência do momento hidrofóbico por resíduo com a 

hidrofobicidade média por resíduo, pode ser usada na predição da atividade de peptídeos 

helicoidais em membranas (Dathe et al., 1999).  

Wieprecht e colaboradores (1997a) sugerem que o aumento no momento 

hidrofóbico influencia muito mais na atividade destes peptídeos com modelos de membrana 

neutra do que com bicamadas carregadas negativamente. Um exemplo disso é observado 

100

..C 1

C 2

100

..C 1

C 2

Figura 1.1: Hélice- ideal do peptídeo KLAL 

com 16 resíduos de aminoácidos. Observa-se o 

ângulo =100  entre os resíduos 1 e 2 deste 

peptídeo com o eixo da hélice.
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com peptídeos análogos da magainina 2 que apresentam o H maior gerando uma eficiência 

maior na permeabilização das bicamadas de fosfatidilcolina (PC), além de apresentar 

atividade antimicrobiana pouco afetada (Wieprecht et al., 1997a; Dathe et al., 1997). Por 

outro lado, a redução gradual do momento hidrofóbico da melitina através da substituição 

por lisina no N-terminal hidrofóbico da hélice conduz a uma redução considerável na 

atividade antimicrobiana e hemolítica deste peptídeo (Pérez-Payá et al., 1995). Estudos com 

um fragmento do C-terminal altamente polar da melitina mostram que pequenas 

modificações na seqüência relacionadas com o aumento de H causam um aumento 

considerável na atividade antimicrobiana comparado com a variação na atividade 

hemolítica, isto sugere um direcionamento para a criação (“design”) de peptídeos curtos 

com atividade antimicrobiana seletiva (Zhao, 2003; Subbalakshmi et al., 1999). 

1.2.5 Anfipaticidade (A):

Praticamente todos os peptídeos antimicrobianos quando interagem com a 

membrana alvo, formam estruturas anfipáticas, ou seja, mantêm os resíduos polares e 

carregados em regiões separadas dos resíduos hidrofóbicos. Esta estruturação é possível 

porque a maioria dos peptídeos antimicrobianos tem um total de +4 a +6 cargas, e de 40 a 

60% dos resíduos são hidrofóbicos, esta taxa é consistente pra que se encontre estruturas 

anfipáticas (Tossi et al., 2000). É possível encontrar nas proteínas estruturas anfipáticas, 

mas sem dúvida uma das mais simples, abundante e também mais elegante é a hélice 

anfipática (Cornut et al., 1993). 

 A hélice-  anfipática tem periodicidade de três a quatro resíduos e é ideal para 

interagir com membranas anfipáticas. A helicidade anfipática contribui com a atividade dos 

peptídeos ao interagirem com a membrana carregada negativamente, e permite um efeito 

mais pronunciado em peptídeos hemolíticos, ou seja, interagentes com membrana 

zwiteriônica ou neutra (Dathe and Wieprecht, 1999). O tamanho relativamente pequeno de 

uma hélice-  anfipática e a facilidade de reproduzir esses peptídeos sinteticamente, 

favorecem estes estudos, gerando um aumento considerável nos dados que correlacionam 

atividade e estrutura. (Yeaman et al., 2003). 
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 Tossi e colaboradores (2000) constataram que a atividade antimicrobiana é pouco 

afetada pelas variações na anfipatidade, isso pôde ser visto na seção 1.2.4, pois o grau de 

anfipaticidade é medido pela magnitude do momento hidrofóbico. Estudos com o peptídeo 

catiônico e anfipático KLAL e análogos, com modificações nos resíduos 9 e 10 por troca de 

L por D-aminoácidos, confirmaram que a hélice anfipática é essencial para a ação destes 

peptídeos em membranas zwiteriônicas e menos importante para a permeabilização de 

membranas aniônicas (Dathe et al.,1996). 

 Embora estes resultados mostrem a importância da hélice anfipática para o efeito 

biológico destes peptídeos, uma correlação quantitativa na estrutura helicoidal que 

relacione efetivamente a atividade destes peptídeos na membrana raramente é demonstrada. 

A razão disso é que modificações na estrutura helicoidal do peptídeo, através de 

substituições de resíduos de aminoácidos, envolvem além de mudanças nas características 

das cadeias laterais (carga, hidrofobicidade, área acessível ao solvente) podem afetar outras 

propriedades do peptídeo como momento hidrofóbico, conseqüentemente a anfipáticidade, 

e tamanho do ângulo polar/hidrofóbico. (Dathe and Wieprecht, 1999) 

1.2.7 Ângulo Polar ( p) e Ângulo Hidrofóbico ( h)

Estes ângulos são definidos pelas faces polares e hidrofóbicas das estruturas 

anfipáticas dos peptídeos, e modulam a maneira na qual estes peptídeos se ligam à 

membrana (Dathe and Wieprecht, 1999). Este parâmetro é considerado de extrema 

importância para o entendimento das interações entre peptídeos e membranas, pois 

enfatizam as diferenças entre ligação e permeabilização. Peptídeos com ângulos 

hidrofílicos (ou polares) pequenos e altas médias de hidrofobicidade tendem a formar poros 

trasmembranares, portanto permeabilizando a membrana, enquanto que peptídeos que tem 

as faces hidrofóbicas e hidrofílicas equivalentes orientam-se paralelamente ao ligar-se a 

membrana (Zhao, 2003). 

Foram propostos análogos da magainina com diferentes ângulos polares, mas com 

alteração estrutural minimizada, e constatou-se que a ligação com membranas aniônicas é 

favorecida pelo aumento de p, enquanto que a permeabilização é maior quanto menor for 

p (Wieprecht et al., 1997b). Outros trabalhos confirmam estes dados, como é o caso de 
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dois peptídeos que diferem apenas nos valores dos ângulos polares, têm p = 180  e p = 

100 , e foram testados para interagirem com a bicamada carregada negativamente. Com 

relação à ligação inicial com a bicamada aniônica, o peptídeo com p maior é suavemente 

mais eficiente do que o outro, porém o peptídeo com p = 100  é mais efetivo na 

permeabilização da mesma bicamada (Uematsu and Matsuzaki, 2000). 

1.2.7 Terminal Amidado 

 Dentro do vasto grupo de peptídeos antimicrobianos extraídos de invertebrados, 

peixes, anfíbios e mamíferos, destaca-se a importância da amidação do C-terminal. Isto 

ocorre através de um processo enzimático que envolve a clivagem (descarboxilação 

oxidativa) de um resíduo de glicina (Gly) adicional no C-terminal (Bradbury and Smyth, 

1991). Em geral os peptídeos amidados apresentam atividade hemolítica muitas vezes 

maior do que os que apresentam o C-terminal sem o grupo amida. No caso dos 

invertebrados, o Ceratitis capitata, secreta um grupo de peptídeos antimicrobianos para a 

proteção de seus ovos, estes peptídeos têm de 29-32 resíduos em -hélice e não são 

amidados, matam bactérias Gram-positiva e Gram-negativa, e tem moderada ação 

hemolítica (Ragona et al., 1996). Enquanto a Melitina, tem 26 resíduos estruturados em 

duas hélices com C-terminal amidado, apresentam ação antimicrobiana e alta atividade 

hemolítica (Kreil, 1973; Degrado et al., 1982).

Os dos peptídeos extraídos de peixes que, em sua maioria, são estruturados em 

hélice-  anfipática, não amidados (Cole et al., 1997), são 10 vezes menos hemolíticos se 

Figura 1.2: Hélice- anfipática do peptídeo 

KLAL com 16 resíduos de aminoácidos. Esta 

estrutura helicoidal está projetada no plano 

normal ao eixo da hélice.  Os 4 resíduos 

carregados de lisina, por se concentrarem na 

mesma região do plano, formam o ângulo polar p

mostrado na figura. O complementar deste ângulo 

corresponde ao ângulo hidrofóbico h.
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comparados à melitina, mesmo tendo aspectos estruturais semelhantes, exceto a 

cationicidade, que é mais baixa para os peptídeos antimicrobianos de peixes. (Tossi et al., 

2000). Os peptídeos antimicrobianos extraídos de sapos têm em sua maioria o terminal não 

amidado e baixa ação hemolítica, como é o caso do Brevenina-2 e o esculetina. 

Contrapondo-se a este exemplo, têm-se estudado os peptídeos dermasepitinas, que são os 

únicos extraídos de sapo que apresentam o C-terminal amidado e uma ação notável no 

vazamento de eritrócitos, ou seja, acentuada atividade hemolítica. (Tossi et al.,2000; Mor et 

al.,1991; Pouny et al.,1992). 

1.3 Peptídeos Antimicrobianos Extraídos do Veneno de Vespas. 

 Na classe dos insetos uma das maiores e mais perigosa das ordens é a Hymenoptera,

composta por 200.000 espécies de abelhas, vespas e formigas, que são muitas vezes nocivas 

à vida humana (Vetter and Wisscher, 1998). Os venenos das ferroadas destes insetos 

contêm numerosas substâncias biologicamente ativas, que são identificadas como aminas 

(histamina, serotonina, dopamina, e norepinefrina), enzimas (fosfolipase, hialuromidase, 

histidina decarboxilase), e polipeptídeos como melitina, apamina além de peptídeos 

degranuladores de mastócitos (Argiolas and Pisano, 1983).  

 Os himenópteros usam seu veneno de diferentes maneiras e por isso podem ser 

classificados como sociais ou solitários. Himenópteros sociais incluem abelhas, vespas e 

formigas, enquanto que os solitários são as vespas solitárias e vespas parasitas 

(extremamente benéfica à agricultura como agentes de controle biológico de insetos 

causadores de pestes agrícolas) (Vetter and Visscher, 1998; Sforça et al., 2004). O veneno 

de himenópteros sociais é usado para defesa própria e de suas larvas, contra o ataque de 

predadores e invasores. A ferroada destes insetos produz dores severas, danos locais, 

podendo levar à morte. As vespas solitárias usam seu veneno para capturar suas presas, 

injetando-o em aranhas e insetos que, ficando paralisados, servem de alimento para suas 

larvas. Com esta finalidade, os venenos de vespa solitária contem uma variedade de 

neurotoxinas (Lorenzi, 2002). 

 Diversos peptídeos bioativos foram isolados de veneno de vespas. Tais peptídeos 

são classificados em famílias, segundo suas atividades biológicas e estruturas moleculares, 
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como por exemplo, a dos mastoparanos e das cininas de vespas (Nakajima et al., 1985; 

Dohtsu et al., 1993).  

  Os mastoparanos são peptídeos catiônicos, biologicamente ativos, formados de 10 a 

14 resíduos de aminoácidos, ricos em aminoácidos hidrofóbicos e básicos, têm o C-terminal 

amidado e apresentam conformação anfipática. Alguns deles têm suas seqüências 

apresentadas nas tabelas 1.2 e 1.3 (páginas 26 e 27). Estes peptídeos possuem uma 

variedade de atividades biológicas como a ativação da fosfolipase A2 (Hirai et al., 1980; 

Argiolas and Pisano, 1983) e fosfolipase C (Cho et al., 1995; Argiolas and Pisano, 1983; 

Okano  et al., 1985); liberam histamina através da degranulação de mastócitos (Konno et 

al., 2000; Argiolas and Pisano, 1983; Hirai et al., 1979a,b; Hirai et al., 1980; ligam-se na 

calmodulina (Linse et al., 1986; McDowell et al., 1985; Malencik and Anderson, 1983); 

apresentam atividades hemolítica e antimicrobiana, através de interações com 

biomembranas (Katsu et al., 1989; Nakajima, 1984; dos Santos Cabrera et al., 2004; 

Wakamatsu et al., 1992), e aumentam a atividade da GTP (regulador da proteína G), 

atuando como um receptor acoplado a essa proteína (Higashijima et al., 1988; Klinker et 

al., 1994; Sukumar and Higashijima, 1992; Wakamatsu et al.,1992; Weingarten et al., 

1990).    

 Em geral, estas atividades biológicas estão associadas à forma de interação com as 

biomembranas provocando aumento da permeabilidade das mesmas, através da liberação 

de fosfolipídios (Katsu et al., 1990; Park et al., 1995; Whiles et al., 2001). Na presença da 

membrana, estes peptídeos assumem a conformação em hélice-  anfipática (Higashijima et 

al., 1983; Wakamatsu et al., 1992; Kusunoki et al., 1998; McDowell et al., 1985). Esta 

conformação é ideal para que ocorra interação entre os grupos catiônicos destes peptídeos e 

os grupos carregados dos fosfolipídios, e favorecem a inserção dos mesmos na face 

hidrofóbica da bicamada (ver seção 1.1). Além disso, por serem muito pequenos para 

atravessar as membranas como hélices anfipáticas, os mastoparanos associam-se podendo 

formar poros temporários aumentando a permeabilização das bicamadas lipídicas 

(Arbuzova and Schwarz, 1999; Nakajima et al., 1985).  

 Katsu e colaboradores (1990) associaram o mecanismo de ação dos mastoparanos 

(neste caso o MP) com a melitina, devido às semelhanças nas conformações assumidas na 

presença das bicamadas lipídicas e por ambos estimularem a liberação de fosfolipídios 
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através da ruptura da estrutura membranar. Esta associação é feita mesmo concluindo que o 

MP apresenta preferências por alvos aniônicos e a melitina interage com os fosfolipídios 

sem apresentar seletividade. 

 Ao ligar-se à membrana o MP-X aumenta a permeabilidade da célula conduzindo a 

um desequilíbrio dos eletrólitos e à morte da mesma. Isso pode ocorrer através de dois 

mecanismos: estreitamento da membrana devido seu rearranjo, no qual ocorre o 

desempacotamento local dos lipídios devido a presença do peptídeo; e formação de poros 

temporários (Whiles et al., 2001; Matsuzaki et al., 1996b). No trabalho de Whiles e 

colaboradores (2001), foi usada técnica de RMN para analisar as orientações e estruturas 

adotadas pelo MP-X nas interações com as bicamadas. Constataram que o MP-X apresenta 

os mecanismos de ação acima, sendo totalmente dependente do tipo de composição da 

bicamada, mas em ambos os casos a estrutura helicoidal anfipática é observada. Em 

bicamadas zwiteriônicas, o eixo da hélice tangencia a superfície da membrana, o que parece 

consistente com o terceiro mecanismo citado na seção 1.1 para a atividade lítica do 

peptídeo. Em bicamadas aniônicas, por outro lado, o eixo da hélice é paralelo ao vetor 

normal ao plano da superfície membranar.  

 Matsuzaki e colaboradores (1996b), mostraram que a formação do poro pelo MP-X 

está acoplada a translocação destes peptídeos para a “folha” interna da membrana, além 

disso, este peptídeo ativa um rápido deslocamento dos lipídios da camada externa para a 

interna (movimento “flip-flop”) tanto nas bicamadas aniônicas quanto nas zwiteriônicas. 

Este mecanismo de ação parece ser padrão para alguns peptídeos antimicrobianos, este 

fenômeno é observado para a magainina 2 (Matsuzaki et al., 1995a,b,c) e melitina (Fattal et 

al., 1994) 

 Em trabalhos de análise conformacional com os peptídeos EMP-AF, MP e MP-B, 

também se verificam que a estrutura helicoidal anfipática é adotada quando estes peptídeos 

estão em contanto com a bicamada lipídica (dos Santos Cabrera et al., 2004; Higashijima et 

al., 1983; Park et al., 1995). dos Santos Cabrera e colaboradores (2004) sugerem que o 

mecanismo de ação do peptídeo EMP-AF envolva um limiar na acumulação destes na 

superfície da membrana, além de constatar que os outros peptídeos análogos ao EMP-AF 

de Anterhynchium flavomarginatum micado (EMP-AF1, 2 e 3) são menos eficientes e 

apresentam baixo teor de conformação helicoidal.  
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1.3.1 Características Conformacionais e Seqüenciais. 

 A necessidade de compreender as atividades biológicas e os mecanismos de ação 

destes peptídeos, abriu um vasto campo para pesquisas de análise conformacional para as 

condições de formação e estabilidade de estruturas secundárias em peptídeos. 

 Os primeiros trabalhos de análise estrutural destes peptídeos já mostravam que os 

mastoparanos apresentam conformações não conhecidas (ou estrutura aleatória) em solução 

aquosa e assumem uma configuração ordenada em solução com o metanol e na presença da 

lisofosfatidil colina (Higashijima et al., 1983). Em 1983, Wakamatsu e colaboradores 

através de estudos de RMN sugeriram que esta estrutura ordenada tratava-se de uma hélice-

 anfipática quando ligada à bicamada fosfolipídica na membrana celular. Vários trabalhos 

confirmaram a afinidade e conformação helicoidal anfipática dos mastoparanos em 

ambiente membranar (Higashijima et al., 1983; Wakamatsu et al., 1983, 1992; Katsu et al., 

1990; Park et al., 1995; Chuang et al., 1996; Kusunoki et al., 1998; Hellmann and Schwarz, 

1998; Whiles et al., 2001; dos Santos Cabrera et al., 2004; Sforça et al., 2004; Ifrah et al., 

2005). 

 Os mastoparanos apresentam este caráter anfipático devido à distribuição dos 

resíduos hidrofóbicos e hidrofílicos (ver tabelas 1.2 e 1.3). São compostos em sua maioria 

por resíduos carregados positivamente, tornando a face hidrofílica da hélice-  totalmente 

catiônica. Nas figuras 1.3 e 1.4 são exibidos os mastoparanos MP e MP-X em suas 

estruturas secundárias, resolvidas por RMN, na presença da membrana (MP) e ligado a 

proteína G (MP-X). As cadeias helicoidais estão projetadas no plano cujo vetor normal é o 

eixo da hélice.  
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 Outro co-solvente muito usado na predição das estruturas secundárias dos 

mastoparanos é o trifluoretanol (TFE), que é considerado indutor e estabilizador de destas 

estruturas devido a dois fatores principais: mimetiza a membrana lipídica devido a 

capacidade de formar aglomerados (“clusters”) em solução aquosa proporcionando 

ambientes hidrofóbicos e hidrofílicos; na presença do peptídeo as moléculas de TFE se 

organizam de modo a proporcionar uma solvatação ideal para os grupos hidrofóbicos e 

hidrofílicos, ou seja, os três átomos de flúor estão ligados no mesmo carbono, 

proporcionando um ambiente hidrofóbico enquanto que o outro átomo de carbono tem 

ligado a ele um grupo OH (ver figura 1.5), este por sua vez, é responsável pela formação de 

pontes de hidrogênio com os grupos hidrofílicos de peptídeo ou com as moléculas de água 

(Buck, 1998).  

Lys 11 

Lys 12 

Figura 1.4 – Estrutura secundária do MP-X (extraído 

vespa social), ligado a proteína G (código no PDB: 

1a13). Trata-se da primeira estrutura das 14 

depositadas (Kusunoki et al., 1998).

Figura 1.3 – Estrutura secundária do MP (extraído de 

vespa social) ligada à membrana lipídica (código no 

PDB: 1d7n). Trata-se da primeira estrutura das 10 

depositadas (Hori et al., 2001).

Lys 11 Lys 12 

N-Terminal 

Lys 4 

Asn 2 

Lys 4 
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 McDowell e colaboradores (1985) realizaram estudos de CD e verificaram que os 

mastoparanos MP, MP-X e MP-Polistes apresentaram percentuais de 55, 56 e 72% 

respectivamente, de conformações helicoidais em misturas de água com 70% de TFE (v:v). 

Para o MP-B, Chuang e colaboradores (1996) mostraram, também por dados de CD, que o 

percentual helicoidal varia de 50 a 60% em solução aquosa com volume de TFE variando 

30 a 60% (v:v). Em outro trabalho com este mesmo peptídeo (MP-B), estes percentuais de 

hélice-  se confirmaram, porém o percentual de TFE usado foi apenas 20% (Ho et al., 

1998).  

 O EMP-AF apresenta de 54 a 62% de conformação helicoidal, enquanto que o 

EMP-AF1 tem de 22 a 29%, ambos em solução aquosa com 40% de TFE (dos Santos 

Cabrera et al., 2004; Sforça et al., 2004). 

 O Anoplin e alguns análogos mais hidrofóbicos foram submetidos a testes de CD, e 

constataram que estes peptídeos apresentavam um percentual de 55 a 77% de conformação 

helicoidal em solução com 50% de TFE (Ifrah et al., 2005).  

 Nas figuras 1.6 e 1.7 estão mostradas as estruturas dos peptídeos EMP-AF e 

Anoplin, respectivamente. Estas estruturas foram resolvidas por RMN e concordam com 

dados de CD em misturas de água e 40% de TFE. É possível observar que estas estruturas 

helicoidais são anfipáticas e tem os primeiros resíduos em conformação aleatória. Nas 

figuras as hélices foram projetadas no plano cujo vetor normal é seu próprio eixo (Sforça et 

al.,2004; Apêndice A). 

Figura 1.5: Representação das ligações de hidrogênio formadas pelas moléculas de TFE, em agrupamentos 

“clusters” formados em misturas com água (Fioroni et al., 2000).
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 A estrutura do mastoparano-B (MP-B) também foi resolvida por RMN, em misturas 

de água e TFE (40:60; v:v), e o resultado indica a presença de um hélice-  anfipática entre 

os resíduos 3 a 14, com os resíduos hidrofílicos Lys 4, Ser 5, Ser 8, Lys 11 e Lys 12 

localizados de um lado e os resíduos hidrofóbicos Leu 3, Ile 6, Trp 8, Ala 10, Val 13 e Leu 

14 do outro lado da hélice (Chuang et al., 1996). 

 Os peptídeos EMP-AF1, 2 e 3, são análogos ao EMP-AF, e foram isolados do 

mesmo veneno de vespa Anterhynchium flavomarginatum micado. Eles foram obtidos pela 

clivagem do N-terminal, ou até mesmo clivando o grupo amida do C-terminal, pela ação de 

enzimas contidas no veneno em função da elevação da temperatura (Konno et al., 2000). O 

EMP-AF1 possui 14 resíduos de aminoácidos, porém seu C-terminal não contem o grupo 

amida. O EMP-AF2 e 3 possuem 11 resíduos de aminoácidos, mas somente o primeiro 

possui o C-terminal amidado, além disso, possuem baixo teor de estrutura helicoidal, sendo 

respectivamente 14 e 13% em 40 % de TFE, 28 e 6% em ambiente com vesículas de SDS, 

14 e 10% em vesículas aniônicas (PCPG) e de 6 e 4% em membranas zwiteriônicas (PC) 

(dos Santos Cabrera et al., 2004). 

Lys 4

Figura 1.6 – Estrutura secundária do EMP-AF 

(extraído de vespa solitária) em mistura de TFE e água 

30:70 (v:v). Trata-se da primeira estrutura das 27 

resolvidas por RMN (Sforça et al., 2004). 

Lys 8 

Asn 2 Lys 5

Lys 12

Ser 13

Arg 5
Lys 7

Thr 8

Figura 1.7 – Estrutura secundária do Anoplin 

(extraído de vespa solitária) em SDS. Trata-se da 

primeira estrutura das 18 resolvidas por RMN 

(Apêndice A).
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 Sforça e colaboradores (2004) resolveram por RMN a estrutura dos peptídeos EMP-

AF e EMP-AF1 em solução com 40% de TFE (v:v). Nas figuras 1.8 e 1.9 estão mostradas 

as estruturas helicoidais obtidas. Pode-se observar que o teor helicoidal encontrado para o 

EMP-AF1 é menor do que para o EMP-AF, isto ocorre devido a ausência do grupo amida 

no peptídeo da figura 1.18.  

          

 Estes resultados podem ser confrontados com dados de CD, que apresentam 54% de 

percentual helicoidal para o EMP-AF e 22% para o  

EMP-AF1 ambos em solução com 40% de TFE (v:v) (dos Santos Cabrera et al., 2004).  

 Mastoparano-S (MP-S) é um peptídeo análogo sintético que apresenta na posição 10 

um aminoisobutirico (Aib), aminoácido sintético, e tem uma estrutura helicoidal quebrada 

por uma dobra ao redor do resíduo nove. Quando ligado à proteína G, esta dobra cria um 

contato maior entre o N e C-terminal do peptídeo com a proteína, favorecendo a exposição 

dos resíduos catiônicos e o empacotamento dos resíduos hidrofóbicos. O MP-S quando 

NH2

Figura 1.9: Estrutura em hélice-  anfipática 

resolvida por RMN para o EMP-AF em 

solução com TFE. A presença do grupo 

amida (NH2) estabiliza a conformação 

helicoidal dos resíduos do C-terminal.

Figura 1.8: Estrutura helicoidal anfipática 

resolvida por RMN para o EMP-AF1 em 

solução com TFE. A ausência do grupo 

amida (NH2) desestabiliza a conformação 

helicoidal dos resíduos do C-terminal.

COOH
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ligado em vesículas de DPPC assume uma hélice-  anfipática, devido a facilidade desta 

estrutura se acomodar na interface água-lipídio (Sukumar et al., 1997). 

 Dados preliminares de CD com HR1, Eumenitin e Decoralin, mostraram que estes 

peptídeos também apresentam caráter helicoidal anfipático em ambiente apropriado, como 

em solução com TFE ou na presença da membrana (dos Santos Cabrera, 2006). 

 Vários análogos do mastoparano (MP) têm sido sintetizados, como por exemplo, os 

peptídeos MP-7 e MP-8, que têm suas lisinas da posição 12 substituída por Ala e Arg, 

respectivamente e a Ile 13 substituída por uma Leu nos dois casos (ver tabela 1.2). Estes 

peptídeos apresentam 69 e 79% de conformação helicoidal, respectivamente, em membrana 

zwiteriônicas (PC), sendo que o MP apresenta 61% nas mesmas condições. Logo, as 

mudanças nos resíduos foram favoráveis para a formação da hélice anfipática (Higashijima 

et al., 1990). Outro análogo sintético é o MP-17 que tem a leucina da 6ª posição substituída 

por uma lisina. Esta modificação provoca uma quebra na seqüência dos resíduos 

hidrofóbicos concentrados entre os resíduos 4 e 11, provocando uma queda no percentual 

helicoidal (31%) deste peptídeo em membranas zwiteriônicas.  

1.3.2 Atividades Antimicrobiana e Hemolítica X Aspectos Estruturais 

 A atividade antimicrobiana destes peptídeos não é especifica, ou seja, não é mediada 

por receptores específicos, estando correlacionada às suas características estruturais. 

Fundamentalmente estas interações ocorrem devido ao arranjo estrutural anfipático 

assumido por estes peptídeos na presença da membrana aniônica (bacteriana). Os 

mastoparanos apresentam forte atividade hemolítica. Muitas vezes esta hemólise atua por 

sinergismo com a proteína do veneno de vespa, garantindo a estes venenos efeito letal (Ho 

and Hwang, 1991). Nas interações com membranas aniônicas e zwiteriônicas, os fatores 

estruturais são imprescindíveis, pois devido às variações que os mastoparanos apresentam 

em sua cationicidade, hidrofobicidade, momento hidrofóbico, variações no ângulo polar da 

cadeia e até mesmo na amidação do C-terminal, ocorrem mudanças no espectro de 

atividades. 

 A atividade hemolítica dos mastoparanos Protopolybia-MP-I, II e III, foram testada 

e comparadas com o MP. Constaram que a Protopolybia-MP-I apresenta 40% de hemólise 
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em eritrócitos de ratos, enquanto que o MP apresenta capacidade hemolítica um pouco mais 

pronunciada. Os Protopolybia-MP-II e III não são hemolíticos, ou seja, não causam 

nenhuma perturbação em membranas zwiteriônicas (Mendes et al., 2005). É importante 

enfatizar que os peptídeos Protopolybia-MP-I e III apresentam 64% de similaridade 

seqüencial, a menos da presença de um resíduo carregado negativamente (Ácido Aspártico 

–Asp), que torna a Protopolybia-MP-III com carga líquida +2 e não +4 como o 

Protopolybia-MP-I. O mastoparano Protopolybia-MP-II também apresenta carga líquida de 

+2, devido a ausência de um resíduo de Lys na posição 8 que é substituído por um resíduo 

de Glu. Este exemplo comprova a correlação existente entre o número de cargas positivas e 

atividades destes peptídeos (seção 1.2.2). 

 Outro fator muito influente no espectro de atividade dos mastoparanos é o momento 

hidrofóbico e a hidrofobicidade. Por exemplo, Chuang e colaboradores (1996) fizeram uma 

comparação entre o MP-B e o MP-X. Entre este dois peptídeos existem 8 aminoácidos 

diferentes, das quais 6 apresentam diferentes hidrofobicidades. A hidrofobicidade do MP-X 

é maior do que a do MP-B, devido a presença de resíduos polares (serinas) nas posições 5 e 

8 do MP-B, em vez disso o MP-X tem dois resíduos hidrofóbicos (glicina e alanina, 

respectivamente) nas mesmas posições. Estas diferenças também tornam o MP-B mais 

anfipático do que o MP-X, aumentando, assim, o momento hidrofóbico de seu segmento 

helicoidal (Leu 3 a Leu 14). Estes aspectos estruturais contribuem para o que o MP-B seja 

um dos mais perigosos peptídeos encontrado no veneno de vespas por apresentar potente 

atividade hemolítica maior, portanto, do que o MP-X (Ho and Hwang, 1991).  

 O mastoparano MP apresenta forte ação antimicrobiana em células da S. aureaus e 

E. coli. A liberação dos fosfolipídios destas membranas bacterianas indicam que o MP 

permeabiliza as mesmas através da ruptura membranar. Por outro lado, o MP não 

permeabiliza células de eritrócitos e células de mastócitos, ou seja, não tem atividade 

hemolítica (Katsu et al., 1990). 

 Park e colaboradores (1995) realizaram um estudo das atividades antimicrobiana e 

hemolítica do MP-B comparando-as com o MP. O MP-B apresenta forte atividade 

antimicrobiana tal como o MP, mas a diferença está na especificidade antimicrobiana. De 

fato, o MP só é ativo em bactérias gram-positivas, enquanto que o MP-B é ativo em ambas: 

gram-positivas e gram-negativas. Apenas o MP-B interage com membrana celular de 
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eritrócitos apresentando forte atividade hemolítica. Observaram que a estrutura anfipática 

do MP-B tem mais resíduos hidrofílicos na face polar da hélice, tornando o ângulo polar 

deste peptídeo maior quando comparado ao do MP. Este fator estrutural resulta nestas 

alterações das atividades biológicas que ocorrem devido as mudanças no modo de 

interações destes peptídeos com membranas. 

 Dois trabalhos recentes avaliam as atividades antimicrobianas e hemolíticas do 

EMP-AF e análogos (Sforça et al., 2004 e dos Santos Cabrera et al., 2004). dos Santos 

Cabrera e colaboradores (2004) constaram que o EMP-AF apresenta forte atividade 

antimicrobiana enquanto que seus análogos EMP-AF2 e 3 não a tem. O EMP-AF1, apesar 

ter a mesma composição estrutural do EMP-AF, a menos do C-terminal que não é amidado, 

é consideravelmente menos antimicrobiano. A importância do C-terminal amidado na 

atividade antibactericida destes peptídeos já foi observada anteriormente (seção 1.2.7) e é 

rediscutida do ponto de vista estrutural no trabalho de Sforça e colaboradores (2004) (ver 

seção 1.3.1). 

 A reduzida atividade hemolítica destes peptídeos (EMP-AF e análogos) é 

correlacionada com a baixa interação com vesículas neutras, e também com o baixo teor 

helicoidal que estes peptídeos apresentam em contato com bicamadas de PC. O EMP-AF e 

EMPAF1 podem ser considerados pouco hemolíticos, quando comparados com o MP, e os 

EMP-AF2 e 3 são considerados inativos em eritrócitos humanos (dos Santos Cabrera et al., 

2004).  

 O Anoplin apresenta forte atividade antimicrobiana em células da E. coli e S. 

aureus, porém sua atividade hemolítica em eritrócitos humanos é muito baixa. Ifrah e 

colaboradores (2005) propuseram vários análogos do anoplin que apresentavam, um a um, 

um resíduo de alanina substituindo os demais resíduos, percorrendo assim, todas as 

posições deste peptídeo. Os três análogos que apresentavam os resíduos carregados 

positivamente (Lys 4, Arg 5 e Lys 7) trocados por Ala resultaram em melhor eficiência do 

peptídeo na atividade antimicrobiana e apresentaram considerável atividade hemolítica. 

Esta melhora na atividade antimicrobiana e aparecimento de hemólise se deve ao aumento 

significativo da hidrofobicidade destes peptídeos quando comparados com o anoplin. O 

mesmo ocorreu com outros 5 análogos que tiveram o resíduo de Arg da posição 5 trocados 

por diferentes resíduos hidrofóbicos como valina, triptofano, leucina, isoleucina ou 
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fenilalanina. Concluiu-se que o aumento da hidrofobicidade e a diminuição de uma carga 

positiva permitem que estes peptídeos, análogos do anoplin, interajam com membranas 

zwiteriônicas de eritrócitos humanos se tornando hemolíticos (Ifrah et al., 2005). 

1.4 Objetivos 

Discutiu-se, nesta introdução, a importância das estruturas secundárias para a 

atividade biológica dos peptídeos antimicrobianos. Nessa perspectiva, sabe-se que os 

mastoparanos são peptídeos estruturados em hélice-  anfipática tanto na presença da 

membrana como em co-solventes apropriados. As diferenças tanto estruturais como nas 

atividades biológicas podem ser atribuídas, principalmente, ao número e distribuição de 

resíduos carregados (carga), à seqüência e número de aminoácidos (estrutura primária), aos 

ângulos subentendidos pelas regiões polar e apolar (ângulo polar), à hidrofobicidade, 

relacionada aqui à natureza polar ou apolar da vizinhança do peptídeo e ou de seus grupos e 

à amidação ou não do C-terminal. A variação destes fatores causa diferenças nos 

mecanismos de ação e nas atividades biológicas.  

A proposta deste trabalho é analisar e correlacionar alguns destes aspectos à 

atividade biológica, utilizando a simulação por dinâmica molecular. Para isso, 

selecionamos três peptídeos da família dos mastoparanos em meios que mimetizam a 

membrana biológica: 

(1) Eumenine mastoparan-AF (EMP-AF-NH2) e seu análogo sintético sem o C-

terminal amidado (EMP-AF-OH) – com o propósito de entender por que a desamidação 

do C-terminal deixa o peptídeo sem atividade antimicrobiana e hemolítica, que são, por 

outro lado, observadas no peptídeo natural, correlacionando esse comportamento à estrutura 

e as interações que a controlam; 

 (2) Paulista-MP-I – com o duplo objetivo de: (a) propor uma estrutura para o MP-

I, a partir da estrutura conhecida do MP-X, com o qual existe uma identidade de 43% dos 

resíduos, incluindo um triptofano; (b) entender como a carga e sua distribuição podem 

determinar a ausência de atividade hemolítica do peptídeo em comparação com o MP-X 

que é hemolítico, enquanto ambos são antimicrobianos; 
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(3) Anoplin-NH2 e seu análogo sintético Anoplin-OH - com objetivo de 

compreender como a desamidação do C-terminal determina a perda da atividade 

antimicrobiana.  

Neste último caso, diferentemente do EMP-AF, mesmo com a desamidação do C-

terminal o peptídeo mantém um considerável percentual de resíduos em hélice e tem quatro 

resíduos a menos na cadeia, portanto os efeitos podem estar relacionados também ao 

número de resíduos da cadeia.  
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Capítulo 2 – Métodos Teóricos 

 Neste capítulo serão abordados aspectos gerais das técnicas aplicadas nas 

simulações por Dinâmica Molecular. Os átomos, constituintes das moléculas, são 

considerados como partículas pontuais com uma certa massa e carga elétrica. As interações 

entre estas partículas são representadas através de uma função de energia potencial 

empirica, como descrito na seção 2.1. Na seção 2.2 foi brevemente discutida a importância 

da utilização previa de algoritmos de otimização nas simulações computacionais por DM. 

As trajetórias de dinâmicas envolvem a solução das equações de Newton que relacionam as 

forças sobre cada partícula com a segunda derivada da posição das mesmas. Os algoritmos 

para a integração destas equações de movimento e algumas técnicas de simulações por DM 

foram expostas na seção 2.3. Na seção 2.4 expomos as condições e os parâmetros usados 

nas dinâmicas contidas nesta tese. As trajetórias de DM são submetidas a análises que 

fornecem informações a respeito de propriedades mecânicas, interações e comportamento 

dos átomos em determinados ambientes e, algumas destas análises foram detalhadas na 

seção 2.5. 

2.1 Abordagem Clássica e Campo de Forças 

 Para o desenvolvimento de estudos em modelagem molecular, dependendo da 

escolha do sistema, torna-se inviável computacionalmente o tratamento das interações 

através da Mecânica Quântica, por considerar todas as interações entre as partículas 

subatômicas (elétrons e prótons). Como alternativa, a representação das interações 

moleculares, para sistemas de muitas partículas, é feita utilizando funções potenciais 

clássicas, que permitem que o cálculo da energia do sistema seja dependente apenas das 

posições dos núcleos atômicos.  

 Esta abordagem é denominada por alguns autores como Mecânica Molecular 

(Burkert and Allinger, 1982; Rappé e Casewit, 1997), por assumir que os movimentos das 

partículas que compõem o sistema podem ser tratados segundo as leis que regem a 

Mecânica Clássica (leis de Newton, potencial de Hooke e eletromagnetismo clássico). Os 

átomos e moléculas são tratados como esferas de Van der Waals com carga e massa 
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interagindo através de forças que dependem da separação entre as partículas; e a energia 

potencial é representada como a soma de um certo número de funções relacionadas com as 

interações entre os átomos quimicamente (covalentemente) ligados e não ligados. 

 A função energia potencial e sua respectiva parametrização são chamadas, 

genericamente, de Campo de Forças. Os Campos de Forças podem diferir nas funções 

potenciais escolhidas, na parametrização dessas funções e, mesmo no tratamento dado a 

várias partes do sistema. Os campos de forças mais usuais são: CHARMM (Brooks et al., 

1983), AMBER (Weiner et al., 1986), GROMOS (van Gunsteren and Berendsen, 1987), e 

outros. A construção de um campo de forças é feita a partir de resultados de cálculos 

quânticos ab-initio de pequenas moléculas, por dados semiempíricos com ajustes de dados 

experimentais (Difração de raio-X, espectroscopia de infravermelho, ressonância magnética 

nuclear, e outros.) (Israelachvili, 1991; Brooks III et al., 1988; de Vlieg and van Gunsteren, 

1991; Voet and Voet, 1995). 

 Os sistemas estudados nesta tese foram submetidos a simulações computacionais 

através do campo de forças GROMOS/96 (van Gunsteren et al., 1996), e a função energia 

potencial, neste campo de forças, é constituída por: 3 termos harmônicos que descrevem as 

interações entre os pares de átomos ligados covalentemente e ângulos entre as ligações 

químicas vizinhas; um termo que descreve a torção em torno da ligações químicas e dois 

termos para átomos não ligados (a partir do terceiro vizinho). 

2.1.1 Potenciais Harmônicos 

Estes termos clássicos para a Energia Potencial representam as vibrações 

características das moléculas que são determinadas pela natureza das ligações e pelas 

massas atômicas. Uma função aproximada ao potencial de Hooke é usada, de forma a 

manter o caráter oscilatório tanto dos comprimentos de ligação como dos ângulos formados 

pelas ligações vizinhas. 

O termo potencial de ligação (ou linear) para dois átomos i e j ligados 

covalentemente é representado por: 

2
02

1
bbKV bb                                                     1.2
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onde b é a distância entre o par (i,j) em um instante qualquer, b0 é o comprimento de 

equilíbrio da ligação específica e Kb é a constante elástica da força. O valor de Kb pode ser 

estimado de dados de absorção de radiação, por estudos de espectroscopia, onde uma 

molécula diatômica passa do estado fundamental para o primeiro estado excitado. 

Comparando a energia do fóton absorvido com a diferença de energia ( E ) entre esses 

estados vibracionais, estima-se o valor de Kb.

 O termo potencial angular que mantêm o ângulo de ligação entre três átomos i-j-k,

covalentes e consecutivamente ligados, próximos a uma configuração de equilíbrio é dado 

por: 

2
02

1
KV

                                                    2.2

e  é a variação angular ao longo do tempo, 0 é o ângulo de equilíbrio e K  é a constante  

elástica da força para a restituição ao ângulo de equilíbrio ( 0).

 No Campo de Forças GROMOS um terceiro potencial harmônico, chamado de 

torcional impróprio, é definido porque somente os hidrogênios ligados a átomos 

eletronegativos (N e O nas proteínas) são considerados explicitamente. No entanto, este 

termo é necessário para manter a estrutura tridimensional do conjunto de quatro átomos 

centrado no átomo de C,  garantindo, com isso, a estrutura tetraédrica média dos átomo de 

C com hibridização sp3.  Os hidrogênios ligados a estes átomos carbono são unidos a ele, 

em um “átomo unido” (CH1, CH2 e CH3). O potencial torcional impróprio é dado por: 

2
02

1
KV                                                     3.2

sendo  é o ângulo formado entre os planos definidos por i-j-k e por  j-k-l (figura 2.1), K  a 

constante de força para a restituição ao ângulo de equilíbrio 0. Nas proteínas o ângulo é

formado pela átomos C -N-C e N-C-C mantendo, entretanto, a seqüência dos átomos (N-

C -C-C ), mostrados na figura 2.1, garantindo que o resíduo de aminoácido fique na 

posição levógira do C . Para reforçar a coplanaridade dos átomos C -C-O-N-H-C  das 

ligações peptídicas, 0 assume o valor de 0 (figura 2.2). 
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Figura 2.1: Estrutura tetraédrica do carbono- .  é o ângulo entre os planos i-j-k e j-k-l.

2.1.2 Potencial Torcional 

Para representar explicitamente a torção (rotações) própria das ligações covalentes 

entre dois átomos é normalmente adicionado à função energia potencial um termo 

conhecido com Potencial Torcional Próprio. Estes ângulos diedrais, que apresentam 

liberdade periódica de torção, são formados por quatros átomos em seqüência onde os três 

primeiros formam um plano que faz um ângulo ( ) com o plano formado pelos três últimos. 

nKV cos1                                                     4.2

A periodicidade deste potencial é dada por uma função co-seno, sendo n o número 

de mínimos para a torção de uma ligação química determinada,  a diferença de fase do 

ângulo diedral , que pode ser 0  ou 180 , de forma que o ponto de máximo ou mínimo é 

deslocado e K é a constante que define a barreira de torção (van Gunsteren and Berendsen, 

1987). 

Nas proteínas, as mudanças conformacionais sofridas pela cadeia principal 

(“backbone”) são principalmente devido às rotações dos ângulos diedrais (definidos como 

 e ) em torno das ligações N-C  e C -C. Os valores de  (C-N-C -C) e  (N-C -C-N)

definem as estruturas secundárias de uma proteína, formando padrões regulares de 

dobramento que são definidos como hélices-  ou folhas-  (Voet and Voet, 1995).  

C  (l)

C (k)

C  (i) H

N (j)
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2.1.3 Potencial de Lennard-Jones 

Para descrever as interações entre os átomos não ligados quimicamente (separados 

por três ou mais ligações), são inseridos à função potencial termos de curto e longo alcance. 

O potencial de Lennard-Jones é usado para representar as interações de van der Walls, ou 

seja, de curto alcance. Este potencial é descrito por um termo atrativo e um repulsivo. O 

termo atrativo é derivado das forças de London, que surgem devido à interação de 

pequenos dipolos formandos pelos deslocamentos oscilantes das nuvens eletrônicas. O 

repulsivo, de curtíssimo alcance, impede a interpenetração das nuvens eletrônicas dos 

átomos não ligados, respeitando o principio de exclusão de Pauli. 

Estes termos são associados e expressos na função: 

6

6
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sendo que o primeiro termo, que varia com o inverso da décima segunda potencia da 

distancia (r) que separa dois núcleos atômicos, descreve a parte repulsiva e a parte atrativa 

é descrita pelo segundo termo. Na equação 2.5,  é a profundidade do poço e os parâmetros 

é o diâmetro de Lennard-Jones e dependem dos tipos de pares de átomos. Estes 

parâmetros são ajustados empiricamente. 

2.1.4 Potencial de Coulomb 

As interações consideradas de longo alcance são descritas pelo potencial 

eletrostático, que surgem devido à distribuição dos elétrons em uma ligação química. Os 

elétrons em dois átomos ligados quimicamente deslocam-se preferencialmente sobre um 

dos átomos, de acordo com sua eletronegatividade. Na tentativa de reproduzir as diferentes 

eletronegatividade dos átomos, num campo de forças, os parâmetros de carga são definidos 

pela atribuição de cargas parciais. As pontes salinas e de hidrogênio são decorrentes das 

interações eletrostáticas e são de grande importância na estabilização de estruturas 

secundárias em peptídeos ou proteínas. Além disso, as interações entre as cadeias laterais 

dos resíduos de aminoácidos carregados (Lys, Arg, Glu, Asp, His, N- e C-terminal e íons),  
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polares ou formadores de dipolos (Ser, Asn, Gln, Thr, NH, NH2, C=0, OH e água) e 

quadrupolos (Tyr, Phe, Trp) são responsáveis, em muitos casos, pela atividade biológica de 

determinados sistemas. 

A interação eletrostática entre dois átomos i e j é descrito pela lei de Coulomb, e é 

dado por: 

ij

ji
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r

qq
V
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                                                    6.2

sendo qi e qj as cargas residuais sobre os átomos i e j, separados pela distância rij, 0 é 

permissividade do espaço livre, igual a 8,854x10-12 (unidade do S.I.) e  a constante 

dielétrica do meio.                                                 

Em simulações em que o solvente não é considerado explicitamente, o valor de  é 

fixo ou, em alguns casos, uma função linear dependente da distância (r) de separação entre 

os átomos (van Gunsteren and Berendsen, 1990; Higerty et al., 1985). Esta função é 

crescente a medida em que r aumenta, mas mantém-se constante quando atinge o valor 

limiar ( ) para o meio em que se pretende simular.  

2.1.5 Função Clássica para a Energia Potencial 

A função clássica para a energia Potencial Total do sistema molecular de analise, é 

escrita através da soma de todos os termos de potencial apresentados nas seções 

antecedentes. Esta função descreve a interação entre todos os átomos do sistema, os ligados 

e os não ligados. Os quatro primeiros termos tratam das interações entre átomos ligados e 

modelam as interações que deveriam ser tratadas a nível quântico. Os termos de Lennard-

Jones e Coulomb tratam das interações entre os átomos não ligados, ou seja, átomos 

distantes quatro vizinhos ou mais.  
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Sendo N o número de átomos, ix (i = 1,2,...,N) os vetores posição, Nb número de 

ligações químicas, N  número de átomos entre pares de ligações consecutivas, N  número 

de ângulos diedrais impróprios, N   número de ângulos diedrais próprios. C12(i,j) e C6(i,j)

são constante que substituem os parâmetros  e  na equação (2.5).  

Nas simulações por DM realizadas neste trabalho, foi usado o grupo de parâmetros 

nomeado como 43a1, do campo de forças GROMOS/96 (van Gunsteren, et al. 1996), com 

algumas modificações para os átomos que compõem a molécula de 2,2,2-Trifluoretanol 

(TFE). Estas modificações foram propostas por Fioroni e colaboradores (2000) e são 

mostradas na tabela 2.1. 

          a) 

Átomos
(C6(i,j))

1/2 

(kJmol-1 nm6)x103

(C12(i,j))
1/2 

(kJmol-1 nm22)x106
q/e

F 1,177862 1,000000 -0,17 

OA 2,261954 1,505529 -0,625 

                      b) 
Ligação química  Distância-b0 (Å) 

F-C 1,36 

CH2-OA 1,43 

CH2-C 1,53 

OA-H 1,00 

                                  c) 
Ângulo da Ligação 0 (deg) K (kJmol-1 rad-2)

H-OA-CH2 109,5 397,5 

O-CH2-C 110,3 460,2 

CH2-C-F 111,4 460,2 

F-C-F 107,6 460,2 

                                 d)
Ângulo Diedral  (degrees) K (kJmol-1 rad-2)

H-O-C-C 3 1,300 

Tabelas 2.1: Parâmetros propostos por Fioroni et al. (2000), para simulação por DM com a molécula de TFE. 

Em a), são mostrados os valores das constantes de van der Walls e as cargas parciais para os átomos F e O do 

TFE. OA é o nome usado para o átomo de oxigênio da molécula de TFE para diferenciá-lo dos demais do 

sistema. Em b), valores para o comprimento das ligações químicas (b0). Em c), valores de equilíbrio para os 
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ângulos formados pelas ligações químicas ( 0) e para  K . Em d), valor para o ângulo diedral formado pelos 

átomos  ligados H-O-C-C e para K .

 Aproximações através da mecânica clássica permitem o cálculo de propriedades 

mecânicas. Para a obtenção de propriedades termodinâmicas devemos recorrer ao 

formalismo da Mecânica Estatística, que assume que o valor de uma propriedade 

termodinâmica macroscópica é uma média dos seus valores nos estados quânticos 

correspondentes (Hill, 1960). Os sistemas envolvidos nesta tese, submetidos a DM, são 

considerados pertencentes ao ensemble canônico (N, P, T), pois apresentam número fixo de 

moléculas e, a temperatura e a pressão são controladas usando técnicas de acoplamento 

(Berendsen et al., 1984) com constantes de acoplamento e compressibilidade isotérmica.  

2.2 Algoritmos de Otimização 

Os problemas de otimização, em geral, apresentam uma infinidade de soluções 

possíveis, sendo que o número dessas soluções cresce à medida que o número de graus de 

liberdade do sistema aumenta. Os sistemas a serem otimizados são descritos por uma 

função custo apropriada )(xf  com DRx , onde D  representa o espaço contínuo em que 

esta função está definida (Moret et al., 1997). Para os casos em que a função custo é 

convexa (apresenta um único ponto de mínimo) qualquer um dos métodos considerados 

“clássicos” (“Downhill-Simplex”, métodos gradientes, “steepest descent” e outros) 

soluciona facilmente o problema. Estes métodos são considerados de otimização local, ou 

seja, aceitam somente situações em que o valor da função custo é menor do que o 

encontrado no passo anterior. Desta maneira, os métodos “clássicos” não permitem passos 

em busca de outros mínimos, fazem com que o sistema limite-se a encontrar o mínimo mais 

próximo. 

 Em sistemas moleculares a função custo é dada por uma superfície de 

energia potencial de muitas variáveis (equação 2.7). Neste caso, nos pontos de mínimo de 

energia a combinação dos átomos correspondem aos estados estáveis do sistema (Leach et 

al., 1996). Devido ao elevado número de graus de liberdade das macromoléculas 

biológicas, é praticamente impossível uma exploração por completo da superfície de 
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energia, através da minimização da energia potencial. Porém, o procedimento de busca 

local a partir de uma determinada configuração é um passo de extrema importância no 

processo de simulações por Dinâmica Molecular. Varrendo uma pequena parte da 

superfície de energia potencial, a minimização de energia pode ajustar as posições atômicas 

e com isso relaxar as distorções nas ligações químicas, nos ângulos entre as ligações e nos 

contatos de van der Walls. 

 O procedimento  de otimização da geometria através dos algoritmos de 

otimização clássicos, consiste em comparar o valor da função energia potencial em dois 

vetores posição aleatórios consecutivos, 1tx  e tx , sendo que D
t Rx  contém todas as 

coordenadas à serem otimizadas. O vetor posição para dois passos consecutivos é dado por: 

ttt xxx 1                                                 (2.8) 

sendo t  o passo em análise e tx  uma perturbação aleatória na coordenadas que 

estão sendo otimizadas. Os valores de tx  são gerados, nos métodos mais comuns, a partir 

do cálculo da primeira derivada da função custo e, em métodos mais sofisticados, também a 

segunda derivada para melhorar a taxa de convergência é calculada.  

 Neste trabalho, os sistemas moleculares submetidos a simulações por DM, têm suas 

energias potenciais previamente minimizadas por dois algoritmos de otimização. O 

“Steepest Descent” (descida rápida) é um método de primeira derivada e converge 

vagarosamente nas proximidades do mínimo, mas é poderoso na convergência de situações 

em que o vetor posição encontra-se longe de um mínimo de energia.    

 Outro método de otimização usado neste trabalho é o Gradiente Conjugado, método 

considerado de segunda ordem, apresenta convergência mais rápida e pode ser aplicado em 

sistemas que tenham restrições de posição e ângulo para seus átomos. Este método precisa 

de dois passos anteriores para dar inicio a minimização. O que se costuma fazer é executar 

uma otimização curta por “steespest descent” e aproveitar suas duas últimas configuração 

para iniciar o método de gradiente conjugado. Ou ainda, usá-los simultaneamente 

estipulando previamente o intervalo para intercalá-los.  Mais detalhes sobre estes métodos 

podem ser encontrados em referencias (Brooks III et al., 1988; Press et al., 1992; Leach et 

al., 1996). 
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2.3 Dinâmica Molecular 

Dinâmica Molécula (DM) é uma técnica usada para simulação de sistemas de 

partículas que permite o acompanhamento temporal de todos os átomos através da 

integração das equações clássicas de movimento. Cada átomo pode ser especificado em 

termos de suas posições e momentos, assim pode-se escrever a hamiltoniana H para um 

sistema molecular como a soma das energias cinética C e potencial V.

iiii xVpCpxH ,                                      (2.9) 

 Sendo o sistema molecular constituído por N átomos com posições Nxxx ,...,, 21  e 

momentos 
N

ppp ,...,, 21 , a energia cinética é dada por: 
N

i i

i

i
m

p
pC

1

2

2
; e ixV  é a 

energia potencial total de interação dada pela equação 2.7. Neste caso é possível, a partir da 

equação 2.9, construir as equações de movimento que, resolvidas, fornecem a evolução 

temporal e propriedades dinâmicas de cada partícula do sistema. Na formulação 

hamiltoniana, as equações de movimento são dadas por: 

dt

xd
v

m

p

p

H i
i

i

i

                                               (2.10) 

dt

vd

m

F

dt

pd

x

H i

i

ii

i

                                             (2.11) 

sendo t o tempo, iF a força sobre o átomo i e mi sua massa. Estas equações tem que ser 

resolvidas numericamente e o tamanho do passo de integração depende do detalhamento 

dos movimentos que se deseja estudar. O movimento molecular mais rápido é a vibração do 

átomo de hidrogênio, cerca de meio fentosegundo. Isso significa que se quisermos 

acompanhar este movimento o passo de integração deve ser significativamente menor do 

que ele. Ao menos uma ordem de grandeza menor. Nos estudos  por dinâmica molecular de 

proteínas ou outras  macromoléculas, o interesse está em movimento de grupos funcionais, 

ou de partes da molécula e não nas vibrações dos átomos. Dessa forma, passo de integração 

maiores podem ser usados, desde que acoplados a sub-rotinas que controlem as distorções 

que podem aparecer. Por exemplo, as sub-rotinas SHAKE (Ryckaert et al., 1977) e LINCS 
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(Hess et al., 1997) são usadas para restringir as distorções nos comprimentos e ângulos das 

ligações químicas e a SETTLE  (Miyamoto et al., 1992) o faz para  água. Mais detalhes 

sobre o método de simulação por dinâmica molecular podem ser encontrados em Berendsen 

and van Gunsteren (1986), Allen and Tildesley (1987), Leach (1996) e van Gunsteren 

(1994). 

2.3.1 Método de Integração 

 Um método simples para a integração numérica das equações de movimento, 

baseado no algoritmo de Verlet (Verlet, 1967), é o “summed Verlet” ou “leapfrog” (Allen 

and Tildesley, 1987; van Gunsteren and Berendsen, 1990). Este algoritmo calcula as 

velocidades na metade do passo de integração e usa estas velocidades para calcular as 

novas posições. As velocidades são obtidas por meio de uma expansão em série de Taylor 

em torno de 
2

t
t  e 

2

t
t , truncada nos termos de terceira ordem. 

!2

1

222

2

2

2
t

dt

tvdt

dt

tvd
tv

t
tv ii

ii                       (2.12a) 

!2

1

222

2

2

2 t

dt

tvdt

dt

tvd
tv

t
tv ii

ii                         (2.12b) 

subtraindo 2.12a  e 2.12b temos,  

t
m

xFt
tv

t
tv

i

ii
ii 22

                                     (2.13) 

 Expandindo a função posição txi  em torno do ponto tt , até segunda ordem, 

temos:  

!2

2

2

2
t

dt

xd
t

dt

txd
txttx ii

ii                                 (2.14) 

 Se substituirmos as equações 2.12a na equação 2.14 e desprezarmos os termos de 

ordem superior, 

t
t

tvtxttx iii 2
                                       (2.15) 
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 As equações 2.13 e 2.15 são resolvidas de forma interativa, formando o esquema 

“leap-frog”. Pela equação 2.13, para que a velocidade do instante 
2

t
t  seja determinada, a 

velocidade no instante 
2

t
t  precisa ser conhecida e, para isso, nas dinâmicas realizadas 

nesta tese, o método de Verlet é usado como método de partida.  

 O algoritmo “leap-frog” permite que o sistema seja acoplado a um banho térmico, 

através de correções nas velocidades, uma vez que estas são usadas no cálculo das novas 

posições.  Como a energia potencial é uma função das posições e a variação desta depende 

das velocidades (equação 2.15), controlar as velocidades significa controlar a energia 

cinética e também a energia potencial. 

 Entretanto, as velocidades e as posições não são calculadas ao mesmo tempo. Em 

conseqüência disto, as energias cinéticas e potencial também não podem ser calculadas no 

mesmo instante. A velocidade no instante t é calculada pela média das velocidades nos 

instantes
2

t
t  e 

2

t
t , não podendo ser obtida diretamente utilizando-se o algoritmo 

“leap-frog”. 

2.3.2 Modelagem do Solvente 

Nos sistemas moleculares, submetidos a simulações por DM contidos neste 

trabalho, o solvente é representado explicitamente. Para que o sistema seja bem modelado 

computacionalmente, é preciso técnicas que torne as simulações as mais próximas possíveis 

do real. Algumas destas técnicas foram detalhadas nas subseções seguintes, tais como, o 

conceito de Condições Periódicas de Contorno (CPC), utilizada para minimizar os efeitos 

de fronteira; e de Raio de Corte, que limita as interações de van der Walls entre átomos não 

ligados do sistema. As interações eletrostáticas são calculadas pelo Método de Ewald 

(PME) que permite que uma determinada partícula interaja com as demais do sistema e 

com todas as suas imagens.  

Estas e outras técnicas foram implementadas computacionalmente no programa 

computacional GROMACS (Berendsen et al., 1995; van der Spoel et al., 1996 and Lindahal 

et al., 2001). GROMACS significa “Gröningen Machine for Chemical Simulations” 

(http://www.gromacs.org – van der Spoel et al., 2001),  é um pacote computacional aberto e 
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sem custo para o usuário, contem rotinas para execução de simulações por DM e por 

métodos de otimização, tem rápido processamento se comparado com os demais programas 

de DM e apresenta uma série de rotinas com programas de análise das trajetórias.  

2.3.2.1 Condições Periódicas de Contorno 

O ideal para simulação de sistemas moleculares é que o meio seja infinito, ou que 

contenha um número elevado de partículas (da ordem do número de Avogrado). 

Simulações com sistemas de muitas partículas demandam um alto custo computacional e 

não liquidam com o problema decorrente das condições de fronteira (efeito de borda). 

Assim, uma forma de tratar estes problemas é através da utilização de condições periódicas 

de contorno (CPC) (Allen and Tildesley, 1987; van Gunsteren and Berendsen, 1990). Esta 

técnica consiste em circundar a caixa que contém o sistema com outras caixas imagens (ou 

réplicas), sem que haja espaços não preenchidos entre as junções, ou seja, transladar a caixa 

original nas três direções espaciais formando uma rede (figura 2.2). Desta maneira, não é 

necessário definir coordenadas para os átomos que estão na caixa réplica e um determinado 

átomo estará sempre rodeado por outros átomos ou por sua própria imagem. 

No decorrer da simulação, quando um átomo move-se em sua caixa original, sua 

imagem periódica em cada uma das caixas réplicas move-se também. Além disso, quando 

um átomo (i) sai da caixa central, atravessando uma de suas seis faces, uma de suas 

imagens (i’) entra pela face oposta, com a mesma velocidade. Dessa forma, há uma 

conservação do número total de átomos na caixa central e portanto, do sistema como um 

todo.

Uma versão bidimensional da CPC é mostrada na figura 2.2, neste caso, para um 

sistema quadrado. 
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Figura 2.2: Condições periódicas de Contorno bidimensional de um sistema quadrado. A caixa 

central representa o sistema original e as 8 demais são suas imagens. O movimento de um átomo na caixa 

central é repetido em cada uma das caixas réplicas, e se um dado átomo i sair pela face direita, sua imagem i’

(em cinza) entra pela face esquerda.  

2.3.2.2 Raio de Corte 

O uso de Condições Periódicas de Contorno implica a necessidade de se definir uma 

região para que o cálculo das interações de longo alcance seja realizado, pois em sistemas 

líquidos ou constituídos por moléculas em solução, a periodicidade serve apenas como um 

artifício computacional que representa sistemas contínuos e evita efeitos de borda. Esta 

região é delimitada por uma esfera de raio (Rc), denominado raio de corte, de tal forma que 

um dado átomo do sistema não possa interagir com sua própria imagem ou também com 

um outro átomo e, simultaneamente, com as imagens periódicas deste átomo. Em geral, o 

raio de corte é usado no cálculo das interações Coulombinas e de van der Walls, mas neste 

trabalho usaremos somente para as interações de van der Walls. 

 O Rc  pode ser definido de duas maneiras: 
2

LRC
, onde L é o menor comprimento 

lateral da caixa retangular (Allen and Tildesley, 1987); 
2

CR
d , sendo d a distância 

ii’ ii’
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mínima entre o soluto e a parede da caixa. Estas maneiras de escolher o raio de corte evitam 

a interação do soluto (proteína, peptídeo, carboidrato) com suas imagens. 

 A figura 2.3 mostra uma representação bidimensional de um sistema periódico 

quadrado, sendo o átomo i escolhido para exemplificar a utilização do raio de corte. 

Figura 2.3: Sistema periódico bidimensional quadrado. São consideradas somente as interações 

entre o átomo cinza (i) e aqueles situados dentro do círculo de raio RC. Neste caso o átomo i interage com o 

átomo j através de sua imagem j’.

2.4 Condições e Parâmetros para as DM 

As simulações por DM deste trabalho foram realizadas no ensemble (N,P,T), com 

uma caixa cúbica (45 Å) de água e TFE, previamente termalizada. Nesta caixa adicionamos 

1932 moléculas de água e 227 moléculas de TFE, numa proporção de 70:30 (v:v),  com os 

mesmos parâmetros de campo de forças (seção 2.1.5) e condições de simulação propostas 

no trabalho de Fioroni e colaboradores (2000). Realizamos uma simulação por DM de 2ns e 

refizemos os testes com a função de distribuição radial de pares (g(r)) para verificar o 

acoplamento das moléculas de TFE em água. Esta caixa previamente equilibrada foi usada 

em todas as simulações por DM contidas nesta tese, a menos de pequenas variações no 

número de moléculas de TFE.  

Rc

i

j’

j

L Rc

i

j’

j

Rc

i

j’

j

L
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As simulações com os peptídeos catiônicos foram realizadas de acordo com uma 

mesma seqüência de passos: 1) o campo de forças usado é o GROMOS/96 (van Gunsteren 

et al., 1996) com algumas modificações, mostradas na tabela 2.1, para os átomos que 

compõe as moléculas de (TFE); 2) as moléculas do sistema foram otimizadas por 8000 

passos de gradiente conjugado e um ciclo de “steepest descent” foi realizado a cada 500 

passos; 3) a dinâmica de restrição de posição do peptídeo, para relaxação do solvente e dos 

íons (que neutralizam o sistema), foram corridas por 1ns, com um passo de integração de 

2fs, usando o algoritmo “leapfrog”; 4) os vínculos foram, então, removidos e o sistema total 

(peptídeo, solvente e íons) foi submetido a 20ns de simulações por DM.  

O algoritmo LINCS (Hess et al., 1997) foi usado para vincular todos os 

comprimentos de ligação e o algoritmo SETTLE (Miyamoto and Kollman, 1992) para a 

geometria da água. A temperatura e a pressão foram mantidas constantes e controladas 

usando técnicas de acoplamento (Berendsen et al., 1984) com constantes de acoplamento e 

compressibilidade isotérmica, estes parâmetros são mostrados na tabela 2.2. As interações 

eletrostáticas foram corrigidas usando o método PME (“Particle Mesh Ewald” – Darden et 

al., 1993 e Cheatham et al., 1995). O raio de corte usado para as interações de van der 

Walls foi de 1,4nm. As coordenadas de todos os átomos do sistema foram escritas a cada 

10ps, para a análise das trajetórias. Os cálculos e as análises das trajetórias foram feitos 

usando as facilidades do pacote computacional GROMACS (Lindahl et al., 2001). 

Condições 

Restrição de Posição 1ns 
Tempo total 20ns 
Tamanho da Caixa 4.5  4.5  4.5 nm3

Intervalo de integração 0,002 ps 
Acoplamento de Temperatura Berendsen 
Tempo de acoplamento 0.01ps (solvente e peptídeo) 
Banho Térmico 300K 
Acoplamento de Pressão Berendsen 
Tempo de acoplamento 1.0 ps (solvente e peptídeo) 
Compressibilidade Isotérmica 6.5 10-5 bar-1

Pressão de referência 1atm 
       Tabela 2.2: Parâmetros e condições usados na Dinâmica Molecular. 
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2.5 Análises Estatísticas 

Da Dinâmica Molecular obtém-se um conjunto de trajetórias para as partículas do 

sistema. Este conjunto de trajetórias contém coordenadas, velocidades e energias de cada 

átomo, ou do sistema como um todo, ao longo do tempo. Através das análises destas 

trajetórias podemos obter informações sobre as interações entre os átomos e/ou grupos de 

átomos, temperatura, pressão, forças e outras propriedades físicas macroscópicas. Para esta 

tese são destacados os seguintes tipos de análises estatísticas: 

Desvio da Raiz Média Quadrática: 

Para obter as flutuações atômicas, e os desvios entre estruturas resultantes da 

dinâmica e uma estrutura de referência, usamos o Desvio da Raiz Média Quadrática (ou 

“Root Mean Square Deviation” – RMSD). Este tipo de análise compara as diversas 

conformações espaciais assumidas pelo sistema, sob a influência do solvente, ao longo do 

tempo. Além disso, fornece informações sobre as flutuações de estrutura secundária ou dos 

resíduos que a compõem, durante a dinâmica. A equação usada para o cálculo do desvio 

padrão é dada por: 

2

1

1

2
01 N

i

ii xx
N

RMSD                                              (2.19) 

onde ix e 0
ix são os vetores de posições atômicas do átomo i em dois instantes distintos da 

DM. No caso de proteínas e peptídeos o RMSD pode ser calculado de toda estrutura 

secundária ou apenas da cadeia principal. Neste trabalho, usamos o RMSD como análise 

inicial, para verificar o quanto as estruturas obtidas ao longo do tempo diferem da primeira 

(de partida), e posteriormente analisamos as interações envolvidas nas possíveis mudanças 

conformacionais. 

Flutuação Média ou Desvio Padrão (RMSF): 

Através desta análise obtemos o desvio padrão entre todas as conformações obtidas 

ao longo de um dado intervalo de tempo de DM e uma conformação de referência. Esta 

conformação de referência pode ser a média das conformações obtidas no intervalo 
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escolhido. A conformação média é calculada através da média das posições (coordenadas) 

atômicas. Esta análise nos fornece o desvio dos átomos ou resíduos das conformações da 

DM em comparação com uma dada conformação que em nossas análises trata-se da média. 

Distâncias entre átomos ou grupos de átomos: 

A distância entre dois átomos ou entre dois grupos de átomos em função de tempo é 

calculada através das coordenadas do centro de massas destes átomos ou grupos de átomos. 

A distancia geométrica entre o átomo A e B é dada por: 

2
,,

2
,,

2
,,),( BcmAcmBcmAcmBcmAcm zzyyxxBAd                    (2.20) 

 Usamos o cálculo da distância para verificar a intensidade das interações 

eletrostáticas entre os grupos de cargas das cadeias laterais de uma proteína ou peptídeo. 

Ligações de hidrogênio: 

 Observando-se uma rede de gelo, tem-se que as distâncias das ligações 

intramolecular entre os átomos O e H das moléculas de água é de 1 Å como o esperado para 

ligações covalentes. Porém, as distâncias das ligações de hidrogênio intermoleculares de 

O...H são de 1,76 Å, menores, entretanto, que as distâncias entre os raios de van der Walls 

destes átomos, que são de 2,6Å (Israelachvili, 1991).  Estas ligações intermoleculares 

parecem ter, a princípio, caráter de ligações covalentes, mas são conhecidas com ligações 

de hidrogênio (ou pontes de hidrogênio).  

 As pontes de hidrogênio são ligações de origem eletrostática, orientadas e 

extremamente fortes; não são propriedades unicamente da água, mas ocorrem também entre 

átomos eletronegativos (O, N, CL e F) e o átomo de H covalentemente ligado a outros 

átomos com eletronegatividade similar.  Defini-se como doador (D) o átomo eletronegativo 

que tem o H a ele ligado, e aceitador (A) o outro átomo eletronegativo que participa desta 

ligação.  

 Para determinar se uma ponte de hidrogênio existe, um critério geométrico é usado: 

060

35,0 nmr
                                                        (2.21) 

onde r e  são mostrados na figura 2.4. 
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Figura 2.4: Ligação de Hidrogênio. Convenção implementada no pacote computacional GROMACS. R é a 

distância entre D e A, e  o ângulo formado entre a ligação D-H e r.  

 Os átomos doadores podem ser o nitrogênio, oxigênio, enxofre e flúor, estes átomos 

juntamente com o hidrogênio formam um dipolo elétrico. Os aceitadores podem ser 

oxigênio e nitrogênio. 

Função de distribuição radial de pares: 

 A distribuição de átomos do tipo B em torno de um dado átomo do tipo A, ao longo 

de uma simulação por DM, pode ser calculada através da função de distribuição radial de 

pares, ou função de correlação de pares (gAB(r)) (Allen and Tildesley, 1987). Esta função é 

definida através da densidade média de átomos do tipo B contidos em uma esfera de raio r

de distância de A, o valor de r varia até atingir um valor rmax, que normalmente é igual a 

metade do comprimento da caixa em que o sistema está inserido. 
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                            (2.22) 

localB é a densidade média de átomos do tipo B sobre todas as esferas de r = 0

até r = rmax em torno do átomo A.

Para obtermos o número de átomos B em torno de A (nAB), basta integrarmos a 

função g(r)(“runnig integration number” - RIN). 

'''4)( 2

0

drrrgrn
r

ABlocalBAB                                          (2.23)

RIN nos fornece o número médio de átomos B contidos em uma esfera de raio R

centrada em A. Para simulações em que o solvente é composto por misturas de água e um 

co-solvente qualquer, este tipo de análise é essencial, pois fornece o perfil de solvatação 

dos grupos hidrofóbicos, polares e carregados de uma proteína ou peptídeo.

H

D A
r
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Estruturas Secundárias: 

Toda estrutura secundária pode ser escrita completamente pelos ângulos de torção 

e  mostrados na figura 2.5, que são repetidos a cada aminoácido. Os valores permitidos de 

 e , ou aceitáveis para estrutura tridimensional de proteínas, para que não haja conflitos 

estéricos, são, usualmente, demonstrados graficamente pelo diagrama de Raachandran na 

figura 2.6 (Lenhinger et al., 1982). A maioria das combinações de  e  representam 

combinações proibidas para a cadeia polipeptídica e apenas três pequenas regiões do 

diagrama são fisicamente acessíveis à maioria dos aminoácidos (Voet and Voet, 1995).

Figura 2.5: Ligação peptídica de dois aminoácidos consecutivos. Os ângulos torcionais  e  permitem que 

cada plano formado por esta ligação gire em relação aos seus vizinhos.  

 O diagrama de Ramachandran tornou-se uma poderosa ferramenta para validação ou 

não de estruturas tridimensionais geradas a partir de dados de cristalografia de raios-X e de 

RMN, além disso, podemos através do diagrama de Ramachandran avaliar as mudanças 

conformacionais dos resíduos ao longo das simulações por DM. Este tipo de análise é feita 

através da comparação dos diagramas de Ramachandran entre as simulações de sistemas 

semelhantes, em busca das mudanças e acomodações locais da cadeia principal e da cadeia 

lateral quando houve trocas de resíduos, grupos de cargas e modificações nos terminais. 
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Figura 2.6: Diagrama de Ramachandran, no qual estão mostradas as regiões fisicamente permitidas para os 

aminocidos. É possível identificar regiões de estrutura secundária. 

 As estruturas secundárias podem ser identificadas através das ligações de hidrogênio 

entre os átomos eletronegativos O e N da cadeia principal dos resíduos de aminoácidos. 

Ligações de Hidrogênio entre os resíduos i – i + 3, i – i+4 e i – i+5, são características de 

estruturas helicoidais, e através da DM, é possível identificá-las.

Para identificar os padrões de estruturas secundárias assumido pelo peptídeo ao 

longo da DM, usamos o programa DSSP (“Database of Secondary Structure in Proteins”- 

Kabsch & Sander, 1983) implementado ao GROMACS. Com esse programa podemos 

identificar, através de diferentes cores, quais as conformações (por resíduo) assumidas pelo 

peptídeo no tempo. Nesta análise os resíduos do N e C-terminais não são considerados 

pertencentes à estrutura secundária e a classificação dos resíduos em determinada estrutura 

secundária, é feita através do tipo de ligações de hidrogênio e dos valores dos pares de 

diedrais. 
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A – Regiões de hélices-  mais favoráveis. 

a –  Regiões de hélices-  permitidas. 

~a – Regiões de hélices-  generosamente permitidas. 

B – Regiões de folhas-  mais favoráveis. 

B – Regiões de folhas-  permitidas. 

~b – Regiões de folhas-  generosamente permitidas.. 

L – Regiões de hélices-  p/ esquerda mais favoráveis.

l – Regiões de hélices-  p/ esquerda permitidas. 

~l – Regiões de hélices-  p/ esquerda permitidas. 

p – Regiões permitidas para glicina. 

~p – Regiões generosamente permitida para glicina.
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Capítulo 3 – Análise Estrutural do Eumenine Mastoparano-AF 

(EMP-AF)

 A estrutura helicoidal anfipática, a hidrofobicidade, o momento de dipolo, o número 

de grupos carregados e sua distribuição no peptídeo são fatores determinantes no modo de 

interação destes peptídeos com bicamadas lipídicas e para sua ação biológica. 

 Neste capítulo analisamos os resultados do estudo estrutural do Eumenine 

Mastoparo-AF (EMP-AF) em misturas trifluoretanol-água, por simulação computacional de 

dinâmica molecular. 

 Misturas TFE-água vêm sendo utilizadas em experimentos de CD e RMN com 

peptídeos, pois esse solvente é indutor de estrutura secundária. O TFE é um co-solvente 

anfipático, que se aglomera em solução aquosa, proporcionando ambientes hidrofóbico e 

hidrofílico aos peptídeos. O grupo polar OH do TFE pode formar ligações de hidrogênio 

com outras moléculas de TFE, com a água e com grupos polares do peptídeo, enquanto o 

grupo CF3 protege (solvata) as regiões hidrofóbicas do peptídeo, mimetizando assim o 

ambiente de uma membrana lipídica.  

 As simulações têm por objetivo estudar a estabilidade das conformações 

experimentais e/ou a dinâmica de suas variações, bem como identificar os fatores que 

determinam esses comportamentos. A análise dos resultados será feita por meio de gráficos 

de RMSD; RMSF; das variações dos padrões de estrutura ao longo da dinâmica; da 

estrutura de ligações de hidrogênio da cadeia principal do peptídeo; das interações entre os 

grupos carregados e polares; do momento de macro-dipolo do peptídeo e da solvatação dos 

diversos grupos do peptídeo.  

 Os ensaios foram realizados no EMP-AF-NH2, a forma nativa (Konno et al., 2000), 

na sua variação sintética com o C-terminal não amidado, e com o EMP-AF-OH. O capítulo 

está organizado da seguinte forma: na seção 3.1 descrevemos as características 

estruturais/conformacionais obtidos de dados experimentais do EMP-AF-NH2 e EMP-AF-

OH; nas seções seguintes apresentamos e analisamos os resultados de dinâmica molecular 

para o EMP-AF-NH2 em água (3.2), EMP-AF-NH2 em misturas de TFE-água (3.3) e do 

EMP-AF-OH em mistura TFE-água (3.4). 
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3.1 Introdução 

 O peptídeo antimicrobiano Eumenine Mastoparano-AF (EMP-AF), extraído do 

veneno de vespa Anterhynchium flavomarginatum micado (Konno et al., 2000), interage 

fortemente com bicamadas lipídicas aniônicas e zwiteriônicas apresentando atividades 

antimicrobina e hemolítica. Em trabalhos de análise conformacional (dos Santos Cabrera et 

al., 2004 e Sforça et al., 2004) mostra-se que este peptídeo apresenta estrutura helicoidal 

anfipática tanto em contato com a bicamada lipídica quanto em misturas de TFE e água 

(ver seção 1.3.1). 

 Sforça e colaboradores (2004) resolveram, por RMN, a estrutura do peptídeo EMP-

AF-NH2 e de seu análogo com C-terminal carboxilado (EMP-AF-OH), ambos em misturas 

de água e TFE (70:30). As cadeias encontradas para o EMP-AF-NH2 (ou EMP-AF) têm, o 

RMSD da cadeia principal da primeira estrutura com as demais obtidas por RMN mostrado 

na figura 3.1a e apresenta uma média de 0,25Å, e conformação em hélice-  anfipática do 4º 

ao 14º resíduo (figura 1.9). O grupo de estruturas obtidas para o EMP-AF-OH (ou EMP-

AF1) apresenta hélice-  do 3º ao 8º  resíduo (figuras  1.8), e o RMSD da cadeia principal 

da primeira estrutura com as demais obtidas por RMN está mostrado na figura 3.1b e 

apresenta uma média de 1,18 Å. Estes resultados que representam um percentual de cerca 

de 43 % de resíduos em hélice-  mostra razoável concordância com os percentuais 

revelados pelos experimentos de CD (- 28%) (Lorenzi, 2002; dos Santos Cabrera et al., 

2004) e de DM (Sforça et al., 2004). Estes autores concluem que o EMP-AF-OH tem 

conformação helicoidal dos resíduos 3 a 8,  apresentando os resíduos do C-terminal (Ile 10, 

IIe 11, Lys 12, Ser 13 e Leu 14) em famílias de conformações do tipo helicoidal, mas 

“relaxados”. Os resíduos do N-terminal (Ile 1 e Asn 2) encontram-se em conformação 

aleatória (Sforça et al., 2004).  
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Figura 3.1: Gráficos do RMSD da cadeia principal da primeira estrutura com as demais obtidas por RMN 

para o EMP-AF-NH2 e EMP-AF-OH. Em a) apresentamos o RMSD da primeira estrutura com as outras 26 

encontradas para o EMP-AF-NH2, em vermelho destacamos o valor médio que é de 0,25 Å. Em b) 

apresentamos o RMSD da primeira estrutura com as outras 20 encontradas para o EMP-AF-OH, em vermelho 

destacamos o valor médio que é de 1,18 Å. 

 Como base nestas informações experimentais, realizamos um estudo estrutural para 

analisar a importância do grupo amida no C-terminal deste peptídeo em misturas de água e 

TFE (70:30). Este percentual foi adotado porque, de um lado, percentuais maiores de TFE 

não implicam em maior estruturação dos peptídeos e, por outro, foi usado anteriormente em 

simulações de peptídeos (Johnston et al., 2006, Roccatano et al., 2002 e Fioroni et al., 

2002).  A seqüência primária do EMP-AF-NH2, que é a mesma do EMP-AF-OH, está 

mostrada na tabela abaixo. 

EMP-AF-NH2             Ile-Asn-Leu-Leu-Lys-Ile-Ala-Lys-Gly-Ile-Ile-Lys-Ser-Leu-NH2

EMP-AF-OH              Ile-Asn-Leu-Leu-Lys-Ile-Ala-Lys-Gly-Ile-Ile-Lys-Ser-Leu-OH

Tabela 3.1: Seqüência primária do EMP-AF. Em azul, são representados os resíduos carregados 

positivamente. Em preto, os resíduos hidrofóbicos. Em verde os resíduos polares.  
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3.2 Eumenine Mastoparano-AF (EMP-AF-NH2) em água

3.2.1 Métodos 

A primeira cadeia das 26 obtidas por RMN do EMP-AF-NH2 em misturas de TFE e 

água (40:60) (Sforça et al., 2004) foi usada como estrutura inicial para a simulação. Essa 

estrutura apresenta conformação helicoidal do 3º ao 14º resíduo. O N-terminal deste 

peptídeo foi tratado como grupo carregado positivamente (NH3
+), o C-terminal é amidado 

(NH2) e as 3 lisinas  foram carregadas.  

Um sistema contendo o peptídeo e 4 contraíons de cloro (Cl-), que neutralizam as 4 

cargas positivas, foi solvatado com 2088 moléculas de água modelo SPC (“Simple Point 

Charge” – Berendesen et al., 1981). Uma dinâmica de 10 ns foi realizada usando condições 

periódicas de contorno em uma caixa cúbica com dimensões iniciais de 4,5 nm. O 

protocolo e parâmetros do campo de forças usados na simulação foram discutidas no 

capítulo 2 (seção 2.4).  

3.2.2 Resultados e Discussões 

 O EMP-AF-NH2, assim com os demais mastoparanos, não apresenta estrutura 

secundária em água (dos Santos Cabrera et al., 2004). Para verificar a desestruturação deste 

peptídeo em água realizamos uma dinâmica molecular de 10 ns. Na figura 3.2 

apresentamos o gráfico que define os padrões de estrutura secundária assumida pelo 

peptídeo ao longo da dinâmica, as diferentes cores correspondem aos diferentes padrões, 

tais como hélice- , folha- , aleatório, volta e outros, como descritos na legenda.  A partir 

do 4º ns o peptídeo começa perder seu percentual helicoidal de forma sistemática. As 

principais modificações estruturais acontecem principalmente nos resíduos de 7 a 13, já os 

resíduos 3 a 6 mantêm seus diedrais na região de hélice mantendo esse padrão a despeito 

das flutuações entre 7,5 e 9 ns. 
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Figura 3.2: Padrões de estrutura secundária por resíduo, ao longo da dinâmica, para o EMP-AF-NH2. Em 

branco, resíduos em conformação aleatória (“coil”); em verde, resíduos em curvas (“bend”); em amarelo, 

resíduos em voltas (“turn”); em preto, resíduos em folha- ; em roxo, resíduos em hélice-5 e em azul, resíduos 

em hélice- .

 As ligações de hidrogênio típicas de hélice-  (n-n+4) são perturbadas devido à 

presença das moléculas de água. Pelo gráfico da figura 3.3a verifica-se o decrescimento no 

número destas ligações na medida que o peptídeo perde seu percentual helicoidal ao longo 

da dinâmica, e na figura 3.3b o aumento no número de ligações de hidrogênio entre os 

átomos eletronegativos (N e O) da cadeia principal do peptídeo com as moléculas de água. 

Figura 3.3: Gráfico do número de ligações de hidrogênio. Em a) mostramos o número das ligações de 

hidrogênio entre os átomos da cadeia principal do peptídeo do tipo n-n+4. Em b), o número de ligações de 

hidrogênio entre os átomos eletronegativos (N e O) da cadeia principal do peptídeo e as moléculas de água ao 

longo da dinâmica. 

Tempo (ps) 

R
es

íd
uo

0 2000 4000 6000 8000 10000

0

2

4

6

8

10

N
ú

m
er

o
 d

e 
L

ig
aç

õ
es

 d
e 

H
id

ro
g

ên
io

 (
n-

n
+4

)

Tempo (ps)

0 2000 4000 6000 8000 10000

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

22

N
ú

m
er

o
 d

e 
L

ig
aç

õ
es

 d
e 

H
id

ro
g

ên
io

Tempo (ps)

 Cadeia principal com água



54 

 As ligações de hidrogênio que estabilizam a conformação helicoidal do peptídeo são 

desfeitas devido à presença das moléculas de água na região da cadeia principal do 

peptídeo.  

 Estes dados mostram que o peptídeo se desenovela em solução aquosa, como 

mostram os dados experimentais para diversos mastoparanos em água (Chuang et al., 1996; 

Park et al., 1995; McDowell et al., 1985 - Capítulo 1 – seção 1.3.1). No entanto, para que 

esse tipo de resultado se mostre se deve acompanhar a dinâmica por tempos superiores a 4 

ns e, mesmo assim, há uma parte, dos resíduos 3 a 6, que se mantém em hélice-  por todo o 

período simulado.  

 Considerando nosso interesse em estudar a estruturação do peptídeo para poder 

compreender sua função biológica e testes anteriores de busca conformacional usando 

algoritmos de otimização tipo recozimento simulado normal e generalizado, que revelavam 

estruturas aleatórias como as de menor energia em água (na aproximação de campo médio 

com constante dielétrica ~ 80) limitamos nossas dinâmicas a esse exemplo.  

3.3 Eumenine Mastoparano-AF (EMP-AF-NH2) em misturas de TFE e 

água 

3.3.1 Métodos 

A mesma cadeia do EMP-AF-NH2 obtida por RMN usada na seção anterior foi 

utilizada como estrutura inicial para a simulação em misturas de TFE e água. Uma caixa 

cúbica, inicialmente com 4,5 nm de aresta, contendo o EMP-AF-NH2, 199 moléculas de 

TFE, 1889 moléculas de água, aproximadamente 30% de TFE em volume e 4 íons Cl-, foi 

submetido à simulação por DM de 20ns.  

Esta simulação foi realizada com condições periódicas de contorno. Inicialmente o 

peptídeo teve suas 3 lisinas e o N-terminal (NH3
+) carregados, ficando, portanto, com carga 

líquida +4. Ele foi solvatado com moléculas de água modelo SPC (“Simple Point Charge” – 

Berendesen et al., 1981) para que se pudesse substituir 4 moléculas de água por 4 íons de 

cloro (Cl-), usando como critério o maior potencial eletrostático no átomo de oxigênio. 

Com isso o sistema foi neutralizado. Mantendo apenas os átomos do peptídeo e os 
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contraíons, as moléculas de água foram substituídas pela caixa previamente equilibrada de 

água e TFE. 

3.3.2 Resultados e Discussões 

Variações nos Determinantes Estruturais: 

A Dinâmica de 20ns do EMP-AF-NH2 gerou algumas modificações estruturais 

aproximando o peptídeo de uma hélice-  ideal. O gráfico do desvio médio dos resíduos ao 

longo da dinâmica, ou seja, o de RMSF por resíduo, está apresentado na figura 3.4a. Dele 

pode-se observar que os resíduos de 2 a 6 apresentam flutuações muito pequenas (  1 Å) 

enquanto os resíduos 13 e 14 são os que mais flutuam (  2,25 Å). Os demais resíduos 

apresentam flutuações intermediarias. Este comportamento pode ser indicativo de um 

equilíbrio entre as conformações próximas ou de alguma mudança conformacional 

sistemática. Esse dado sozinho não pode nos dar a resposta a essa questão.  

 Na figura 3.4b apresentamos o gráfico do desvio quadrático médio, RMSD, entre a 

cadeia principal de uma hélice-  ideal e a cadeia principal do peptídeo ao longo da 

dinâmica. Observa-se que o peptídeo inicialmente flutua, RMSD aproximadamente de 1 Å 

nos primeiros 12 ns de simulação, enquanto no período restante esse desvio cai para um 

valor aproximado de 0,3 Å. Em outras palavras a hélice se aproxima, no tempo, de uma 

hélice-  ideal.   

Figura 3.4: Gráficos do RMSF e RMSD obtidos através da dinâmica de 20 ns do EMP-AF-NH2. a) desvio da 

flutuação média (RMSF) por resíduo ao longo da dinâmica, b) desvio da raiz media quadrática (RMSD) entre 
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a conformação em hélice-  ideal e as demais conformações obtidas ao longo da dinâmica. O RMSD refere-se 

apenas à cadeia principal. 

As variações conformacionais podem ser acompanhadas a partir do gráfico de 

padrões de estrutura secundária por resíduo ao longo da dinâmica. Na figura 3.5 

apresentamos esse gráfico para a simulação do EMP-AF-NH2. Note que a conformação 

inicial corresponde ao padrão helicoidal e é fruto da escolha da estrutura de RMN. A 

dinâmica revela, porém, que as interações com o solvente desestruturam inicialmente (~0 a 

3 ns) os resíduos de 9 a 13 (o resíduo 14, o último, não é classificado pelo programa). Entre 

3 e 4 ns há uma desestruturação, recuperada no próprio intervalo, dos resíduos 7 e 8 e a 

reestruturação em hélice-  dos resíduos 10 a 13. O resíduo 9 permanece fora desse padrão 

até cerca de 10 ns, quando uma nova desestruturação do final da cadeia ocorre. Em seguida 

ocorre um processo lento (escala de nanosegundos), mas que gradativamente recompõe a 

estrutura helicoidal entre os resíduos 3 ao 14, como observado experimentalmente do 

RMN.

Figura 3.5: Padrões de estruturas secundárias por resíduo, ao longo da dinâmica, para o EMP-AF-NH2. Em 

branco, resíduos em conformação aleatória (“coil”); em verde, resíduos em curvas (“bend”); em amarelo, 

resíduos em voltas (“turn”);  em roxo, resíduos em hélice-5 e em azul, resíduos em hélice- .

A figura 3.5 revela também uma característica do protocolo usado nesta simulação, 

ou seja, colocou-se o peptídeo na conformação obtida por RMN em mistura TFE-água. 

Porém o procedimento consistiu em usar uma mistura TFE-água previamente equilibrada, 

que como foi comentado no capitulo II, mostra a formação de “clusters” de TFE, no qual a 

parte hidrofóbica das moléculas, os grupos CF3 tendem a se voltar uns para os outros, 

“escondendo-se” das moléculas de água com as quais não interagem favoravelmente por 
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não formarem ligações de hidrogênio. A dinâmica com o peptídeo deve rearranjar estas 

estruturas adaptando-as à presença deste. Esse processo provoca a desestruturação inicial 

do peptídeo, com as flutuações na estrutura de ligações pelo hidrogênio dos átomos 

eletronegativos O e N da cadeia principal entre resíduos n e n + 4 adjacentes ao C-ternimal.  

A partir do terceiro nanosegundo as variações conformacionais são no sentido de recompor 

a conformação helicoidal. Os resíduos 3 a 8 permanecem nessa conformação por todo o 

período. Depois de 3 ns o resíduo que permanece longo tempo fora da hélice é a  Gly 9 que 

é considerado um resíduo que interfere a conformação helicoidal pela liberdade 

proporcionada pela ausência de cadeia lateral.   

 Outro aspecto importante para analisar a estrutura, especialmente para hélices- , e 

sua estabilidade são as ligações de hidrogênio entre resíduos n e n+4 na cadeia principal. Os 

números de ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 para os átomos N e O da cadeia principal 

do peptídeo, ao longo do tempo, são mostrados na figura 3.6. Estes dados confirmam a 

discussão anterior. Observa-se que o número médio destas ligações é 5 entre 0 e 10 ns, e 8 

entre 14 e 20 ns. Estes números mostram um aumento de 3 ligações de hidrogênio ao longo 

da dinâmica. Tais ligações de hidrogênio que eram encontradas na conformação inicial da 

dinâmica do EMP-AF-NH2, mas se tornaram instáveis durante a fase inicial da dinâmica, 

para se refazer no final, são formadas pelos resíduos: Ala 7 com Ile 11; Lys 8 com Lys 12 e 

Ile 10 com Leu 14.  

Figura 3.6: Gráfico do número de ligações de hidrogênio, do tipo n-n+4, entre os átomos eletronegativos da 

cadeia principal do peptídeo.  

Na tabela 3.2 apresentamos o tempo de permanência, como percentual do tempo de 

simulação, das ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 da cadeia principal do peptídeo. Estes 
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dados mostram, ainda, que as ligações de hidrogênio que contribuem para manter na 

conformação helicoidal os resíduos de 3 a 7, estão formados a maior parte do tempo 

(~80%). O que confirma as informações da figura 3.5. 

1---5 2---6 3---7 4---8 5---9 6---10 7---11 8---12 9---13 10---14 

EMP-AF – 79% 96% 89% 77,1% 55% 41,1% 35,3% 65% 47,1% 

Tabela 3.2: Tempo de permanência das ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 ao longo dos 20 ns de dinâmica 

para EMP-AF-NH2 em mistura de TFE e água.  

 Na figura 3.7 mostramos os gráficos da formação das ligações de hidrogênio que 

contribuem para a inclusão dos resíduos de 10 a 13 na conformação helicoidal do EMP-AF-

NH2.  Nos gráficos 3.7a e 3.7b apresentamos as ligações de hidrogênio entre os átomos O 

Ala 7 com N da Ile 11 e O da Lys 8 com N da Lys 12, que podem ser consideradas 

formadas a partir do 11º ns, período no qual os resíduos 10 e 11 passam a fazer parte da 

conformação helicoidal do peptídeo. Entretanto a ligação entre O da Ile 10 e N da Leu 14 

pode ser considerada formada, em média, nos intervalos de 3 a 10 ns, de 14 a 16 ns e de 18 

a 20 ns contribuindo para a inclusão do 13º resíduo na conformação helicoidal do peptídeo. 

0 5000 10000 15000 20000

0

1

2

L
ig

a
çã

o
 d

e 
H

id
ro

g
ên

io

Tempo (ps)

O Lys 8 com N Lys 12

0 5000 10000 15000 20000

0

1

2

Li
g

aç
ão

 d
e

 H
id

ro
g

ên
io

Tempo (ps)

O Ala 7 com N Ile 11
a) b)



59 

Figura 3.7: Gráfico das ligações de hidrogênio entre os resíduos a) Ala 7 e Ile 11, b) Lys 8 e Lys 12, e c) Ile 

10 e Leu 14. Estas ligações não são encontradas inicialmente, mas se tornam estáveis nos últimos 6 ns da DM. 

 O átomo O da cadeia lateral da Asn 2 forma uma ligação de hidrogênio com o N da 

cadeia principal da Lys 5, durante 91% do tempo de dinâmica (figura 3.8). Esta ligação 

impede a formação da ligação entre o O (cadeia principal) da Ile 1 com o N (cadeia 

principal) da Lys 5, contribuindo para que os resíduos do N-terminal permaneçam em 

conformação aleatória.

É interessante observar que estes dados da dinâmica permitem compreender o 

comportamento do RMSF apresentado na figura 3.4a. A ligação de hidrogênio que envolve 

a Asn 2 e a Lys 5, discutido acima, praticamente fixa o resíduo 2, como se vê do RMSF. Os 

resíduos 3 a 6 participam de ligações de hidrogênio a maior parte do tempo e se mantém na 

estrutura de hélice- , praticamente, durante toda a dinâmica e o RMSF reflete somente 

oscilações pequenas dessa estrutura e movimentos de grupos laterais. 

 Os resíduos de 7 a 12 têm uma intermitência maior na estrutura e na estabilidade das 

ligações de hidrogênio e apresentam RMSF crescentes, a exceção do resíduo 9, uma 

glicina, que apesar de não mostrar o padrão de hélice-  pela maior parte da dinâmica, não 

possui cadeia lateral. Finalmente, os maiores valores do RMSF ocorrem para os resíduos 13 

e 14 que são aqueles para os quais as ligações de hidrogênio são menos estáveis. 
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Figura 3.8: Gráfico das ligações de hidrogênio entre os átomo O da cadeia lateral da Asn 2 e o N da cadeia 

principal da Lys 5. OD1 é nome usado para o átomo de oxigênio da cadeia lateral da asparagina.

Macro-dipolo da hélice: 

 O macro-dipolo da hélice, formado pelos dipolos das ligações peptídicas, foi 

calculado ao longo da dinâmica. Na figura 3.9, podemos observar o gráfico do momento de 

macro-dipolo da hélice, que tem seu valor médio igual a 0,45 nm e de 0 a 10 ns, mas de 14 

a 20 ns teve um aumento, apresentando um de macro-dipolo médio de 0,75 nm e. Este 

aumento se deve ao melhor alinhamento dos dipolos da hélice do peptídeo, refletindo a 

aproximação de sua conformação àquela da hélice-  ideal (figura 3.4b). 
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Análise de Solvatação: 

 A anfipaticidade da conformação helicoidal pode ser estudada pela análise do perfil 

de solvatação em torno dos grupos laterais e da cadeia principal do peptídeo. Esta análise 

foi feita por meio da integração (“Run Integration Number” - RIN) da função de 

Distribuição Radial de Pares (g(r)). 

 RIN é o número médio de um dado átomo ou grupo de átomo contido numa esfera 

de raio r centrada em outro átomo ou grupo previamente escolhido. Nestas análises 

escolhemos os grupos de carga (NH3
+), polares (NH2 ou OH) ou hidrofóbicos (CH3 ou CH2)

da cadeia lateral do peptídeo, e calculamos a distribuição das moléculas do solvente em 

torno destes grupos. A figura 3.10 mostra a estrutura média do peptídeo em hélice- , obtida 

no intervalo de 14 a 20 ns da simulação, projetada no plano normal a seu eixo.  

Figura 3.10: Estrutura média da hélice-  do EMP-AF-NH2 obtida no intervalo de 14 a 20 ns. Estrutura 

projetada no plano normal ao eixo da hélice. Em amarelo, estão marcadas as cadeias laterais dos resíduos 

hidrofóbicos Leu 4, Ile 6, Ile 10 e, em azul os grupos carregados. 

 Os resíduos hidrofóbicos (Leu 3, Leu 4, Ile 6, Ala 7, Ile 10, Ile 11 e Leu 14) desta 

estrutura concentram-se de um lado da hélice, enquanto que os resíduos polares (Asn 2 e 

Ser 13) e carregados (Lys 5, Lys 8 e Lys 12) estão na face oposta. 
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 Na figura 3.11 apresentamos o gráfico de RIN para os grupos hidrofóbicos 

mostrados na figura 3.10. Os três átomos de flúor (F1, F2 e F3) das moléculas de TFE 

foram selecionados, e nas curvas em azul temos o número médio de centros de massa 

destes três átomos em torno de um determinado grupo, em preto apresentamos o número 

médio de átomos O (OW) da molécula de água, e em vermelho número médio de átomos O 

(OA) da molécula de TFE. Para o resíduo de leucina, posição 4, selecionamos o átomo de 

carbono (C - átomo “CH”) ligado ao C . Nas isoleucinas (Ile 6 e Ile 10) selecionamos o 

átomo carbono (“CH3”) da cadeia lateral mais exposto ao solvente.  

Figura 3.11: Gráficos da integral da função de distribuição radial de pares (RIN) para os grupos da cadeia 

lateral dos resíduos hidrofóbicos (Leu 4, Ile 6 e Ile 10). Em azul, RIN para o centro de massa dos átomos de 

flúor da molécula de TFE, em preto o RIN para os átomos de O (OW) das moléculas de água e em vermelho o 

RIN para os átomos de O (OA) das moléculas de TFE. 

 Fixando a distancia radial em 5 Å (0,5 nm) encontramos a seguinte relação entre os 

números de centros de massa dos átomos de flúor (F), oxigênio da água (OW) e oxigênio 

do TFE (OA) (F:OW:OA): para Leu 4 – 6,8:3:1, para Ile 6 – 5,8:0,5:0,5 e para Ile 10 – 

6,2:0,5:0,8. Estes dados evidenciam que a região em que se localizam os resíduos 

hidrofóbicos é solvatada preferencialmente pelas moléculas de TFE, além de confirmar as 

localizações dos resíduos na região hidrofóbica. Por exemplo, a Leu 4 encontra-se nas 

proximidades da interface das faces hidrofóbica e hidrofílica, e se comparada com as 

isoleucinas tem, em média, mais moléculas de água nas proximidades.  

 As curvas de RIN para as três lisinas são aproximadamente iguais. Na figura 3.12, 

apresentamos o gráfico para a Lys 8, como exemplo. 
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 O grupo NH3
+ da cadeia lateral das lisinas são preferencialmente solvatadas com 

moléculas de água. Para a Lys 8, em 5 Å, temos 9 moléculas de água para 2,5 moléculas de 

TFE com os átomos de flúor apontados para a carga e 1 molécula de TFE com o oxigênio 

apontado. A solvatação das lisinas evidencia que a face hidrofílica é solvatada 

preferencialmente com moléculas de água. 

  Os resíduos polares Asn 2 e Ser 13 têm seus gráficos de RIN mostrados na figura 

3.13. Para a asparagina selecionamos o grupo NH2 da cadeia lateral e para serina o grupo 

OH da cadeia lateral. 

    

Figura 3.13: Gráfico de RIN dos resíduos polares do peptídeo. Para a Asn 2 escolhemos o grupo NH2 da 

cadeia lateral, e para a Ser 3 o grupo OH também da cadeia lateral. 

 A Asn 2 tem seu grupo NH2 na região hidrofílica, e isso se reflete nas proporções 

discutidas anteriormente. Para ela F:OW:OA é 3,2:6,2:1 ou seja, para r = 5 Å tem-se, em 

média 2 moléculas de água para cada uma de TFE com os átomos flúor apontados para o 

grupo NH2. A Ser 13 tem seu grupo OH localizado na interface hidrofóbica-hidrofílica, e 

apresenta, nesse mesmo raio, as frações 4:4,5:1,5, concordante com essa localização. 
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Figura 3.12: Gráfico da integral de função de 

distribuição radial de pares (RIN), do grupo NH3
+

da cadeia lateral da Lys 8. 
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 Na figura 3.14 apresentamos, vista de outro ângulo, a mesma hélice-  anfipática da 

figura 3.10. Em preto estão representados os átomos que compõem a cadeia principal do 

peptídeo, em amarelo estão as cadeias laterais dos resíduos que compõem a face 

hidrofóbica da hélice (Leu3, Leu 4, Ile6, Ala 7, Ile 10 e Ile 11), em azul as cadeias laterais 

dos resíduos que compõem a face hidrofílica da hélice (Asn 2, Lys 5, Lys8, Gly 9, Lys 12 e 

Ser 13) e em cinza as cadeias laterais dos resíduos dos terminais (Ile1 e Leu 14). 

   

Figura 3.14: Representação da hélice-  anfipática do peptídeo, estrutura média obtida no intervalo de 14 a 20 

ns. Em preto temos a cadeia principal, em azul as cadeias laterais dos resíduos que estão na região hidrofílica 

da hélice (Asn 2, Lys 5, Lys8, Gly 9, Lys 12 e Ser 13), em amarelo as cadeias laterais dos resíduos que estão 

na região hidrofóbica da hélice (Leu3, Leu 4, Ile6, Ala 7, Ile 10 e Ile 11) e em cinza os dois resíduos dos 

terminais (Ile 1 e Leu 14)  
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Figura 3.15: Gráfico de RIN dos resíduos hidrofóbicos e hidrofílicos do peptídeo. Em a) apresentamos o RIN 

dos resíduos que estão na face hidrofóbica da hélice (Leu3, Leu 4, Ile6, Ala 7, Ile 10 e Ile 11). Em b) 

apresentamos o RIN da cadeia principal dos resíduos que estão na face hidrofílica da hélice (Asn 2, Lys 5, 

Lys8, Gly 9, Lys 12 e Ser 13).  

 Se escolhermos o centro de massa dos resíduos da face hidrofóbica e dos resíduos 

da face hidrofílica teremos uma idéia da distribuição de moléculas d’agua e de TFE nestas 

faces. Na figura 3.15a temos o gráfico de RIN para os resíduos da face hidrofóbica, que 

para distâncias de até 5 Å, tem em média 3,6 moléculas de TFE com os átomos de flúor 

apontados para o peptídeo, 0,6 moléculas de água e 0,5 molécula de TFE com o OA 

apontado para o peptídeo. Esta região do peptídeo, como esperado, é preferencialmente 

solvatada por moléculas de TFE. No gráfico da figura 3.15b, por outro lado, mostramos o 

perfil de solvatação em torno dos resíduos que compõe a face hidrofílica da hélice. Ainda 

para uma distância radial de 5 Å, obtemos 2,8 moléculas, em média, de TFE como os 

átomos de flúor apontados para a hélice, 4,2 moléculas de água. Nesta região há uma 

predominância da solvatação por moléculas de água. O número proporcionalmente grande 

de moléculas de TFE em torno da região hidrofílica da hélice deve-se à presença de grupos 

apolares metilênicos (CH, CH2 e CH3) nas cadeias laterais das lisinas. Estes grupos são 

hidrofóbicos e são solvatados preferencialmente pelos átomos de flúor do TFE.  
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Correlação com dados experimentais de estrutura do EMP-AF-NH2:

Dados experimentais sobre estrutura do EMP-AF-NH2 e seus análogos estão 

restritos ao dicroísmo circular (CD) e ressonância magnética nuclear (RMN). Dados de CD 

mostram que em mistura TFE-água eles apresentam significativo percentual de hélice- :

54% em 40:60 (v/v) (dos Santos Cabrera el al.; 2004) e 62% em 30:70 (Sforza et al.; 2004). 

Em ambiente mais aniônico, como na presença de micelas de SDS (8 mM) os autores acima 

reportam, respectivamente, 72% e 83% para esse percentual.  

Os dados de DM apresentados nesta seção mostram que, após um período inicial de 

rearranjo dinâmico da mistura em torno do peptídeo, que produz alterações em relação a 

estrutura inicial do mesmo, uma porção em hélice-  se estabiliza entre os resíduos 3 a 12 

ou 13. Isso fornece um percentual de resíduos em hélice igual a 71% ou 78% que é 

compatível com os dados de CD.  

Experimentos de RMN em mistura TFE-água mostram uma estrutura helicoidal 

entre os resíduos 3 a 14. Este dado está confirmado pela dinâmica aqui realizada, 

especialmente para o período final da simulação.  

3.4 Eumenine Mastoparano-AF com C-Terminal  

carboxilado (EMP-AF-OH) 

A atividade e estruturação de análogos com C-terminal carboxilado (não amidado) 

de peptídeos extraídos do veneno de vespa têm sido estudados do ponto de vista 

experimental e teórico (Sforça et al., 2004; Lorenzi, 2002, dos Santos Cabrera et al., 2004). 

No capítulo introdutório (seção 1.2.8) destacamos as diferenças nas atividades dos 

peptídeos antimicrobianos, relacionando-as com a amidação do C-terminal.  Nesta seção 

apresentamos um estudo, por DM, das propriedades estruturais do EMP-AF-OH (ou EMP-

AF1) partindo de sua estrutura obtida por RMN. Verificamos dessa análise a estabilidade 

da porção helicoidal do 3º ao 7º resíduo, e as oscilações dos resíduos 8, 9 e 10 dentro desta 

porção helicoidal. 
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3.4.1 Métodos 

A primeira das 20 cadeias obtidas por RMN do EMP-AF-OH (EMP-AF1) em 

misturas de TFE e água (30:70) (Sforça et al., 2004) foi usada como estrutura inicial na 

simulação. Essa estrutura é uma hélice-  anfipática do 3º ao 10º resíduos e está 

representada nas figuras 1.8. As três lisinas, o N-terminal (NH3
+) e o C-terminal (COOH) 

foram carregados, deixando o peptídeo com uma carga líquida +3. Para neutralizar a caixa 

de simulação três íons de cloro foram incluídos. O sistema final contém 7231 átomos em 

uma caixa cúbica inicial de 4,5 nm. Destes, 1414 átomos compõe as 202 moléculas de TFE, 

5679 átomos compõe as 1893 moléculas de água, 135 átomos compõe os 14 resíduos do 

peptídeo e 3 são os íons de Cl-. O campo de forças e o protocolo de simulação são os 

mesmos descritos nas seções anteriores (discutidas no capitulo 2).  

3.4.2 Resultados e Discussões 

Variações nos Determinantes Estruturais: 

As variações estruturais do EMPAF-OH com o tempo podem ser visualizadas no 

seu conjunto pelo gráfico de padrões de estrutura secundária por resíduo, mostrado na 

figura 3.16. Observa-se que existem intervalos, razoavelmente bem caracterizados, nos 

quais o número de resíduos em conformação tipo hélice-  varia. Nos intervalos (I) 1 a 4,5 

ns e (II) 10 a 15 ns, por exemplo, os resíduos de 3 a 10 encontram-se em estrutura de 

hélice- , enquanto nos intervalos de (III) 4,5 a 10 e de (IV) 15 a 20 ns o número de 

resíduos em hélice-  é menor, no trecho do 3 ao 7. Os resíduos de 11 a 14 variam muito 

entre os vários padrões e, em boa parte da dinâmica, apresentação em conformação 

aleatória.  
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Figura 3.16: Padrões de estruturas secundárias por resíduo, ao longo da dinâmica, para o EMP-AF-OH. Em 

branco, resíduos em conformação aleatória (“coil”); em verde, resíduos em curvas (“bend”); em amarelo, 

resíduos em voltas (“turn”); em roxo, resíduos em hélice-5; em preto, resíduos em folha-  e em azul, resíduos 

em hélice- .

Esse tipo de comportamento é comprovado também pela análise do RMSD dos 

instantâneos do peptídeo ao longo da dinâmica e a estrutura inicial. Na figura 3.17 

mostramos as curvas de RMSD em função do tempo para a cadeia principal (em preto) e 

para os átomos da cadeia principal limitado aos resíduos de 3 a 10 (em vermelho). Os 

“dentes” dessa curva nos intervalos apontados acima evidenciam a desarrumação ocorrida 

entre os resíduos 8 a 10, como podemos ver também da figura 3.16. Variações estruturais 

desse porte no meio da cadeia peptídica produzem, obviamente, grandes flutuações nas 

posições dos átomos das extremidades do peptídeo, como se pode ver da curva de RMSD 

para toda a cadeia principal (curva preta). 

Nos intervalos I e II a região central do peptídeo (resíduos 3 a 10) se aproxima de 

uma hélice-  ideal, como se pode ver da figura 3.18, na qual o RMSD da cadeia principal é 

confrontado com o de uma hélice-  ideal.  
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Exemplos de estruturas formadas nos intervalos de I a IV estão apresentados na 

figura 3.19. As estruturas mostradas correspondem a instantes no centro dos intervalos. 

Duas observações são pertinentes: 1) a hélice-  do resíduo 3 ao 7 mostra-se estável, 

enquanto os resíduos 8 a 10 entram e saem dessa hélice e 2) os resíduos de 11 a 14 

apresentam significativa liberdade conformacional e não se estabilizam em nenhum padrão 

de estrutura secundária ao longo da dinâmica.  

Figura 3.17: Gráfico do RMSD entre a estrutura de 

partida minimizada e as demais conformações 

encontradas ao longo da dinâmica. Em preto trata-se 

do RMSD da cadeia principal de todos os resíduos. 

Em azul, da cadeia principal do 3º ao 10º resíduo. 

Figura 3.18: Gráfico do RMSD entre a 

conformação em hélice-  ideal e as das demais 

conformações obtidas ao longo da dinâmica. O 

RMSD é calculado apenas da cadeia principal. 
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Figura 3.19: Representação das conformações obtidas em diferentes tempos da dinâmica. As cadeias 

principais estão representadas por uma fita cinza, a parte mais grossa da fita representa os resíduos na 

conformação de hélice- .

Essa afirmação pode ser confirmada pela análise dos ângulos diedrais e das ligações 

de hidrogênio. Na figura 3.20 apresentamos as trajetórias correspondentes aos ângulos 

diedrais  e  dos resíduos 7 ao 10. 

Figura 3.20: Gráficos de  e  ao longo da dinâmica, para os resíduos Ala 7, Lys 8, Gly 9 e Ile 10. 

Para a Ala 7, os valores de  variam em torno de  -60  e os valores de  variam em 

torno de -43 , ângulos típicos de conformação em hélice- . No caso da Lys 8, nos 

intervalos de 5 a 10 ns e de 15 a 20 ns,  e  desviam dos valores típicos da hélice- .

Nestes intervalos o mesmo ocorre para a Gly 9 e para a Ile 10. Isso está coerente com os 

resultados do gráfico de padrões (fig. 3.16) e, como veremos posteriormente com os 
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padrões de ligações de hidrogênio do tipo n-n+4. Nos intervalos apontados os ângulos  e 

estão distribuídos na região dos valores de folha-  “permitida”.

Na figura 3.21 mostramos os valores de (  e ) para os resíduos Ile 11, Lys 12 e Ser 

13. Vê-se que eles oscilam entre a região de hélice-  e folha-  se considerarmos a região 

“permitida”.

Figura 3.21: Gráficos de  e  ao longo da dinâmica, para os resíduos Ile 11, Lys 12 e Ser 13. 

A análise das ligações de hidrogênio entre os átomos eletronegativos (N e O) da 

cadeia principal mostra que as ligações do tipo n-n+4 são encontradas somente entre os 

resíduos 3 ao 10. Três ligações de hidrogênio são mantidas fixas ao longo da dinâmica, são 

elas: O da Asn 2 com N da Ile 6 (Tempo de permanência = 73%), O da Leu 3 com N da Ala 

7 (Tempo de permanência = 94%) e O da Leu 4 com N da Lys 8 (Tempo de permanência = 

90%). Na figura 3.22 apresentamos o gráfico do número de ligações de hidrogênio do tipo 

n – n+4 ao longo do tempo.  Novamente está explicito o comportamento revelado pelos 

demais dados já discutidos, ou seja, nos intervalos ~5 a 10 ns e ~15 a 18 ns o número de 
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ligações de hidrogênio n-n+4, que caracterizam o padrão de hélice- , diminuem pela 

metade em relação ao restante da dinâmica.  

Figura 3.22: Gráfico do número de ligações de hidrogênio, do tipo n – n+4, entre os átomos eletronegativos 

(N e O) da cadeia principal do peptídeo.  

As ligações de hidrogênio que não são estáveis nesses períodos são entre O da Lys 5 

com N da Gly 9, O da Ile 6 com N da Ile 10 e O da Ala 7 com N da Ile 11, como revelam 

os resultados sobre a existência (1) ou não (zero) mostrados na figura 3.23 . 

 Por outro lado, diferentemente dos resultados para o EMPAF-NH2, não 

encontramos ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 entre os resíduos Ile 1 e Lys 5, Gly 9 e 

Ser 13 e Ile 10 e Leu 14. O que confirma a exclusão destes resíduos da porção helicoidal.   

A ligação de hidrogênio entre O da Lys 5 com N da Gly 9 (figura 3.23a) apresenta um 

percentual temporal de existência de 49%, ou seja metade do tempo da dinâmica formada e 

a outra metade não. No intervalo de tempo de 5 a 10 ns esta ligação não está formada, 

assim como no intervalo de 0 a 1,5 ns e de 17,3 a 18,5 ns. Observamos para a ligação entre 

O da Ile 6 com N da Ile 10 (figura 3.23b) que, em média, nos intervalos 5 a 10 ns e de 15 a 

20 ns, pode ser considerada instável e nos demais intervalos, se estabiliza. Seu percentual 

temporal de existência é de 51%, condizente com a sua sobrevivência nos intervalos. O 

mesmo acontece com a ligação entre O da Ala 7 com N da Ile 11 (figura 3.23c), que nos 

intervalos de 5 a 10 ns e de 15 a 20ns não é formada e nos outro dois intervalos é formada e 

estável, apresentando um percentual temporal de existência de 41%. A ligação de 
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hidrogênio entre o O da Lys 8 com N da Lys 12 não é formada em nenhum momento ao 

longo da dinâmica. Não encontramos ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 entre os 

resíduos Ile 1 e Lys 5, Gly 9 e Ser 13 e Ile 10 e Leu 14. O que confirma a exclusão destes 

resíduos da porção helicoidal.   

Figura 3.23: Gráfico das ligações de hidrogênio entre os átomos eletronegativos (N e O) da cadeia principal 

dos resíduos O Lys 5 com N Gly 9 (a), O Ile 6 com N Ile 10 (b) e O Ala 7 com N Ile 11 (c). 

Análise das distâncias entre as cargas das cadeias laterais: 

Considerando que a única modificação introduzida em relação ao EMPAF-NH2 foi 

a desamidação do C-terminal, o que implica no carregamento do grupo carboxila desse 

terminal, ou à introdução de uma carga negativa nesse extremo do peptídeo. Isso introduz 

uma variação na distribuição de cargas no peptídeo, o que sugere que devemos analisar a 

relevância das interações eletrostáticas entre os grupos carregados e polares. Isso pode ser 

feito por meio da análise das distâncias entre estes grupos. No caso os grupos carregados 
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são NH3
+, Lys 5, Lys 8 e Lys 12 (cargas positivas), o O- do C-terminal (carga negativa) e os 

grupos polares Ser 13 e Asn 2.  

Figura 3.24: Gráficos das distâncias entre as lisinas e a carga O- do C-terminal. Em a) mostramos a distância 

entre a carga da Lys 12 e a carga O- do C-terminal.  Em b), a distância entre a carga da Lys 8 e a carga O- do 

C-terminal. Em c), a distância entre a carga da Lys 5 e a carga O- do C-terminal. 

Na figura 3.24 estão mostradas as trajetórias das distâncias dos grupos NH3
+ das 

lisinas 12 (a), 8 (b) e 5 (c) com o O- do C- terminal.  Para avaliar o papel da interação deve-

se ter em mente as distâncias médias entre estes mesmos grupos com o grupo amida na 

simulação do EMPAF-NH2, ou seja, (11 ± 1,8) Å, (14,7 ± 2,2) Å e (18 ± 2,7) Å, 

respectivamente, com Lys 12, Lys 8 e Lys 5. Comparando esses valores médios com os 

valores instantâneos da simulação do EMPAF-OH, vê-se que, em média, há uma 

aproximação destes grupos com a carga negativa.  A liberdade conformacional representada 

pela Gly 9 promove a aproximação da carga negativa com as lisinas 8 e 12. Da figura 3.24b 
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vê-se que nos primeiros 5 ns a aproximação ocorre entre a lisina 8 e o terminal negativo.  

No intervalo entre 5 e 10 ns, no qual a estrutura helicoidal dos resíduos 8 a 10 é perdida 

estes grupos estão distantes. A hélice-  mantida dos resíduos 3 ao 10 nos 5 ns subseqüentes 

está correlacionada com a distancia entre o terminal carregado negativamente e as lisinas 8 

e 12 de forma complementar. Nesse sentido parece razoável afirmar que a interação 

eletrostática entre a carga das lisinas 8 e 12 com a carga negativa do C-terminal é 

fundamental para a manutenção e uma porção maior de hélice no peptídeo. A aproximação 

entre estes grupos favorece a conformação dos demais resíduos (de 11 a 14) que oscilam 

com valores de  e  que varrem toda a região generosamente permitida do mapa de 

Ramachandran e, nesse sentido são classificados como em conformação aleatória.  

Macro-dipolo da hélice: 

 O macro-dipolo da hélice foi calculado apenas dos resíduos que estão em hélice ao 

longo da dinâmica. Na figura 3.25 observamos o gráfico do momento de macro-dipolo da 

hélice, que tem seu valor médio igual a 0,5 nm e de 0 a 5 ns; 0,4 nm e de 5 a 10 ns; 0,56 nm 

e de 10 a 15 ns; e 0,45 nm e de 15 a 20 ns. Estas oscilações mostram que o peptídeo tem o 

valor do macro-dipolo da hélice diminuído a medida que alguns resíduos saem da 

conformação helicoidal. O aumento no valor do macro-dipolo médio em determinados 

intervalos se deve a um melhor alinhamento dos dipolos das ligações peptídicas dos 

resíduos 7 e 8, 8 e 9 e 9 e 10.  

Figura 3.25: Gráfico do Macro-dipolo da hélice 

do peptídeo EMP-AF-O- ao logo da dinâmica.  
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Perfil de Solvatação:

A análise do perfil de solvatação das cadeias laterais do peptídeo revela aquilo que 

se esperava, ou seja, os resíduos carregados e/ ou polares são solvatados preferencialmente 

por moléculas d’água, enquanto os resíduos hidrofóbicos têm predominância de grupos 

flúor do TFE voltados para eles. Isso foi observado das curvas do número de grupos (água, 

por meio do oxigênio ou flúor, por meio do centro de massa dos três átomos de flúor do 

TFE) contidos no volume esférico de raio r a partir do átomo ou grupo de átomos escolhido 

no resíduo, as curvas RIN vs r. 

Nos gráficos da figura 3.26 apresentamos as curvas de RIN para os carbonos-  de 

todos os resíduos do EMP-AF-OH.  Como a distância média entre dois C  na cadeia é de 

aproximadamente 4 Å e para minimizar o efeito da contagem de um mesmo grupo para 

mais de um C  tomamos como base da análise a distancia r = 5 Å restringindo a análise aos 

resíduos impares. A despeito disso apresentamos as curvas RIN como função de r para 

todos os resíduos, com as quais é fácil comprovar que as conclusões não se alteram se ao 

invés dos impares tomarmos os resíduos pares. Para cada resíduo dois pares de curvas são 

apresentados e eles correspondem aos intervalos de tempo de 5 a 10 ns (curvas continuas) e 

de 10 a 15 ns (curvas tracejadas).  

O primeiro resíduo contém um grupo NH3
+ e está solvatado por água numa razão de 

2:6 (TFE:água), o que era esperado tanto pelo fato resíduo ser carregado como da liberdade 

conformacional de que ele goza. Os resíduos 3, 5, 7, 9 e 11 são solvatados 

preferencialmente pelos grupos flúor do TFE. As razões aproximadas para cada caso são: 

C  3 (3:1); C  5 (3,7:0,8) e C  7 (3,7:1,1) no intervalo de 5 a 10 ns e (3,7:0,2) no intervalo 

10 a 15 ns; C  9 (5:2) e C  11 (2,8:1,8) no intervalo 5 a 10 ns e (2,8:1) no intervalo 10 a 15 

ns. O C  13, por outro lado, é solvatado por água na relação 2:4. Estes dados são coerentes 

com as demais análises realizadas nesta seção. Os perfis de solvatação dos resíduos 3 e 5 

são coerentes com os tempos de permanência das ligações de hidrogênio entre o resíduos 3-

7, 4-8 que persistem por quase a totalidade da dinâmica e mantém os resíduos de 3 a 7 na 

conformação helicoidal durante toda a integração. A queda nessa proporção verificada para 

o C  7 no intervalo de 5 a 10 ns está correlacionado com a desestruturação da hélice-  dos 

resíduos 8 a 10 e isso é o que se verifica nas curvas de existência de ligação de hidrogênio 

entre os resíduos 7 e 11. No intervalo de 10 a 15 ns, por outro lado, essa ligação está 
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formada e a proporção TFE:água corrobora isso. O C  9, uma glicina, resíduo com baixa 

propensão a conformação helicoidal, apresenta o perfil de solvatação acima por estar 

ladeado pela esquerda por uma lisina (Lys 8) que, apesar do grupo carregado possui cadeia 

lateral longa, com quatro grupos metilênicos e do lado direito uma isoleucina (Ile10) que é 

hidrofóbico. Apesar desse perfil a ligação de hidrogênio o O da Lys 5 e o N da Gly 9 

permanece formada somente no segundo dos intervalos acima. A relação TFE:água para o 

C  13 é coerente com o fato da desestruturação ocorrida com o C-terminal do peptídeo e 

com o fato dele ser um resíduo polar.
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Figura 3.26: Gráficos das curvas de RIN para o EMP-AF-OH durante os intervalos de 5 a 10 ns (linha 

contínua) e de 10 a 15 ns (linha tracejada). Em preto apresentamos as curvas de RIN entre os C s e os átomos 

de oxigênio (OW) das moléculas de água. Em azul, as curvas de RIN entre os C s e os centros de massas 

entre os três átomos de flúor (F) das moléculas de TFE.  

Confronto com dados da literatura 

 Assim como para o EMP-AF-NH2 os dados estruturais existentes na literatura para 

o análogo EMP-AF-OH são de dados de CD e RMN. O percentual de hélice- , em misturas 

TFE-água na proporção (40:60) é 22% (Cabrera et al.; 2004) e em (30:70) é 29% Sforça et 

al.; 2004). Em ambiente aniônico, como na presença de micelas de SDS (8 mM), estes 

autores reportam 29% e 31%, respectivamente.  

 Os resultados da dinâmica discutidos nesta seção mostram uma hélice-  estável 

entre os resíduos 3 e 7, ou seja, uma fração de aproximadamente 36%, que está coerente 

com os dados acima. Porém existem intervalos em que esse percentual cresce para 57%, 

quando os resíduos de 8 a 10 se tornam parte da hélice.  

 Sforça e colaboradores (2004) obtiveram também a estrutura desse peptídeo por 

RMN. A conclusão sobre a estrutura do peptídeo é que ela seria uma hélice-  entre os 

resíduos 3 e 8 (percentual de 43%), com um conjunto de quatro tipos de conformações 

entre os resíduos 10 e 14, articulados pela Gly 9.  Os autores apresentam também dados de 

DM que suportam estas conclusões.  

 Como dos resultados acima não pudemos aferir com segurança nenhum padrão para 

a região dos resíduos de 10 a 14, convém destacarmos algumas diferenças entre as 

dinâmicas: 1) o número de moléculas de solvente utilizada neste trabalho é superior à usada 

no trabalho referido ( ~202 para 64 moléculas de TFE e 1893 para 804 moléculas de água); 

2) a estrutura inicial que utilizamos foi a estrutura de RMN publicada pelos autores 

enquanto eles usaram uma hélice-  ideal como estrutura inicial; 3) os autores usaram um 

raio de corte de 0,8 nm para as interações de curto alcance, enquanto aqui usamos um raio 

de corte de 1,4 nm; 4) os autores usaram o campo de forças do GROMACS com todos os 

átomos de hidrogênio tratados explicitamente, enquanto aqui foi utilizado o campo de 

forças com átomo unido e 5) o tempo total de simulação foi de 5 ns no trabalho referido e 

neste trabalho de 20 ns.  
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 Nos resultados apresentados na seção 3.2, a simulação do EMP-AF-NH2 em água, 

iniciando a dinâmica da estrutura helicoidal, mostrou que a cadeia começa a se 

desestruturar somente por volta de 5 ns, mantendo até esse instante, praticamente, todos os 

resíduos em hélice.   

 Uma simulação de 20 ns foi realizada, utilizando como estrutura inicial a hélice-

do EMP-AF-NH2, mas com o C-terminal desamidado, isto é, com o grupo amida NH2

clivado e com o grupo carboxila remanescente carregado negativamente. O restante do 

protocolo é o mesmo descrito nesta seção. O gráfico de padrões para essa dinâmica está 

reproduzido na figura 3.27.  

Figura 3.27: Padrões de estruturas secundárias por resíduo, ao longo da dinâmica, para o EMP-AF 

carboxilado. Em branco, resíduos em conformação aleatória (“coil”); em verde, resíduos em curvas (“bend”); 

em amarelo, resíduos em voltas (“turn”); em roxo, resíduos em hélice-5; em preto, resíduos em folha-  e em 

azul, resíduos em hélice- .

Da figura é evidente que: (1) os resíduos 3 a 7 se mantêm em conformação de 

hélice-  durante a dinâmica; (2) cerca de 5 ns são necessários para os resíduos de 8 a 11 

comecem a se desestruturar e (3) os resíduos de 8 a 11 têm considerável liberdade 

conformacional, retornando com o tempo à conformação helicoidal.  A análise poderia 

proceder no mesmo sentido daquela apresentada nesta seção. Na sua essência qualitativa, 

no entanto, elas são equivalentes.  

Tempo (ps)

R
es

íd
uo

Tempo (ps)

R
es

íd
uo
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Tanto os resultados da dinâmica molecular quanto os resultados de RMN 

concordam na manutenção da estrutura helicoidal entre os resíduos 3 a 7, seja a dinâmica 

curta, 5 ns (Sforça et al.; 2004) ou as mais longas mostradas neste trabalho.  

3.5 Discussão e Conclusões 

No capitulo 1 e na introdução deste capítulo enfatizamos a estrutura helicoidal 

anfipática como sendo uma característica fundamental para o modo de ação de muitos 

peptídeos antimicrobianos, em particular os pertencentes à família dos Mastoparanos 

extraídos do veneno de vespas. Particularmente discutiu-se que a amidação do C-terminal é 

fundamental para justificar as características antimicrobianas e hemolíticas do EMP-AF. O 

mecanismo de ação com membranas parece ser o de efeito detergente, ou seja, há uma 

acumulação de peptídeos que vão gradativamente perturbando a estrutura da bicamada 

lipídica (afinamento) até que a mesma se rompa, deixando vazar moléculas fundamentais à 

sua manutenção. Nesse mecanismo os peptídeos são alinhados com seus eixos paralelos à 

membrana e serão tanto mais eficientes quanto mais se aprofundarem para o interior da 

bicamada lipidica. Por isso é fundamental o caráter helicoidal e anfipático, pois a face 

hidrofóbica ficará “enterrada” no interior da bicamada, que também é hidrofóbica, 

enquanto a face hidrofílica, catiônica, interage com as cabeças polares, sejam elas 

zwiterionicas ou aniônicas. Nesse sentido, conceitos como helicidade, anfipaticidade, 

hidrofobicidade, ângulo polar, amidação do C-terminal são utilizados na análise.  

Propusemos também a discussão da importância da amidação do C-terminal, 

utilizando o Mastoparano EMP-AF, ambos na forma amidada (EMP-AF-NH2) ou na forma 

carboxilada (EMP-AF-O-). A forma amidada tem uma eficiência 50% maior para a 

degranulação de mastócitos de células de rato quando comparado à forma carboxilada, em 

10-5 M. Em eritrócitos humanos a forma carboxilada não apresenta qualquer atividade 

hemolítica, enquanto a forma amidada é hemolítica (Konno et al.; 2000, Cabrera et al.; 

2004).  

A perda de atividade antimicrobiana e hemolitica pelo EMP-AF-OH está associada 

à redução do conteúdo helicoidal, à diminuição da anfipaticidade. De fato, as simulações 

realizadas neste capítulo mostraram que: 
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(1) Para o EMP-AF-NH2 o conteúdo helicoidal é alto, entre os resíduos 3 a 14, a 

anfipaticidade está bem caracterizada nas faces hidrofóbica e hidrofílica, a cadeia principal 

é solvatada preferencialmente por grupos CF3 do TFE, o que permite que a rede de ligações 

de hidrogênio n-n+4 mantenha a hélice-  e sugere uma forte interação com a parte 

hidrofóbica da membrana lipídica. A glicina não possui cadeia lateral e por isso apresenta 

grande liberdade conformacional e permite a exposição dos átomos eletronegativos da 

cadeia principal ao solvente. Essas características fazem da glicina um resíduo 

“desestabilizador” de hélices em solvente polar como a água. Resíduos polares e ou 

carregados interagem favoravelmente com o solvente polar e também tem essa 

característica por que o solvente polar pode também interagir com a cadeia principal. Uma 

exceção é a lisina por causa dos quatro grupos metilênicos da cadeia lateral. A seqüência 

primária do EMP-AF apresenta dois blocos com características distintas para essa 

abordagem. Os resíduos de 3 a 8 (Leu 3 – Leu 4 – Lys 5 – Ile 6 – Ala 7 – Lys 8) interagem 

com solvente polar de forma desfavorável, protegendo as ligações de hidrogênio da cadeia 

principal (as lisinas pela presença dos grupos metilênicos), enquanto os resíduos de 9 a 14 

(Gly 9 – Ile 10 – Ile 11 – Lys 12 – Ser 13 – Leu 14) têm tendência contrária. É por isso que 

em solução aquosa essa parte da hélice é que se desestrutura primeiro, como vimos na 

seção 3.2. A despeito da presença do grupo amida no C-terminal, que permite aumentar a 

rede de ligações de hidrogênio e, potencialmente, favorece a estruturação em hélice, em 

solvente aquoso a presença da glicina, das isoleucinas e da serina (polar) induzem a 

desestruturação do peptídeo. Em misturas TFE-água a solvatação da cadeia principal por 

grupos CF3 protege em parte a rede de ligações de hidrogênio e a presença do grupo amida 

no C-terminal, com mais uma ligação (O da Ile 11 com o NH2) estabiliza a conformação 

em hélice-  do resíduo 3 ao 14. Esse comportamento pode ser visto tanto dos gráficos de 

RIN como da evolução temporal do macro-dipolo da hélice (figura 3.10) que cresce com a 

aproximação da estrutura do peptídeo da hélice ideal.  

(2) Para o EMP-AF-OH encontramos uma fração de resíduos em hélice 

relativamente baixo, do resíduo 3 ao 7, a idéia de anfipaticidade está comprometida, 

embora o perfil de solvatação das cadeias laterais ainda apresente preferência por grupos 

CF3 entre os resíduos 3 ao 10.  Nesse sentido pode-se dizer que a hidrofobicidade associada 

ao peptídeo é baixa comparada à molécula amidada. O macro-dipolo da hélice, coerente 
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com estes dados, tem valor um terço menor comparado ao caso amidado e reflete, num 

certo sentido, a interação eletrostática dele próprio com o grupo carboxílico COOH. 

Dinamicamente, partindo da estrutura em hélice, a presença desse grupo quebra 

inicialmente as ligações de hidrogênio entre os aminoácidos próximos a ele e inicia um 

lento processo de desestruturação da hélice, acompanhado de uma aproximação do grupo 

COOH dos grupos NH3
+ das cadeias laterais das lisinas (8 e 12). Estas “pontes salinas”, que 

persistem por períodos significativos da simulação, estabilizam a estrutura em hélice-  com 

os resíduos 8, 9 e 10.  

Estas diferenças de estrutura e comportamento dinâmico sugerem, por que o 

ambiente de simulação é só uma mimetização de uma membrana lipidica, uma explicação 

para o comportamento biológico dos dois análogos. Considerando o mecanismo de ação do 

tipo detergente, ou de permeabilização da membrana, o EMP-AF-NH2 devido a estrutura 

em hélice-  longa, estável, anfipática, com interação favorável ao ambiente hidrofóbico das 

caudas lipídicas e hidrofílico das cabeças polares, interage com a membrana enterrando a 

parte hidrofóbica nesta e fazendo interagir os grupos carregados das lisinas com as cabeças 

polares dos lipídeos.  Dessa forma, o peptídeo potencializa sua capacidade de deformar a 

membrana e a partir de certa concentração de peptídeos passa a permeabilizá-la.  O EMP-

AF-OH, ao contrário, devido a pequena fração de resíduos em hélice, por apresentar parte 

dos resíduos em conformação aleatória, tem sua anfipaticidade comprometida e interage 

desfavoravelmente com a membrana e, em concentrações similares ao do análogo amidado, 

não produz a permeabilização da membrana, portanto, não apresenta o comportamento 

antimicrobiano, não apresenta atividade hemolítica e não desgranula mastócitos.
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Capítulo 4 – Análise Estrutural do MP-X e Paulista-MPI

4.1 Introdução 

 O peptídeo PAULISTA-MPI (MP-I) é extraído do veneno de vespa social Polybia 

Paulista (Souza et al., 2005), têm 14 resíduos de aminoácidos, é encontrado na forma 

amidada, apresenta atividade antimicrobiana, de degranulação de mastócito e não apresenta 

atividade hemolítica. Sua seqüência primária é muito parecida com a seqüência de outros 

mastoparanos, tais como MP e MP-X (tabela 4.1). As cargas positivas do MP-I são 

localizadas nas posições 4, 5 e 11, além do N-terminal, e apresenta como particularidade 

dois resíduos carregados negativamente (Asp), nas posições 2 e 8, tornando a carga líquida 

deste peptídeo igual a +2.  O MP e MP-X são catiônicos com carga +4 devido as lisinas 4, 

11 e 12 e o N-terminal. Na posição 2 tanto MP como MP-X têm um resíduo polar a 

asparagina. Os demais resíduos são todos hidrofóbicos. As coincidências entre os três 

peptídeos são Ile 1, Lys 4, Ala 10, Lys 11 e Leu 14.  

MP                     Ile-Asn-Leu-Lys-Ala-Leu-Ala-Ala-Leu-Ala-Lys-Lys-Ile-Leu-NH2

MP-X                   Ile-Asn-Trp-Lys-Gly-Ile-Ala-Ala-Met-Ala-Lys-Lys-Leu-Leu-NH2

PAULISTA-MPI           Ile-Asp-Trp-Lys-Lys-Leu-Leu-Asp-Ala-Ala-Lys-Gln-Ile-Leu-NH2

Tabela 4.1: Seqüência primária dos mastoparanos MP, MP-X e MP-I. Em azul, são representados os resíduos 

carregados positivamente. Em vermelho, os resíduos carregados negativamente. Em preto, os resíduos 

hidrofóbicos. Em verde, os resíduos polares. 

 Os peptídeos MP e MP-X são conhecidos por apresentarem atividade 

antimicrobiana e hemolítica, além de outras citadas no capitulo 1 (seção 1.3). Estes 

peptídeos apresentam conformação em hélice-  anfipática na presença de membranas 

aniônica, zwiteriônicas e em ambientes como misturas de TFE e água.  Na figura 5.1 

apresentamos as estruturas obtidas por RMN para o MP ligado à membrana lipídica (código 

no PDB: 1d7n - Hori et al., 2001), e para o MP-X ligado a proteína G (código no PDB: 

1a13 - Kusunoki et al., 1998). O MP e MP-X são catiônicos com carga +4 devido as lisinas 

4, 11 e 12 e o N-terminal. Na posição 2 tanto MP como MP-X têm um resíduo polar a Asn. 
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Os demais resíduos são todos hidrofóbicos. As coincidências entre os três peptídeos são Ile 

1, Lys 4, Ala 10, Lys 11 e Leu 14. 

Figura 4.1: Sobreposição das 10 estruturas encontradas para o MP (a) por RMN ligado à membrana lipídica e 

a sobreposição das 14 estruturas do MP-X (b) encontradas por RMN, ligado a proteína-G. Em cinza estão os 

resíduos das cadeias principais, as fitas marcam as estruturas helicoidais Em azul estão os resíduos carregados 

positivamente (Lys 4 , Lys 11 e Lys 12 em ambos peptídeos). Em verde está o  resíduo polar de Asn 2 

(também para ambos peptídeos). Em preto, são os resíduos hidrofóbicos (Ile 1, Leu 3, Ala 5, Leu 6, Ala 7, Ala 

8, Leu 9, Ala 10, Ile 13 e Leu 14 para o MP e Ile 1, Trp 3, Gly 5, Ile 6, Ala 7, Ala 8, Met 9, Ala 10, Leu 13 e 

Leu 14 para o MP-X) 

 A fita cinza mais grossa representa os resíduos que estão em hélice- , a mais fina 

mostra os resíduos que estão próximos da região de hélice-  ou em conformação aleatória. 

Não existem informações estruturais de raio-X e RMN a respeito da conformação do MP-I. 

Sabemos apenas que este apresenta percentuais de estrutura helicoidal comparável a ambos 

MP e MP-X, entretanto sua atividade biológica em membranas zwiteriônica (ou vesículas 

de PC) é nula. 

 Dados de fluorescência de triptofano obtidos para o MP-I (dos Santos Cabrera, 

2006) e para o MP-X (Matsuzaki et al., 1996b) mostram que o Trp 3 do MP-I não se 

desloca para a interface nem para o interior hidrofóbico de vesículas zwiteriônicas, 

MP (a) MP-X (b) 
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diferente do MP-X que se liga e se localiza próximo à superfície da vesícula, sugerindo que 

sua cadeia principal atinja o centro hidrofóbico da bicamada (ver também Whiles et al., 

2001). 

 Neste capítulo nosso objetivo é propor uma estrutura para o MP-I num meio 

anfipático como o de misturas de TFE-água e a partir dela discutir os fatores que a 

estabilizam e do estudo da solvatação nesse meio sugerir uma explicação para a baixa 

eficácia da interação do MP-I com membranas zwiteriônicas e, conseqüentemente, para a 

baixa atividade hemolítica do peptídeo (Souza et al., 2005). 

4.2 Métodos 

A primeira cadeia das 14 obtidas por RMN do MP-X ligada a proteína G (Kusunoki 

et al., 1998) foi usada como ponto de partida para ambas simulações, sua conformação 

helicoidal está representada nas figuras 4.1b. Um sistema contendo o MP-X em 199 

moléculas de TFE, 1893 moléculas de água e 4 contraions de cloro (Cl-) que neutraliza as 4 

cargas positivas; para o MP-I modificamos os resíduos de acordo com sua seqüência 

solvatamos com 201 moléculas de TFE, 1893 moléculas de água e 2 contraíons de cloro 

(Cl-) que neutraliza a carga líquida deste peptídeo (+2). Ambas as caixas são cúbicas com 

dimensões iniciais de 4.5nm e foram submetidas à simulação por DM de 20 ns, nas mesmas 

condições e parâmetros discutidos no capítulo 2. 

Para os dois peptídeos, o N-terminal foi tratado como um grupo carregado 

positivamente (NH3
+) e o C-terminal amidado. Além disso, em ambos os casos as lisinas 

foram carregadas e no caso do MP-I o ácido aspártico foi carregado negativamente.  

4.3 Resultados e Discussões 

 Dados experimentais evidenciam que ambos peptídeos apresentam altos percentuais 

helicoidais em ambientes anfipáticos, não carregados, como misturas de TFE e água. A 

conformação do MP-X em ambientes de membrana também já foi resolvida por RMN 

(Wakamatsu et al., 1992) e este apresenta conformação em hélice-  anfipática do resíduo 3 
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ao 14. Sugerimos, devido sua similaridade seqüencial e dados experimentais (dos Santos 

Cabrera, 2006), que o MP-I também deva assumir a conformação em hélice-  anfipática. 

 No gráfico da figura 4.2a apresentamos o RMSD das conformações de ambos 

peptídeos ao longo da dinâmica com suas respectivas hélices ideais. O RMSD médio para 

as dinâmicas do MP-X (azul) e MP-I (preto) é aproximadamente 0,25 Å, o que indica que 

as conformações de ambos peptídeos aproximam-se da hélice ideal. No gráfico da figura 

4.2b mostramos o RMSF por resíduo para o MP-X (azul) e para o MP-I (preto). Os resíduos 

2 e 12 apresentam variações conformacionais ao longo da dinâmica com o RMSF menor 

que 1 Å, enquanto os resíduos 1, 13 e 14 apresentam maior liberdade conformacional. 

Apesar das diferenças residuais das seqüências de 8 a 14 entre o MP-X e MP-I, o 

comportamento das conformações ao longo da dinâmica apresentam o mesmo padrão de 

flutuações resultando em estruturas helicoidais anfipáticas. 

Figura 4.2: Gráficos de RMSD (a) com a hélice ideal e RMSF (b) para ambos peptídeos. Em a) mostramos o 

RMSD das conformações obtidas ao longo da dinâmica para o MP-X (azul) e MP-I (preto) com suas 

respectivas hélices ideais. Em b) apresentamos o RMSF por resíduo de ambos peptídeos, em azul para o MP-

X e em preto para o MP-I. 

 Na figura 4.3 temos os gráficos do número de ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 

para a dinâmica de ambos peptídeos.  
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Figura 4.3: Gráfico do número de ligações de hidrogênio do tipo (n-n+4) ao longo da dinâmica. Em azul, 

temos o gráfico da dinâmica do MP-X. Em preto, o gráfico da dinâmica do MP-I. 

 Para o MP-X o número médio de ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 é 

aproximadamente 8 e 6,8 para o MP-1. Na tabela 4.2 apresentamos o tempo de 

permanência das ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 ao longo de toda a cadeia principal 

dos peptídeos. 

1---5 2---6 3---7 4---8 5---9 6---10 7---11 8---12 9---13 10---14 11-NH2

MP-X – 70% 96% 95% 95% 96,1% 93,1% 90% 89% 80% 25,1% 

MP-I – 94% 97,6% 95% 96,3% 98% 94,5% 77% 76% 77% 27,3% 

Tabela 4.2: Tempo de permanência (em porcentagem do tempo total da simulação) das ligações de 

hidrogênio do tipo n-n+4 para a cadeia principal dos peptídeos.  

 O MP-X apresenta os dois resíduos do N-terminal desestruturados quando em 

ambientes de membrana e de misturas como TFE e água. A não formação da ligação de 

hidrogênio entre os resíduos 1 e 5 confirmam a não estruturação do primeiro resíduo do 

MP-X e sugere que o MP-I também apresente esta característica estrutural que é típica dos 

mastoparanos. A ligação de hidrogênio entre o O do 2º resíduo e o N do 6º não garante a 

inclusão do segundo resíduo na região da hélice, apenas engloba o 3º resíduo na 

conformação helicoidal. Esta ligação de hidrogênio é mais estável para o MP-I devido a 
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presença de uma outra ligação de hidrogênio entre o grupo carregado da cadeia lateral da 

Asp 2 e o N da cadeia principal da Lys 5 (tabela 4.3), que por estar 90% do tempo de 

dinâmica formada, auxilia na fixação dos átomos daquela região. No caso do MP-X a 

ligação de hidrogênio entre o O da cadeia lateral da Asn 2 ressoa entre o N da cadeia 

principal da Lys 4 e o N da cadeia principal da gly 5 (tabela 4.3), permitindo que os átomos 

eletronegativos desta região da cadeia principal do MP-X tenham maior liberdade 

conformacional e desestabilize a ligação de hidrogênio do residuo 2 com 6 (n-n+4). 

 O (cadeia lateral) 2 -- N (cadeia principal) 4 O (cadeia lateral) 2 -- N (cadeia principal) 5 

MP-X 31,2% 59% 

MP-I ––– 90% 

Tabela 4.3: Tempo de permanência (em porcentagem do tempo total da simulação) das ligações de 

hidrogênio entre as cadeias laterais dos resíduos Asn 2 e Asp 2 com a cadeia principal dos peptídeos MP-X e 

MP-I respectivamente. 

 Nos gráficos da figura 4.4 mostramos os diagramas que definem os padrões de 

estrutura secundária assumida pelos peptídeos ao longo das dinâmicas. O MP-X assume a 

conformação em hélice-  anfipática, do 3º ao 13º resíduo, logo nos primeiros 

picosegundos. O MP-I apresenta o mesmo comportamento estrutural, definindo sua 

conformação helicoidal também do 3º ao 13º resíduo. Os dados evidenciam que a 

conformação helicoidal é estável durante toda a dinâmica nesse meio, embora pequenas 

flutuações nesse padrão podem ocorrer por pequenos intervalos de tempo. 
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Figura 4.4: Padrões de estrutura secundária por resíduo, ao longo da dinâmica, para o MP-X e MP-I. Em 

branco, resíduos em conformação aleatória (“coil”); em verde, resíduos em curvas (“bend”); em amarelo, 

resíduos em voltas (“turn”); em roxo, resíduos em hélice-5; em azul, resíduos em hélice- .

 Na figura 4.5 apresentamos um esquema das hélices projetadas no plano ortogonal a 

seu eixo, em cinza estão os resíduos que não pertencem ao corpo da hélice, estão 

desestruturados. Assim como os demais mastoparanos, os resíduos carregados e polares 

concentram-se em uma região da hélice (face hidrofílica) e os hidrofóbicos em outra (face 

polar). Por esta representação, a face hidrofílica do MP-X compreende os resíduos (na 

figura 4.5 no sentido horário) Lys 11, Lys 4, Asp 8, Ile 1 e Lys 12, enquanto para o MP-I se 

tem Lys 11, Lys 4, Asp 8, Gln 12 e Lys 5. Os resíduos Ala 9 e Asp 2 não são considerados 

pertencentes a face hidrofílica devido a ligação de hidrogênio entre a cadeia lateral da Asp 
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2 e o N da cadeia principal da Lys 5, mostrada na tabela 4.3, a cadeia lateral deste resíduo 

fica dobrada e pertence a região hidrofílica demarcada na figura 4.6a, o mesmo acontece 

com a cadeia lateral da Asn 2 para o MP-X (figura 4.6b). O MP-I e o MP-X apresentam 

suas faces hidrofílicas aproximadamente iguais (~90°). Não é possível justificar a não 

atividade hemolítica do MP-I pela diferença no tamanho da região hidrofílica, então 

propomos uma análise mais detalhada da solvatação da cadeia principal destes peptídeos.

Figura 4.5: Esquema de projeção das hélices num plano ortogonal a seu eixo. Em cinza estão os resíduos Ile 

1, Asn 2 que não estão desestruturados em ambos peptídeos. 

Figura 4.6: Projeção das hélices de ambos peptídeos num plano ortogonal a seu eixo. Em azul estão os 

resíduos de lisinas, em verde os resíduos polares (Gln 12 para o MP-I e Asn 2 para o MP-X), em vermelho os 

resíduos de ácido aspártico (Asp) do MP-I estão os resíduos Ile 1, Asn 2 que não estão desestruturados em 

ambos peptídeos. 

C da Asp 2 C da Asn 2C da Asn 2C da Asp 2 C da Asn 2C da Asn 2

a) b)
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Na figura 4.7 apresentamos o perfil de solvatação dos resíduos da cadeia principal 

do MP-X centrados nos C (s) de cada resíduo. A solvatação está baseado no cálculo do 

número médio de moléculas e/ou grupos em função da distância à cada carbono- . Os 

grupos do solvente escolhidos foram os três flúor do TFE (centro de massa) e a molécula de 

água. 

Como a distância média entre os Carbonos-  da cadeia peptídica é 

aproximadamente 4 Å, é necessário destacar que nos gráficos de RIN um mesmo grupo de 

átomos de flúor do TFE ou moléculas de água poderá estar sendo computada para diverso 

C , dependendo do raio da esfera considerada.  

 Uma maneira de diminuir essa sobreposição é realizar a análise considerando r~5 Å 

e os carbonos-  pares ou impares. Dessa forma o volume de sobreposição das duas esferas 

para o cálculo do RIN é minimizado e preenchido em grande parte pelas esferas de van der 

Walls dos átomos e/ou grupos de átomos ligados ao C  não considerados. 

 Procedendo à análise da figura 4.7 (MP-X) verifica-se que: 1) a Asn 2 é igualmente 

solvatada por flúor e água; 2) os resíduos hidrofóbicos do meio da cadeia do peptídeo estão 

solvatado por F, com uma preferência de 5 grupos flúor por água; 3) mesmo a lisina 4 está 

solvatada pelos grupos de flúor na proporção 3:1; 4) a lisina 12 apresenta um número 

praticamente igual de grupos de F e água e 5) a leucina do C-terminal também é igualmente 

hidratada. Deve-se enfatizar aqui que a análise não é alterada nem qualitativamente, nem 

quantitativamente, se ao invés de escolhermos os C  dos resíduos pares o fizermos para os 

ímpares.   

A face hidrofílica da hélice é constituída pelos resíduos Lys 11, Lys 4, Ala 8 e Lys 

12, conforme o esquema da figura 4.5 e a representação da figura 4.6b para o MP-X. As 

figuras 4.7, no entanto, mostram que estes resíduos são solvatados preferencialmente pelos 

grupos de flúor. Isso ocorre porque a cadeia lateral das lisinas tem caráter hidrofóbico 

devido a presença de quatro grupos metilênicos e os dados de solvatação foram calculados 

a partir dos C . Se, ao contrário, formarmos como base para a análise da solvatação o grupo 

NH3
+ obtemos um predomínio das moléculas de água, conforme figura 4.8. 
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Figura 4.7: Gráficos da Integral da Função de Distribuição Radial de Pares (RIN) para o MP-X ao longo da 

dinâmica de 20 ns. Nas ordenadas apresentamos o número médio de moléculas e nas abscissas, o raio da 

esfera centrada no C  variando de 0 a 1 nm. Para esta análise escolhemos o C de cada resíduo do peptídeo, o 

centro de massa dos 3 átomos de flúor (F) da molécula de TFE (em azul) e o átomo de oxigênio (OW) da 

molécula de água (em preto). 
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Figura 4.8: Curvas de RIN para o carga da Lys 11. Em azul mostramos a curva de RIN entre a carga da Lys 

11 e o centro de massa dos três átomos de flúor (F). Em preto mostramos a curva de RIN entre a carga da Lys 

11 e o átomo de oxigênio da água (OW). 

 Dessa forma a imagem possível de ser montada é a de uma hélice solvatada 

preferencialmente pelo TFE, com os três átomos de flúor voltados para o esqueleto do 

peptídeo e os grupos carregados (lisinas) ou polares (asparagina) solvatados pela água que 

pelas suas características dielétricas atenua as repulsões entre os diversos grupos 

carregados. A predominância de grupos de flúor solvatando o esqueleto do peptídeo tem 

como conseqüência a estabilização das ligações de hidrogênio da cadeia principal e a 

estabilidade da conformação helicoidal ao longo da dinâmica, como evidenciado na figura 

4.4. 

 A solvatação do MP-I é significativamente diferente da solvatação do MP-X. Na 

figura 4.9 mostramos a solvatação para cada C  do peptídeo, como na figura 4.7. A 

primeira observação é que a relação grupos de flúor/água é quantitativamente menor que 

para qualquer um dos resíduos, mesmo para aqueles da região hidrofóbica, com exceção da 

Ala 10 para o qual as proporções são praticamente as mesmas. É interessante observar que 

os terminais dos peptídeos têm um perfil de solvatação parecido, o que de certa forma era 

esperado uma vez que o N-terminal de ambas seqüências é carregado e apresentam a maior 

mobilidade ao longo da dinâmica. Essa distinção no perfil de solvatação está associada à 

distribuição de cargas no MP-I. Ambos, MP-X e MP-I, são catiônicos. No entanto, 

enquanto MP-X tem +4 cargas positivas (3 lisinas e o N-terminal) o MP-I tem carga +2, 

devido às três lisinas, o N-terminal e duas cargas negativas dos ácidos aspárticos (Asp 2 e 

Asp 8). O ácido aspártico tem, ao contrário das lisinas, uma cadeia lateral curta e devido o 
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grupo COOH, que interage favoravelmente com o dipolo da água, aumentando a 

porcentagem de água ao redor do peptídeo. Por exemplo, enquanto no MP-X o residuos de 

Ala 8 apresenta uma solvatação 6:0,5 para o número médio de grupos F e água, o resíduo 8 

do MP-I (Asp 8) a relação é 1,5:1,5. A conseqüência disso, é que o esqueleto do peptídeo é 

mais solvatado por moléculas de água nessa região, e que as ligações de hidrogênio n-n+4 

da cadeia principal são menos estáveis, conforme foi mostrado na tabela 4.2. 
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Figura 4.9: Gráficos da Integral da Função de Distribuição Radial de Pares (RIN) para o MP-I ao longo da 

dinâmica de 20 ns. Nas ordenadas apresentamos o Número Médio de Moléculas e nas abscissas, o raio da 

esfera centrada no C  variando de 0 a 1 nm. Para esta análise escolhemos o C de cada resíduo do peptídeo, o 

centro de massa dos 3 átomos de flúor da molécula de TFE (em azul) e o átomo de oxigênio (OW) da 

molécula de água (em preto). 

 Em termos da figura 4.5 e 4.6 para o MP-I vemos que a parte hidrofóbica da hélice 

compreende os resíduos Lys 11 – Lys 14 – Asp 8 – Gln 12 – Lys 5 e se observarmos 

atentamente os perfis de solvatação apresentados na figura 4.9 veremos que essa está 

coerente pois estes resíduos são solvatados preferencialmente pela água, ou em proporções 

equivalentes de água, grupos de flúor (lembrando das características da cadeia lateral das 

lisinas já discutidas). É tentador incluir na região hidrofílica todos os resíduos carregados, 

porque, em princípio, eles interagem favoravelmente com os dipolos de água. Isso 

implicaria em incluir a Ile 1 do N-terminal (tem uma carga positiva do NH3
+) e a Asp 2 

(carga negativa). Nesse caso teríamos uma face hidrofílica e uma hidrofóbica com as 

interfaces definindo duas metades iguais, ou seja, cada uma subentenderia um ângulo de 

aproximadamente 180° quando projetamos todos os resíduos num plano perpendicular ao 

eixo da hélice. Para isso temos que incluir a Ala 9, que é hidrofóbico, nessa região. Porém o 

grupo carregado da Asp 2 participa de uma ligação de hidrogênio com o N da cadeia 

principal do resíduo 5 (ver tabela 4.3 e figura 4.6a) e está, dessa forma, próximo à região 

definida por esse resíduo e a Lys 11. Por esta região nos parece mais razoável definir o 

ângulo polar a partir dos grupos carregados e da região efetivamente solvatada pela água e 

não das projeções de hélice ideal dos carbonos- , como é feito usualmente. 

 Na figura 4.10 mostramos uma representação das distribuições dos solventes na 

região da cadeia principal do MP-X e do MP-I no 8º ns das dinâmicas. Selecionamos a 

cadeia principal dos resíduos 8 e 9 e mostramos, nas figuras, os átomos contidos numa 

esfera de 10 Å em torno destes resíduos. As cadeias laterais dos peptídeos são omitidas para 

melhor visualização das moléculas dos solventes. A fita (em cor cinza) representa a cadeia 

principal dos peptídeos projetados num plano ortogonal ao eixo de suas hélices, as 

moléculas de TFE estão representadas por bastões finos e brancos e as moléculas de água 

estão representadas por bastões mais grossos vermelhos (átomos de oxigênio – OW) e 

brancos (átomos de hidrogênio – HW1 e HW2). 
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Figura 4.10: Representação da distribuição do solvente na região do peptídeo. A fita cinza representa a 

cadeia principal do peptídeo projetada num plano ortogonal ao eixo de sua hélice, os bastões brancos e finos 

representam as moléculas de TFE, os bastões vermelhos e brancos mais grossos representam as moléculas de 

água. A região circulada pelo tracejado vermelho mostra as moléculas de água que se mantiveram na região 

do resíduo Asp 8. 

 Na figura 4.10b destacamos, através da região circulada pelo tracejado vermelho, a 

solvatação da cadeia lateral da Asp 8, que atrai as moléculas de água para a proximidade da 

cadeia principal do peptídeo como observamos pelas curvas de RIN. 

Vimos acima que o grupo aniônico da Asp 2 faz uma ligação de hidrogênio com o N 

da cadeia lateral da Lys 5. Essa é uma interação tipo carga-dipolo, que varia com o inverso 

do quadrado da distância entre a carga e o dipolo. Mas o peptídeo tem 6 grupos carregados, 

4 catiônicos (N-terminal, Lys 4, Lys 5 e Lys 11) dois aniônicos (Asp 2 e Asp 8) e um 

resíduo polar (Gln 12). É interessante investigar eventuais particularidades na distribuição 

destes grupos. 

Para tanto construímos a tabela 4.4 na qual o valor médio e respectivos desvios das 

distâncias entre os grupos aniônicos e os catiônicos e polares. Uma observação geral é que 

os desvios dos valores médios refletem a estabilidade da conformação helicoidal, tendo em 

a) MP-X b) MP-I 
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vista os tamanhos das cadeias laterais. Os dados da tabela mostraram também que o O- da 

Asp 2 está, em média, distante 7,5 Å do NH3
+ (N-terminal), 7,2 Å do NH3

+ da Lys 4 e 6,0 

Å do NH3
+ da Lys 5 e participa da ligação de hidrogênio (90% do tempo) com o N da 

cadeia principal da Lys 5. Considerando que a ligação de hidrogênio é de caráter dipolar é 

de se questionar o porque da estabilidade da ligação feita pela Asp 2. De fato ela é fruto de 

um equilíbrio eletrostático que envolve também os grupos NH3
+ do N-terminal e das lisinas 

4 e 5. A figura 4.11 mostra a estrutura média obtida ao longo da dinâmica no qual estes 

grupos estão destacados. A figura 4.11a indica que o O- da Asp 2 localizada num ponto que 

minimiza o campo elétrico provocado pelas cargas positivas. Da figura pode-se inferir que 

ela está localizada num ponto de um triângulo formado pelas três cargas. A figura 4.11b foi 

rodada de forma a mostrar as três cargas positivas no mesmo plano e dela se vê que o O- da 

Asp 2, praticamente, também está nesse plano, ou seja, essa é uma posição que, de fato, 

minimiza o campo gerado pelas cargas positivas, e possibilita que a ligação de hidrogênio 

que obviamente faz parte do equilíbrio juntamente com todo o restante da distribuição de 

cargas, se mantenha ao longo da dinâmica. 

 NH3
+(N-ter.) Lys 4 Lys 5 Lys 11 Gln 12 NH2 (C-ter.) 

Asp 2 7,5Å  0,5Å 7,2Å  1,4Å 6 Å  1,5Å 14Å  1,8Å 14Å  2 Å 20Å  1,2 Å 

Asp 8 15Å  0,7 Å 9,6Å  2Å 8,5Å  1,7Å 6,3Å  2Å 5,5Å  2,2Å 12,6Å  1,6Å 

Tabela 4.4: Tabela com as distâncias médias entre os grupos de cargas e grupos polares das cadeias laterais 

do MP-I. Para lisinas selecionamos o centro de massa do grupo NH3
+, para glutamina e grupo amida do C-

terminal selecionamos o centro de massa do grupo NH2, para o ácido aspártico selecionamos o centro de 

massa do grupo COOH. 
N-terminal

Lys 4

Lys 5

Asp 8

a) N-terminal

Lys 4

Lys 5

Asp 8

b)N-terminal

Lys 4

Lys 5

Asp 8

a) N-terminal

Lys 4

Lys 5

Asp 8

b)



99 

Figura 4.11: Estrutura média obtida ao longo da dinâmica. Em a) destacamos as distâncias entre as cargas 

positivas (N-terminal, Lys 4 e Lys 5) e a carga negativa (Asp 2). Em b) mostramos uma rotação de a) de 

forma a mostrar que a carga negativa está num mesmo plano que as cargas positivas. A linha tracejada 

amarela mostra as distâncias entre as cargas, a linha tracejada verde mostra as ligações de hidrogênio, em azul 

estão os átomos de nitrogênio, em azul claro os átomos de hidrogênio ligados aos átomos eletronegativos, em 

cinza os átomos de carbono e em vermelho os átomos de oxigênio.  

 A outra carga negativa (O- da Asp 8), por sua vez, mantém-se mais próxima do 

NH3
+ da Lys 11  do NH2 (grupo polar) da Gln 12. Na figura 4.12 está mostrado como varia 

as distâncias do O- com o NH2 em cerca de 4 Å que mostra certa complementaridade com a 

distância entre O- e NH3
+ da Lys 11 (curva em azul). Embora mais complexo, este 

equilíbrio envolve mais diretamente o NH3
+ da Lys 5 e também o NH3

+ da Lys 4. Os três 

grupos catiônicos e o grupo polar formam, de forma aproximada, um tetraedro com O- da 

Asp 8 com um ponto interno (figura 4.13), localizado novamente num ponto que minimiza 

o campo elétrico destas cargas, estabelecendo um equilíbrio que compensa, em parte, a 

diminuição da camada de solvatação e a menor estabilidade das ligações de hidrogênio, 

sobretudo daqueles que envolvem os resíduos de 8 a 14 conforme visto na tabela 4.2. 

Figura 4.12: Distância entre a carga negativa da Asp 8 (O-) e o grupo polar da Gln 12 (NH2), em preto, e a 

distância entre esta mesma carga negativa e a carga positiva da Lys 11 (NH3
+), em azul, ao longo da dinâmica.  
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Figura 4.13: Estrutura média obtida ao longo da dinâmica. Destacamos as distâncias entre as cargas positivas 

(N-terminal, Lys 4 e Lys 5) e a carga negativa (Asp 8). A linha tracejada amarela mostra as distâncias entre as 

cargas, em azul estão os átomos de nitrogênio, em azul claro os átomos de hidrogênio ligados aos átomos 

eletronegativos, em cinza os átomos de carbono e em vermelho os átomos de oxigênio.  

Conclusões: 

 A partir das informações obtidas deste estudo por dinâmica molecular, podemos 

sugerir que a conformação do MP-I em solventes anfipáticos e não carregados com 

misturas de TFE e água. É uma hélice anfipática composta pelos resíduos de 3 a 13. As 

informações estruturais fornecida pela dinâmica são concordantes com percentuais 

helicoidais obtidos por CD. O MP-X, por exemplo, apresenta 61% de conformação em 

hélice-  em solução com 40% de TFE (McDowell et al., 1985), o que corresponde 

aproximadamente a 8 resíduos (61% de 14) em hélice- . Este número de resíduos pode ser 

correlacionado com as 8 ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 mais estáveis ao longo da 

dinâmica (tabela 4.2). Para o MP-I o percentual helicoidal obtido, por CD, em misturas de 

TFE e água (40:60) é de 43% (dos Santos Cabrera, 2006) o que corresponde a 6 resíduos 

Asp 8

Gln 12

Lys 5

Lys 11
Lys 4

Asp 8

Gln 12

Lys 5

Lys 11
Lys 4
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em hélice- , este número de resíduos pode ser correlacionados com as 6 ligações de 

hidrogênio do tipo n-n+4 mais estáveis ao longo da dinâmica (tabela 4.2).  

Assim com os demais mastorparanos o MP-I apresenta os resíduos do N-terminal 

desestruturados, este fato pode ser explicado pela presença da ligação de hidrogênio entre o 

grupo de carga da cadeia lateral da Asp 2 com o nitrogênio da cadeia principal da Lys 5. 

Para o MP-X, o oxigênio da Asn 2, forma ligações de hidrogênio com o N da Lys 4 (31,2% 

do tempo) e com o N da Gly 5 (59% do tempo), colaborando para a desestruturação dos 

resíduos 1 e 2 deste peptídeo. 

Da análise da solvatação da cadeia principal de cada peptídeos, fica evidente que as 

diferenças estão no número de moléculas de água na região dos carbonos- . O MP-X tem 

quatro grupos carregados com a particularidade que três destes grupos são de lisinas, 

aminoácido que possui uma cadeia lateral com 4 grupos metilênicos, que são hidrofóbicos 

e, como vimos, solvatados preferencialmente por moléculas de TFE. Isso faz com que nesse 

meio se forme uma camada de TFE, uma espécie de tubo cilíndrico, que envolve a cadeia 

principal do peptídeo protegendo as ligações de hidrogênio e estabilizando a conformação 

em hélice- . As cargas das lisinas se localizam além dessa camada e são solvatadas, como 

esperado, por água. Estes dados parecem dar sentido ao parâmetro hidrofobicidade, 

usualmente utilizado na literatura, e que está baseado numa escala da afinidade do 

aminoácido transferir-se de um meio apolar para um meio aquoso. Nessa escala o MP-X 

tem uma hidrofobicidade (0,24) que pode ser considerada alta. Considerando ainda a 

representação da figura 4.5 e a disposição das cargas ao longo da hélice verifica-se que o 

ângulo polar, outro parâmetro utilizado para discutir a interação de peptídeos com 

membranas, é razoavelmente pequeno (~ 90°), possibilitando que o peptídeo se “enterre” na 

membrana mantendo somente as lisinas interagindo com as cabeças polares dos lipídeos 

das membranas. Isso exige um rearranjo dos lipídeos que dá origem à formação de poros. 

O MP-I, por outro lado, contém os mesmos grupos catiônicos que o MP-X, porém 

contêm também dois resíduos aniônicos (Asp 2 e Asp 8) de cadeias laterais curtas. Estes 

resíduos, catiônicos e aniônicos, juntamente com um resíduo polar (Gln 12) são 

fundamentais na manutenção e estabilidade da estrutura helicoidal, do ponto de vista 

eletrostático. Esse equilíbrio mostra um peptídeo no qual a cadeia principal é 

significativamente menos solvatada por TFE do que no caso do MP-X, mas cuja estrutura 
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helicoidal tem mesmo grau de estabilidade (ver figura 4.4) desta, em função deste 

equilíbrio eletrostático. Isto está de acordo com o parâmetro de hidrofobicidade, que para o 

MP-I é 0,068, menor do que para o MP-X. Outra conseqüência desse equilíbrio 

eletrostático é que ele impede, diferentemente do que pode sugerir a figura 4.5, que o 

ângulo polar seja maior porque o grupo aniônico da Asp 2 permanece fixo numa posição de 

ligação de hidrogênio com o nitrogênio da cadeia principal do resíduo Lys 5 e, portanto, do 

ponto de vista da distribuição de carga, define um ângulo polar aproximadamente igual do 

que aquele do MP-X (figura 4.6).  

Dessas considerações é de se supor que a interação deste peptídeo com membranas 

zwiteriônicas ou aniônicas seja menos intensa que para o MP-X, pois a hidrofobicidade (ou 

solvatação da cadeia principal) é menor e, como a carga líquida é +2, a interação 

eletrostática com as cabeças polares dos lipídeos também é menor. 

Em conclusão, as diferenças observadas na ação hemolítica destes peptídeos, podem 

ser atribuídas ao fato de que o MP-X, por ter sua cadeia principal mais hidrofóbica, ser 

capaz de “enterrar-se” no interior (“core”) bicamada da membrana favorecendo as 

interações hidrofóbicas tanto em membranas aniônicas como em zwiteriônicas, 

diferentemente do MP-I que interage com membranas aniônicas por ser catiônico e não é 

capaz de enterrar-se no interior da bicamada zwiteriônica devido as diferenças na 

solvatação em sua cadeia principal (baixa hidrofobicidade) discutidas anteriormente. 
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Capítulo 5 – Análise Estrutural do Anoplin-NH2 e Anoplin-OH 

5.1 Introdução 

 O decapeptídeo Anoplin é o menor peptídeo antimicrobiano, não sintético, extraído 

do veneno de vespa Anoplius samariensis, é encontrado em sua forma amidada e não 

apresenta atividade hemolítica, mas é antimicrobiano e desgranulador de mastócitos 

(Konno et al., 2001). A única diferença entre Anoplin-NH2 e seu análogo Anoplin-OH 

(tabela 5.1) é o grupo amida do C-terminal, suas propriedades conformacionais são as 

mesmas, mas há grandes diferenças nas atividades biológicas e conseqüentemente nas 

estruturas secundárias por eles adotadas. O Anoplin-OH não apresenta atividade 

antimicrobiana e nem de desgranulação de mastócitos e, como o Anoplin-NH2 é tem 

atividade hemolítica (dos Santos Cabrera, 2006) . 

Anoplin-NH2                            Gly-Leu-Leu-Lys-Arg-Ile-Lys-Thr-Leu-Leu-NH2

Anoplin-OH                             Gly-Leu-Leu-Lys-Arg-Ile-Lys-Thr-Leu-Leu-OH

Tabela 5.1: Seqüência primária do Anoplin e seu análogo Anoplin-OH. Em azul, são representados os 

resíduos carregados positivamente. Em preto, os resíduos hidrofóbicos. Em verde os resíduos polares. 

 Dados experimentais com o Anoplin-NH2 e Anoplin-OH permitem verificar que a 

atividade biológica, assim como a estrutura secundária por eles adotada, é altamente 

dependente da composição da membrana de interação (Konno et al., 2001 e Ifrah et al., 

2005). Dados de RMN com estes peptídeos em altas concentrações de micelas SDS 

mostram que ambos assumem conformações helicoidais, pois peptídeos com baixa 

hidrofobicidade, como o Anoplin, requer ambientes altamente aniônicos para formar 

estrutura helicoidal (Dathe et al., 2001). Neste ambiente os dois tipos de Anoplin interagem 

fortemente com a interface micelar, composta pelos grupos carregados negativamente das 

cabeças das moléculas de SDS e formam estruturas helicoidais anfipáticas bem definidas 

(figura 5.1). Por estas estruturas sugere-se que os grupos hidrofóbicos poderiam ficar 

escondidos do ambiente hidrofílico, ou seja, no interior (“core”) da micela (Blondelle et al., 

1997 ; Deber & Li, 1995; Zhong & Johnson, 1992). 
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Figura 5.1: Sobreposição das 20 estruturas encontradas para o Anoplin-NH2 (a) e Anoplin-OH (b), por RMN 

em solução com SDS. Em cinza estão os resíduos das cadeias principais e as fitas marcando as estruturas 

helicoidais, em azul os resíduos carregados positivamente (Lys 4 , Arg  5 e Lys 7) e o resíduo polar de Thr 8. 

Em preto, são os resíduos hidrofóbicos (Gly 1, Leu 2, Leu 3, Ile 6, Leu 9 e Leu 10).   

 Dados de RMN mostram que para o Anoplin-NH2 o trecho helicoidal se estende dos 

resíduos 3 a 10, e para o Anoplin-OH a conformação helicoidal é formada pelos resíduos de  

2 ao 9. Este percentual helicoidal varia de acordo com a densidade de carga na superfície da 

membrana de interação e com a concentração de peptídeo. O Anoplin-NH2 tem percentual 

helicoidal considerável em membranas aniônicas e em TFE, já em membranas 

zwiteriônicas (ex., PC - fosfatidilcolina) ele perde sua estrutura secundária e com isso, sua 

atividade biológica (Ifrah et al., 2005; Apêndice A). O Anoplin-OH apresenta um 

percentual helicoidal decrescente de acordo com a diminuição da densidade de carga do 

ambiente, por exemplo em SDS>PCPG:7030>TFE>PC. Em PC o Anoplin-OH também não 

apresenta conformação helicoidal e, por isso, também não é hemolítico.

Ao interagir com vesículas aniônicas (PCPG: 7030), o Anoplin-NH2 e o Anoplin-

OH não são capazes de induzir vazamento (“leakage”). Esta característica não deve ser 

atribuída ao número de resíduos, uma vez que outros peptídeos com cadeias curtas são 

capazes de romper a estrutura membranar produzindo vazamento. Por exemplo, o 

undecapeptídeo Decoralin, além de produzir vazamentos, apresenta um mecanismo de ação 

semelhante ao do poro toroidal (dos Santos Cabrera, 2006). Em diversos trabalhos a ação 

a) Anoplin-NH2 b) Anoplin-O-
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antimicrobiana é relacionada com o potencial de determinados peptídeos em causar 

vazamentos em vesículas aniônicas (Andreu & Rivas, 1998; dos Santos Cabrera et al., 2004 

and Park et al., 1995). Porém não é necessário que haja vazamento para que haja ação 

antimicrobiana, o que sugere que o Anoplin faça parte deste grupo de peptídeos (Papo & 

Shai, 2003; Giangaspero et al., 2001; Bárány-Wallje et al., 2005) que apresentam 

mecanismos de ação diferentes.  

 O Anoplin-NH2 não tem o mecanismo de ação conhecido, apesar de apresentar 

cationicidade, anfipaticidade e estrutura helicoidal compatíveis com os demais 

mastoparanos. Dados experimentais de vazamento de vesículas, ou rompimento de 

membranas, mostram que ele não causa vazamento em vesículas zwiteriônicas nem em 

aniônicas, apesar de apresentar considerável atividade antimicrobiana (dos Santos Cabrera, 

2006). Há também uma diferença estrutural entre o Anoplin-OH e os outros mastoparanos 

não-amidados. Enquanto o Anoplin-OH apresenta um percentual helicoidal maior que 50% 

em ambientes altamente aniônicos (SDS) o EMP-AF-OH, no mesmo ambiente, apresenta 

aproximadamente 30% de estrutura helicoidal. 

 No intuito de relacionar as informações experimentais de vazamento de vesículas, 

que pode sugerir o mecanismo de ação do Anoplin-NH2 e do Anoplin-OH, com as 

informações estruturais obtidas por RMN em SDS, sugerimos um estudo conformacional 

por Dinâmica Molecular destes peptídeos em um ambiente não carregado, com 

características anfipáticas como misturas de TFE e água. Estes estudos também servem 

para correlacionar a atividade lítica de ambos peptídeos em vesículas com seus parâmetros 

estruturais, como anfipaticidade e hidrofobicidade. Para conseguir tais correlações 

verificamos as modificações conformacionais; as variações dos ângulos polares quando 

alteramos o ambiente de altamente aniônico (SDS) para um ambiente não carregado e 

anfipático como a mistura de TFE e água; e, como no capítulo anterior a solvatação de sua 

cadeia principal. 

5.2 Métodos 

A primeira cadeia das 20 obtidas por RMN do Anoplin-NH2 em micelas de SDS 

(Apêndice A) foi usada como ponto de partida para as simulações, sua conformação em 

hélice-  anfipática está representada nas figuras 5.1a. Um sistema contendo o Anoplin-NH2
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em 205 moléculas de TFE, 1902 moléculas de água e 4 contraions de cloro (Cl-) que 

neutraliza as 4 cargas positivas; para o Anoplin-OH temos 203 moléculas de TFE, 1907 

moléculas de água  e 3 contraíons de cloro (Cl-) que neutraliza a carga total deste peptídeo, 

foi montado numa caixa são cúbica com dimensões iniciais de 4.5nm e submetidos à 

simulação por DM de 8 ns.  

Para os dois peptídeos o N-terminal foi tratado como um grupo carregado 

positivamente (NH3
+); no Anoplin-OH o C-terminal foi tratado como um grupo carboxilado 

carregado negativamente (COOH). Além disso, em ambos os casos as duas lisinas e 

arginina de cada peptídeos foram carregados, em seguida os sistemas foram solvatados com 

moléculas de água modelo SPC (“Simple Point Charge” – Berendesen et al., 1981) A 

simulação por DM de 8 ns, para estes sistemas, tiveram as mesmas condições e parâmetros 

das simulações do capítulo 3 (seção 3.2.1).  

5.3 Resultados e Discussões 

Variações nos Determinantes Estruturais e Análise de pontes de hidrogênio: 

As condições descritas acima correspondem aproximadamente a uma mistura de 

TFE e água (30:70 v/v). Duas dinâmicas de 8ns foram executadas. Na primeira, o C-

terminal foi mantido amidado e na segunda, o grupo amida (NH2) foi artificialmente 

extraído do C-terminal e o grupo carboxila foi carregado (COOH). Adotamos esta 

estratégia para verificar as possíveis variações conformacionais causadas na estrutura 

helicoidal inicial pela presença da carga negativa do grupo carboxila que, devido às 

interações eletrostáticas, gera modificações na solvatação do peptídeo nesta região. 

Na figura 5.2 apresentamos os gráficos contendo o RMSD das cadeias principais 

(em a) e o RMSF por resíduo em b. Pelo gráfico do RMSD (figura 5.2a) observamos que o 

Anoplin-OH (azul) apresenta maior variabilidade conformacional em sua cadeia principal 

ao longo da dinâmica, sobretudo nos primeiros 400 ps, já o Anoplin-NH2 (preto) apresenta 

suaves modificações em sua cadeia principal mantendo seu percentual helicoidal. Isso pode 

ser confirmado pelo gráfico da figura 5.2b, onde observamos que os resíduos de 2 a 9 deste 

peptídeo (preto) sofrem pequenos desvios médios (em torno de 0,8 Å). Os resíduos 8, 9 e 

10 do Anoplin-OH sofrem variações (em torno de 2,5 Å) e saem da região helicoidal, 

mantendo apenas os resíduos de 2 a 7 próximos da conformação de partida.  
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Figura 5.2: Gráficos de RMSD e RMSF de ambos peptídeos. Em a) mostramos o RMSD da cadeia principal 

do Anoplin-NH2 em preto e da cadeia principal do Anoplin-OH em azul. Em b) apresentamos o RMSF por 

resíduo de ambos peptídeos, em preto Anoplin-NH2 e em azul seu análogo. 

Na figura 5.3 mostramos o gráfico do número de ligações de hidrogênio do tipo n-

n+4 para ambos peptídeos para toda dinâmica (preto – Anoplin-NH2 e azul – Anoplin-OH). 

Figura 5.3: Gráfico do número de ligações de hidrogênio do tipo (n-n+4) ao longo da dinâmica. Em preto, 

temos o gráfico da dinâmica do Anoplin-NH2. Em azul, o gráfico da dinâmica do Anoplin-OH. 

A análise destes gráficos mostra que o número médio de ligações de hidrogênio para 

o Anoplin-NH2 é 5 enquanto que para o Anoplin-OH é 3, confirmando que este peptídeo 

análogo tem percentual helicoidal menor em solvente não carregado e anfipático do que o 

encontrado em SDS (solvente altamente aniônico). Já o Anoplin-NH2 mantém sua estrutura 

helicoidal anfipática em misturas de TFE e água (Ifrah et al., 2005; dos Santos Cabrera, 
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2006), ou seja, todas as ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 são mantidas, exceto aquela 

formada entre O da Gly1 com N da Arg 5, que já não era formada na conformação de 

partida.  

 Na figura 5.4 estão os gráficos das distâncias entre os átomos eletronegativos (N e 

O) da cadeia principal de ambos peptídeos, dos resíduos Arg 5 (O), Leu 9 (N) (figura 5.4a) 

e Ile 6 (O), Leu 10 (N) (figura 5.4b) que formam ligações de hidrogênio quando o peptídeo 

está estruturado  em hélice- .

Figura 5.4: Gráficos das distâncias entre os átomos N e O da cadeia principal dos peptídeos Anoplin-NH2

(preto) e do Anoplin-OH (azul). Em a) estão os gráficos das distâncias entre o O da Arg 5 e o N da Leu 9 para 

ambos peptídeos. Em b) estão os gráficos das distâncias  entre O da Ile 6 e o N da Leu 10 para ambos 

peptídeos. 

Destes gráficos observamos que as distâncias entre o O (Arg 5) com N (Leu 9) e O 

(Ile 6) com N (Leu 10) são mantidas próximas de 3 Å para o Anoplin-NH2, o que indica 

que estes átomos estão formando ligações de hidrogênio (n-n+4) entre si. O Anoplin-OH

apresenta um afastamento entre os átomos O (Arg 5) e N (Leu 9) após 3ns (figura 5.4a), ou 

seja, há um rompimento desta ligação de hidrogênio causada pelas modificações 

conformacionais do resíduo Leu 9. O mesmo acontece para a ligação de hidrogênio entre 

Ile 6 (O) com Leu 10 (N) nos primeiro 400ps (figura 5.4b). Este rompimento de ligação de 

hidrogênio está associada com a modificação conformacional do resíduo Leu 10 abordada 

anteriormente. 

A análise dos ângulos diedrais dos resíduos 7, 8 e 9 nas dinâmicas de ambos 

peptídeos, mostra que para o Anoplin-NH2 os valores de  e  estão na região favorável 
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para conformação em hélice- . No caso do Anoplin-OH, constatamos que o  da Lys 7 sai 

da região de hélice logo nos primeiros 800 ps, mas o  se mantém, em média na região 

helicoidal; a Thr 8 nos primeiros 300 ps tem seus ângulos diedrais fora da região de hélice, 

e o mesmo acontece com a Leu 9. 

 A desestruturação dos resíduos 8 e 9 pode ser observada pelos gráficos da figura 

5.5, nas quais mostramos as variações dos padrões de estruturas secundárias de ambos 

peptídeos ao longo da dinâmica. Estes cálculos foram feitos utilizando o programa DSSP 

(“Database of Secondary Structure in Proteins”- Kabsch & Sander, 1983) implementado ao 

GROMACS. Os dois peptídeos têm uma estrutura helicoidal de partida composta pelos 

resíduos de 2 a 10. Consideramos o 10º resíduo inicialmente em conformação helicoidal 

devido sua ligação de hidrogênio com o 6º resíduo, nesta análise os resíduos do N e C-

terminais não são considerados na estrutura secundária (seção 2.3). O Anoplin-OH sofre a 

desestruturação dos resíduos 8, 9 logo nos primeiros 200 ps, o que é condizente com as 

demais análises de ligações de hidrogênio e dos ângulos diedrais; assumindo ao longo da 

dinâmica uma estrutura helicoidal composta pelos resíduos de 2 a 7.  
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Figura 5.5: Padrões de estrutura secundária por resíduo, ao longo da dinâmica, para o Anoplin-NH2 e

Anoplin-OH. Em branco, resíduos em conformação aleatória (“coil”); em verde, resíduos em curvas (“bend”); 

em amarelo, resíduos em voltas (“turn”); em azul, resíduos em hélice- .

O Anoplin-NH2 mantém sua estrutura em hélice-  (da Leu 2 a Leu 10) estável ao 

longo da dinâmica, a menos de algumas flutuações do 2º resíduo no intervalo de 4 a 5 ns. 

Estes resultados estão em concordância com os percentuais helicoidais encontrados para 

estes peptídeos em ambientes anfipáticos como TFE e água (Ifrah et al., 2005; Apêndice A)  

Macro-dipolo da hélice:

 O macro-dipolo da hélice, formado pelos dipolos das ligações peptídicas, foi 

calculado ao longo da dinâmica de ambos peptídeos. Na figura 5.6, podemos observar os 

gráficos dos momentos de macro-dipolo dos resíduos que estão em conformação helicoidal 

ao longo do tempo. O valor médio do macro-dipolo é 0,49 nm e para o Anoplin-NH2, e para 

o Anoplin-OH, que apresenta menos resíduos em hélice é de 0,41 nm e. Esta diferença já 

era esperada, pois o macro-dipolo da hélice é medido pelo alinhamento dos dipolos 

formados pelas ligações peptídicas dos resíduos que estão em hélice. A introdução de uma 

carga negativa no C-terminal o Anoplin-OH resultou na redução do percentual helicoidal. 

Figura 5.6: Gráficos dos macros-dipolo das hélices do Anoplin-NH2 (preto) e Anoplin-OH (azul) ao longo da 

dinâmica. 

No gráfico do Anoplin-NH2 (preto) o macro-dipolo da hélice apresenta um suave 

decaimento no intervalo de 4 a 5 ns, que corresponde a desestruturação do 2º resíduo 
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mostrado pelo gráfico da figura 5.5.  As flutuações do macro-dipolo do Anoplin-OH (azul) 

no intervalo de 7 a 8 ns são correspondentes às variações estruturais dos resíduo 5, 6 e 7 

mostradas na figura  5.5. 

Análise das Interações Eletrostáticas: 

 A presença da carga negativa no C-terminal, causa uma desestruturação dos 

resíduos 8, 9 e 10 no Anoplin-OH, com esta análise investigamos quais as interações 

eletrostáticas que estão envolvidas nesta desestruturação. Todas as distâncias entre os 

grupos de cargas e os grupos polares foram analisadas para ambos os peptídeos. O Anoplin-

NH2 apresenta um quadro de distâncias que não têm flutuações significantes ao longo da 

dinâmica, as interações entre as cargas são do tipo repulsiva e podem contribuir 

favoravelmente para a manutenção da hélice e para a estruturação do solvente (vista na 

próxima análise).  

 Na figura 5.7 apresentamos os gráficos das distâncias, para o Anoplin-OH, entre as 

cargas das cadeias laterais da Lys 4 e Arg 5 com a carga negativa (O-) do C-terminal. A 

carga negativa (O-) aproxima-se das cargas positivas (Lys 4 e Arg 5) logo nos primeiros 

picosegundos, esta aproximação pode ser associada com as modificações estruturais 

observadas nas análises anteriores. 

Figura 5.7: Gráficos das distâncias entre as cargas das cadeias laterais da Lys 4 e Arg 5 com a carga negativa 

(O-) do C-terminal. Em vermelho apresentamos a distância entre o grupo NH3
+ da cadeia lateral da Lys 4 e a 

átomo O- do C-terminal. Em preto é mostrada a distância entre o centro de massa do grupo “NH2–C–NH2” da 

cadeia lateral da Arg 5 e o átomo O- do C-terminal. 
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 Notamos que em determinados intervalos de tempo as cargas ficam a distâncias 

pequenas (4 Å) típicas de “pontes salinas”, impedindo que os resíduos 8, 9 e 10 voltem para 

conformação helicoidal inicial. Fica evidente em alguns intervalos (de 1,5 a 2,5 ns, de 4 a 5 

ns e de 7,5 a 8 ns) que a carga negativa oscila entre as cargas de ambos resíduos.   

Ângulo Polar e Perfil de Solvatação:

 As estruturas de RMN em SDS de ambos peptídeos mostram uma conformação 

helicoidal anfipática com uma face polar (ângulo polar) subentendida num ângulo, 

determinado pela projeção da hélice em um plano normal a seu eixo, de aproximadamente 

90o para o amidado (figura 5.8a) e 110o para a forma carboxilada  (figura 5.8b). A origem 

deste ângulo é o eixo da hélice e ele é limitado pelos grupos de carga dos resíduos polares 

que estão na interface hidrofóbica-hidrofílica (como mostra a figura 5.8). 

Figura 5.8: Cadeias obtidas por RMN projetadas no plano ortogonal ao eixo da hélice. Em a) estrutura do 

Anoplin-NH2. Em b) estrutura do Anoplin-OH. Em azul claro estão os átomos de hidrogênio; em vermelho os 

átomos de oxigênio; em azul os átomos de nitrogênio; em cinza os átomos de carbono (C,CH, CH2 e CH3).

 Os resultados a dinâmica molecular em TFE, por outro lado, mostram que o 

Anoplin-NH2 mantém o C  dos resíduos polares aproximadamente na mesma posição, mas 

os grupos carregados são encontrados em diferentes posições na face polar, aumentando o 
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ângulo polar para 160o (figura 5.9a). Devido a desestruturação do C-terminal do Anoplin-

OH os resíduos Leu 9 e Leu 10  invadem a face polar deste peptídeo e destroem a 

anfipaticidade da hélice (figura 5.9b). A figura 5.9 mostra as estruturas médias no intervalo 

de 5 a 8 ns da dinâmica de ambos peptídeos.  

Figura 5.9: Estruturas médias obtidas no intervalo de 5 a 8 ns da DM de ambos peptídeos, projetadas no 

plano ortogonal ao eixo da hélice. Em a) estrutura do Anoplin-NH2. Em b) estrutura do Anoplin-OH. Em azul 

claro estão os átomos de hidrogênio; em vermelho os átomos de oxigênio; em azul os átomos de nitrogênio; 

em cinza os átomos de carbono (C,CH, CH2 e CH3) e em amarelo a cadeia lateral dos resíduos Leu 9 e Leu 

10. 

 As modificações estruturais produzidas pela presença da carga negativa no C-

terminal do Anoplin-OH, se devem às diferenças no ambiente causadas pelo rearranjo das 

moléculas do solvente e pela interação entre a carga negativa do C-terminal e as cargas 

positivas das cadeias laterais dos resíduos Lys 4 e Arg 5.  As análises de solvatação, no 

caso do Anoplin-NH2, retratam a anfipáticidade da conformação helicoidal, ou seja, os 

resíduos carregados, polares e a carga do N-terminal são solvatados preferencial por 

moléculas de água, já os resíduos hidrofóbicos são solvatados por moléculas de TFE (pelo 

grupo CF3).

 Na figura 5.10 mostramos o perfil de solvatação, no intervalo de 5 a 8 ns,  em torno 

do N e C-terminais. A carga positiva do N-terminal de ambos peptídeos são igualmente 

solvatadas, ou seja, o número de moléculas de água é maior que o número de moléculas de 

TFE para um mesmo raio (figura 5.10a). O que é concordante com os dados de RMN e de 
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CD, que mostram que as estruturas destes peptídeos têm o N-terminal desestruturado, 

fazendo com que o primeiro resíduo apresente uma grande liberdade conformacional e 

fique exposto ao solvente. Na figura 5.10b mostramos a análise de solvatação do C-

terminal do Anoplin-NH2 e do Anoplin-OH. Considerando o raio de 0,3 nm, verificamos a 

presença de aproximadamente 5 moléculas de água em torno do grupo carboxila do 

Anoplin-OH, três a mais do que em torno do grupo amida (polar) do Anoplin-NH2.

Figura 5.10: Gráficos da Integral da Função de Distribuição Radial de Pares (RIN), no intervalo de 5 a 8 ns, 

para os grupos NH3
+ (N-terminal), NH2 (C-terminal) e COOH (C-terminal) dos peptídeos Anoplin-NH2 e 

Anoplin-OH. Em azul são apresentadas as curvas de RIN para o centro de massa dos átomos de flúor da 

molécula de TFE. Em preto apresentamos as curvas de RIN para os átomos de O (OW) das moléculas de 

água. Em a) temos as curvas de RIN para o N-terminal do Anoplin-NH2. Em b, temos as curvas de RIN para o 

C-terminal de ambos peptídeos: Anoplin-NH2 (linhas contínuas) e para o Anoplin-OH (linhas tracejadas). 

 Da figura 5.9 e das demais análises, notamos que os resíduos Thr 8, Leu 9 e Leu 10 

na dinâmica do Anoplin-OH sofre modificações conformacionais consideráveis, e os 

resíduos 9 e 10 deixam de pertencer a face hidrofóbica da hélice. Pela análise de solvatação 

no intervalo de 5 a 8 ns da dinâmica do Anoplin-NH2, verificamos que a cadeia lateral Leu 

9 manteve-se na região de interface hidrofóbica-hidrofílica (figura 5.11a), tendo o mesmo 

número de moléculas de água e de TFE na sua região de solvatação. Na dinâmica do 

Anoplin-OH, no mesmo intervalo, o número de moléculas de água e de TFE também são 

coincidentes apesar das mudanças conformacionais já citadas. Esta característica de 

solvatação tem conseqüências diferentes para cada tipo de peptídeo: para o Anoplin-NH2 a 

estrutura helicoidal deve ser favorecida pela localização da cadeia lateral da Leu 9 na 
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interface; a desestruturação do C-terminal do Anoplin-OH deve ser favorecida devido a 

redução do caráter anfipático, ou seja, passou a ter moléculas de TFE solvatando a face 

hidrofilica.

 Nas figuras 5.11b e 5.11c, apresentamos as curvas de solvatação, correspondente 

aos últimos 3ns, para a cadeia lateral Leu 10 nas dinâmicas do Anoplin-NH2 e Anoplin-OH 

respectivamente. No caso do Anoplin-NH2 a cadeia lateral Leu 10 localiza-se no centro da 

região hidrofóbica e por isso é solvatada preferencialmente por moléculas de TFE (figura 

5.11b). No Anoplin-OH , a cadeia lateral da Leu 10 é preferencialmente solvatada por 

moléculas de água condizente com sua localização na região hidrofílica do Anoplin-OH.   

Figura 5.11: Gráficos da Integral da Função de Distribuição Radial de Pares (RIN), no intervalo de 5 a 8 ns, 

para as cadeias laterais dos resíduos Leu 9 e Leu 10 dos peptídeos Anoplin-NH2 e Anoplin-OH. Em azul são 

apresentadas as curvas de RIN para o centro de massa dos átomos de flúor da molécula de TFE. Em preto 

apresentamos as curvas de RIN para os átomos de O (OW) das moléculas de água. Em a), temos as curvas de 

RIN para a cadeia lateral da Leu 9 do Anoplin-NH2. Em b), temos as curvas de RIN para a cadeia lateral da 

Leu 10 do Anoplin-NH2. Em c), temos as curvas de RIN para a cadeia lateral da Leu 10 do Anoplin-OH 

(linhas tracejadas). 

 Se considerarmos as cargas positivas dos resíduos Lys 4, Arg 5 e Lys 7 e o grupo 

polar do resíduo Thr 8, as curvas de RIN foram examinadas e são compatíveis umas as 

outras para ambos peptídeos. Estas curvas mostram uma abundância de moléculas de água, 

numa razão de 10 pra 1 num raio de 0,4 nm.

Como 40% dos resíduos do Anoplin são carregados ou polares, este peptídeo 

apresenta, assim com o MP-I, um valor baixo para hidrofobicidade (0,054 – seção 1.2.3). 
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Por esse fato, verificamos a solvatação na região da cadeia principal do Anoplin-NH2

através da análise das curvas de RIN do C (s) apresentadas na figura 5.12. 
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Figura 5.12: Gráficos da Integral da Função de Distribuição Radial de Pares (RIN) para o Anoplin-NH2 ao 

longo da dinâmica de 8 ns. Nas ordenadas apresentamos o número médio de moléculas e nas abscissas, o raio 

da esfera centrada no C  variando de 0 a 1 nm. Para esta análise escolhemos o C de cada resíduo do peptídeo, 

o centro de massa dos 3 átomos de flúor (F) da molécula de TFE (em azul) e o átomo de oxigênio (OW) da 

molécula de água (em preto). 

Pelos motivos já discutidos no capítulo anterior, consideraremos para esta análise r 

= 0,5 nm e os carbonos-  dos resíduos ímpares. Pela figura 5.12 constatamos que a Gly 1 

tem 10 moléculas de água para 1 de TFE na região do seu C . Isso ocorre devido a presença 

da carga do N-terminal (NH3
+) e do fato da glicina ter apenas um átomo de hidrogênio em 

sua cadeia lateral favorecendo a solvatação pela água e permitindo que este resíduo tenha 

uma grande variabilidade conformacional, como observado da figura 5.2b. Isso também 

impede que este resíduo forme ligações de hidrogênio n-n+4 com a Arg 5, mantendo-o fora 

da porção helicoidal. 

 A Arg 5 é solvatadas aproximadamente pelo mesmo número de moléculas de TFE e 

de água, duas. Este resíduo tem cadeia lateral longa e apresenta grupos metilênicos em sua 

extensão, assim com as lisinas, “atraindo” moléculas de TFE para sua região, e as 

moléculas de água nessa região são devido a proximidade de seu C  com o resíduo Gly 1 

(figura 5.9 e 5.1). A Leu 3 e a Leu 9 localizam-se na interface hidrofóbica-hidrofílica, o que 

justifica a presença das moléculas de água na região dessas cadeias principais.   

 Este número elevado de moléculas de água na região da cadeia principal do 

Anoplin-NH2 sugere, da mesma forma que para o MP-I, que a falta de atividade hemolítica 

deve-se a sua incapacidade de “enterrar-se” no interior da bicamada membranar, que está 

diretamente ligada a uma solvatação equilibrada entre água e grupos CF3 na região da 

cadeia principal. Deve-se destacar aqui que em termos do fator hidrofobicidae, usualmente 
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utilizado na literatura para a racionalização do comportamento destes peptídeos, ambos 

MP-I e Anoplin-NH2 têm valores próximos: 0,068 e 0,054, respectivamente. Neste trabalho 

entendemos que esse fator, num certo sentido, reflete a solvatação da cadeia principal. 

 Cabe questionar porque esse maior número de moléculas d’água próximo aos 

carbonos C  não desestabiliza as ligações de hidrogênio, principalmente na região do N-

terminal onde a quantidade de água é maior do que o de grupos CF3. Esse equilibro e a 

manutenção das ligações de hidrogênio se mantém, além da solvatação, pelo equilíbrio 

eletrostático, determinado pela repulsão entre as cargas positivas dos resíduos carregados e 

do N-terminal. Além disso, a análise do RIN em torno dos átomos eletronegativos que 

participam das pontes de hidrogênio mostram que, na distancia de 0,45 nm, eles estão 

solvatados por CF3. A ligação, potencialmente, mais sensível a isso é aquela entre o O da 

Leu 2 com o N da Ile 6, pois a Leu 2 está numa região com muita água. O RIN em torno do 

O da Leu 2, contudo, é (1,0:0,2) (CF3:água), enquanto para o O da leu 6 obtemos (0,9:0).  O 

N da Leu 6. Para as demais ligações essas relações são ainda mais favoráveis. Porém o 

tempo de permanência desta ligações ao longo da dinâmica decaem da extremidade C-

terminal para a N-terminal. A razão para isso pode ser atribuída à distribuição de cargas que 

estão, essencialmente, concentradas do N-terminal até a metade do peptídeo.   

Conclusões: 

 A desamidação do C-terminal do Anoplin não causa variações na conformação do 

peptídeo em ambientes altamente aniônicos como SDS. Uma racionalização para esta 

observação é que as cargas positivas das cadeias laterais do peptídeo interagem fortemente 

com as cargas distribuídas no ambiente aniônico, impedindo uma interação mais efetiva 

destes grupos com a carga negativa do C terminal e, portanto, variações significativas na 

estrutura.

Em ambientes anfipáticos e não carregado como o TFE e água, ao contrário, 

notamos que a carga do C-terminal, passa a interagir de forma atrativa com as cargas das 

cadeias laterais, causando um rearranjo do solvente nas vizinhanças do peptídeo e, com 

isso, ocorre uma perda no teor helicoidal e na anfipaticidade da hélice.  Estes fatores 

modulam a atividade biológica destes peptídeos (Giangaspero et al., 2001; Dathe et al., 
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1997; Dathe et al., 2002), ou seja, a perda de anfipaticidade esta relacionada com a perda de 

atividade antimicrobiana (Giangaspero et al., 2001; Dathe et al., 1997).  

 O Anoplin-NH2 não apresenta modificações no seu percentual helicoidal em 

solventes anfipáticos e não carregados (TFE/água), a presença do grupo amida no C-

terminal favorece a permanência da Leu 10 na face apolar da hélice, que é solvatada 

preferencialmente por moléculas de TFE. Este agrupamento (“cluster”) nas proximidades 

da região hidrofóbica está em concordância com dados de dinâmica de peptídeos em 

misturas de TFE e água (Johnston et al., 2006; Fioroni et al., 2002; Roccatano et al., 2002). 

No caso do Anoplin-OH a interação eletrostática entre a carga negativa e as cargas 

positivas das cadeias laterais vence a interação hidrofóbica que mantinha a Leu 10 na face 

apolar. 

 Embora o Anoplin-NH2 mantenha sua estrutura helicoidal em misturas de TFE e 

água, as cargas das cadeias laterais são repelidas mutuamente, produzindo alterações no 

ângulo polar deste peptídeo, que vai de  ~90  (em SDS - RMN) para ~160  (em TFE/água - 

DM). Estas diferenças não são artifícios criados pela simulação, pois se observarmos do 

estudo do EMP-AF (capítulo 3), as estruturas de RMN (Sforça et al., 2004 – dados de RMN 

do EMP-AF em TFE/água) e as obtidas em média pela DM apresentam uma variação não 

significativa no ângulo polar.  Entretanto, a variação do ângulo polar apresentada pelo 

Anoplin-NH2 em diferentes ambientes pode ser correlacionada com a interação de suas 

cargas com as cargas da membrana. A medida que o ambiente se torna menos aniônico as 

cargas do peptídeo passam a interagir entre si, aumentando sua face polar. Esse aumento no 

ângulo polar implica em menor penetração no interior da membrana e, conseqüentemente, 

em menor desarranjo da bicamada lipídica, o que justifica a diminuição gradual do 

vazamento (“leakage”) causado pelo Anoplin-NH2 com a diminuição da densidade das 

cargas negativas nas vesículas. Estes resultados são condizentes com testes de variação do 

ângulo polar para peptídeos catiônicos encontrados na literatura (Uematsu and Matsuzaki, 

2000; Wieprecht et al., 1997b; Zhao, 2003 – Seção 1.2.7). 

A análise de solvatação dos carbonos-  permite compreender o significado do baixo 

valor da hidrofobicidade atribuído ao Anoplin-NH2 quando comparado com a maioria dos 

mastoparanos, e sua relevância para a manutenção da estrutura helicoidal. Dela, verifica-se 

a presença de um número elevado de moléculas de água na região da cadeia principal do 
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peptídeo, tornando-a menos hidrofóbica, fato que, como discutido acima, inibe o peptídeo 

de “enterrar-se” no interior da bicamada.  
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Capítulo 6 – Conclusões Gerais

 O principal objetivo deste trabalho era correlacionar propriedades como estrutura 

secundária, anfipaticidade, hidrofobicidade, ângulo polar e amidação do C-terminal com 

informações extraídas da dinâmica molecular, com o intuito de sugerir explicações as 

diferenças entre as atividades biológicas e mecanismos de ação de alguns mastoparanos 

com bicamadas membranar.   

 Verificou-se, do estudo do EMP-AF, que a presença do grupo amida no C-terminal 

é essencial para a manutenção de sua estrutura helicoidal anfipática e, com isso, a 

manutenção de sua atividade antimicrobiana e hemolítica. Na simulação do EMP-AF-NH2

encontramos um conteúdo helicoidal alto e compatível com dados experimentais de CD e 

RMN. A anfipaticidade está bem caracterizada devido a solvatação “ideal” proporcionada 

pelos grupos hidrofóbicos (CF3) do TFE solvatando a face hidrofóbica do peptídeo, e a face 

hidrofílica solvatada pelas moléculas de água e também pelos átomos de oxigênio do grupo 

polar da molécula de TFE. Das simulações com o EMP-AF-OH verifica-se uma perda 

significativa do teor helicoidal, além do comprometimento da anfipaticidade. Forma-se uma 

hélice estável ao longo da dinâmica entre o resíduos de 3 a 7, enquanto os resíduos 8, 9 e 10 

oscilam, ora entrando nessa conformação em determinados intervalos e em outros não. 

Mostrou-se que, esse comportamento, assim com a desestruturação dos resíduos do C-

terminal, está associado às interações atrativas entre as cargas positivas das cadeias laterais 

deste peptídeo com a carga negativa do grupo carboxila (COOH ). 

 A desestruturação no C-terminal da hélice e a conseqüente perda da anfipaticidade, 

sugerem que a interação com a membrana seria desfavorável, pois estes fatores são 

fundamentais para isso, e, como conseqüência, o EMP-AF-OH não apresenta atividade 

antimicrobiana ou hemolítica.  O EMP-AF-NH2, por outro lado, devido a estabilidade da 

estrutura de hélice-  e anfipática, interaje favoravelmente com o interior hidrofóbico das 

membranas e sua região hidrofílica, mais precisamente a região das cargas, interage com as 

cabeças polares dos lipídeos.    

 Das simulações por dinâmica molecular em misturas TFE-água, sugerimos que a 

conformação do MP-I seja um hélice-  anfipática composta pelos resíduos de 3 a 13, o que 

é comprovado dos experimentos de dicroísmo circular. Assim como outros mastoparanos o 
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MP-I apresenta os resíduos 1 e 2 desestruturados, devido a uma ligação de hidrogênio entre 

o grupo de carga da cadeia lateral da Asp 2 com o N da cadeia principal da Lys 4, esta 

interação permite-nos sugerir que o ângulo polar não deve ser medido a partir de uma 

representação da posição dos carbonos-  e sim da real localização das cargas na 

conformação do peptídeo. O MP-X também apresenta uma ligação de hidrogênio entre o 

oxigênio da cadeia lateral da Asn 2 que fica oscilando entre o N da Lys 4 e o N da Gly 5. 

Estas ligações de hidrogênio fazem com que o ângulo polar de ambos peptídeos tenham o 

mesmo valor e isso pode dificultar a compreensão nas diferenças de atividade, como 

sugerem outros autores (ver capítulo 1).  

 A ausência da atividade hemolítica para o MP-I é, usualmente, justificada pela baixa 

hidrofobicidade, quando comparada ao MP-X. Neste trabalho fazemos uma associação 

deste parâmetro com o ambiente que solvata a cadeia principal do peptídeo. O MP-X 

apresenta uma região, em torno de sua cadeia principal, protegida das moléculas de água, 

ou seja, solvatada preferencialmente por TFE. Já o MP-I, devido às cargas de suas cadeias 

laterais (Asp e Gln), que são curtas, permite a inserção de moléculas de água na região de 

sua cadeia principal. Mostramos que sua estrutura helicoidal, ainda assim, é mantida devido 

ao equilíbrio eletrostático destes grupos carregados e dos grupos polares. 

 Dados experimentais mostram que a conformação e atividade antimicrobiana do 

Anoplin-OH são muito dependentes da densidade de carga do ambiente. Em solventes 

anfipáticos e não carregados como misturas de TFE e água a carga do C-terminal interage 

de forma atrativa com as cargas das cadeias laterais, causando um rearranjo na estrutura do 

peptídeo e no solvente nas suas vizinhanças. Com isso, ocorre uma perda no teor helicoidal 

e na anfipaticidade da hélice e também na sua atividade antimicrobiana. 

 O Anoplin-NH2 tem baixa hidrofobicidade. Do estudo da solvatação mostramos a 

presença de moléculas de água na região da cadeia principal que poderia perturbar as 

ligações de hidrogênio do tipo n-n+4 e a estabilidade da estrutura helicoidal. Mostramos 

que dois fatores contribuem para explicar a manutenção da hélice- : o equilíbrio 

eletrostático devido a repulsão entre os grupos carregados das cadeias laterais e o N-

terminal e que, apesar da presença maior de moléculas d’água nessa região, os átomos 

eletronegativos da cadeia principal (O e N) são solvatados preferencialmente pelos grupos 

apolares do TFE.  A presença das moléculas de água na região da cadeia principal deste 
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peptídeo sugerem que em presença de membrana esse peptídeo não seria capaz de se 

“enterrar” no interior da membrana e por isso não apresentaria atividade hemolítica. 

Discutimos ainda que os dados de vazamento de vesículas podem ser racionalizados pelas 

variações no ângulo polar.  
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Abstract 

In this work we studied the mode of action of Anoplin, an antimicrobial, helical decapeptide from 

wasp venom. We related its lytic activity on vesicles with the structures determined by NMR in 

SDS micelles and by Molecular Dynamics Simulations (MD) in TFE/water mixtures. We have 

searched the correlation between the lytic activity and structural parameters. We propose to estimate 

parameters as the angle subtended by the polar face and the hydrophobic moment of the helical 

stretch  from NMR and MD structures. The solvation profile due to amphipathic molecules around 

the hydrophobic and charged groups of these peptides has also been analyzed. This analysis has  

shown that this procedure helps to establish part of the searched correlations, however the unusual 

behavior observed for the carboxylated form of the peptide, specially in its lytic activity in highly 

charged vesicles, can not be well understood at the moment with the present data.

Key words 

Antimicrobial peptide, wasp venom, NMR structure, Molecular Dynamics, polar angle 

Abbreviations  
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1. Introduction 

The decapeptide Anoplin (ANP), GLLKRIKTLL, is among  the smallest naturally 

occurring antimicrobial peptides. The amidated C-terminus form (ANP-NH2), isolated from the 

venom sac of pompilid wasps Anoplius samariensis, presents antimicrobial and mast cell 

degranulating activity, being non-hemolytic [27].  Its synthetic C-terminus carboxylated analog, 

Anoplin-OH (ANP-OH) is also non hemolytic and lost the antimicrobial and mast cell 

degranulating activities. These results made us believe that  the biological activity is centered in the 

membrane lipids. The outer leaflet of the bacterial membrane is, in general, negatively charged 

while in mammals it is electrically neutral [30]. Cationicity and amphipathic character of most 

antimicrobial peptides emphasize the importance of the electrostatic interaction to drive contacts 

with vesicles or cells, and to modulate binding forces and subsequent activity.  

Previous results [27, 23] have also suggested that, besides the peptide net charge, the primary 

sequence and probably the secondary structure adopted upon contact with biological membranes are 

very important to modulate its biological activities. 

Since the unique difference between these peptides is the nature of the C-terminus we studied the 

lytic activity of Anoplin-NH2 and Anoplin-OH through dye leakage experiments of charged and 

non-charged vesicles. We related these results with their structures in sodium dodecyl sulfate (SDS) 

micelles and TFE/water mixture obtained by NMR and molecular dynamics (MD) simulations 

respectively. The aim of the MD study was to compare the conformational changes that occur when 

both peptides are submitted to a non-charged environment, with amphipathic characteristics, like 

mixtures of trifluoroethanol and water (TFE/water). Circular dichroism (CD) complemented the 

conformational analysis, also in the presence of zwitterionic and anionic vesicles. We have searched  

correlations between the lytic activity of both peptides in vesicles and their net charge, -helical 

content  and the angle subtended by the polar face. Instead of using the helical wheel projection, we 

propose to estimate the polar angle and the hydrophobic moment of the helical stretch obtained 

from NMR and MD structures in SDS and TFE/water respectively. We have  also searched for 

water and TFE clusters around the hydrophobic and charged groups of these peptides.  It has been 

shown, in the last ten years, that permeabilization efficiency is, in general, correlated with some  

physicochemical characteristics of antimicrobial peptides [11,14, 12], such as:  net charge [13], 

hydrophobicity [44], helicity, hydrophobic moment and the angle subtended by the polar face [42, 

45]; and also to the characteristics of the bilayer as compressibility and bending modulus and 

spontaneous curvature radius [1, 28, 31]. 
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2. Materials and methods 

2.1 Peptide synthesis and purification

The peptides were synthesized as described by Konno et. al. [27] by step-wise manual solid-phase 

synthesis using N-9-fluorophenylmethoxycarbonyl (Fmoc) strategy. The crude products were 

purified by reverse-phase HPLC, and the homogeneity and sequence were accessed by analytical 

HPLC and mass spectrometry (MALDI-TOF-MS and ESI-MS). 

2.2 Vesicle preparation

Lipids and carboxyfluorescein (CF) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 

Zwitterionic lipid film composed by pure L- -phosphatidylcholine (PC) and negatively charged 

lipid mixtures made of  PC and either L- -phosphatidyl-DL-glycerol (PG) or cardiolipin (CL) have 

been prepared at the following molar ratios: PCPG 70:30, PCPG 40:60, PCCL 70:30 and PCCL 

40:60. Small unilamellar vesicles (SUVs) for CD measurements and large unilamellar vesicles 

(LUVs) for dye leakage measurements have been prepared as detailed described elsewhere [18]. 

Shortly, lipid films were hydrated either with Tris/H3BO3 5 mM, 0.5 mM Na2EDTA, pH 7.5 for CD 

experiments, or Tris/HCl 10 mM, 150 mM NaCl, 1mM Na2EDTA, pH 7.5, containing 25 mM CF 

for fluorescence experiments. 50 min sonication for CD measurements and 5 min for fluorescence 

measurements produced respectively SUVs or LUVs, which have been used respectively within 24 

hours and 48 hours of preparation. The lipid concentration was determined by phosphorus analysis 

[39]. 

2.3 Circular dichroism measurements

CD spectra were measured at several peptide concentrations either in 1 mM PBC buffer, pH 7.5, or 

in buffered sodium dodecylsulfate (SDS) solution above the critical micellar concentration (cmc) at 

8 mM, with and without the adding of 150 mM NaF, or in the presence of anionic PCPG 70:30 

SUVs. The measurement was carried out over the range of 198-260 nm, using a Jasco-710 

spectropolarimeter (Tokyo, Japan). The instrument was calibrated using d-10-camphorsulfonic acid. 

Spectra have been acquired at 25 C using 0.5 cm path length cell, and averaged over six scans; 

measurement parameters, baseline correction and ellipticity calculation as indicated elsewhere [18]. 

Assuming a two state model the observed mean residue ellipticity at 222 nm ( obs

222 ) was converted 
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into -helix fraction (fH) using the method proposed by Rohl and Baldwin [38] and previously 

described [27].  

2.4 NMR spectroscopy  and molecular modelling 

The samples for NMR measurements were prepared by dissolving the peptides in a 200 mM SDS 

perdeutered aqueous solution containing 5% of D2O to yield a concentration of 0.8 mM, pH= 4.5. 

All two dimensional 1H-NMR experiments were carried out on a Varian Unity 500 spectrometer 

operating at 499.730 MHz for 1H frequency, at a temperature of 30 oC. To assign the peptide 

resonance peaks, standard methods were used including Double Quantum-Filtered (DQF)-COSY, 

Total Correlation Spectroscopy (TOCSY) and Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy 

(NOESY) experiments. The TOCSY spectra were acquired using a DIPSI spin-lock sequence at a 

field strength of 10 kHz and spin-lock evolution time of 85 ms. NOESY spectra with 200 and 300 

ms mixing time were recorded. All two-dimensional experiments were acquired in the phase-

sensitive mode using the method States et. al [41].The spectra width was typically 6000 Hz and 512 

1 increments  with 56 transients of 2048 complex points for each free induction decay were 

recorded, except for DQF-COSY, which 1024 1 experiments were collected each with 40 transients 

of 8192 complex points. 

Data were processed on a Silicon Graphics Octane workstation using the 

nmrPIPE/nmrVIEW [16] Software. To obtain distance constraints, cross-peaks volumes were 

estimated from the 300 ms NOESY spectra. The NOE calibration was made using the Median 

Methods in the NMRVEW software. The lower bound were set to 1.8 Å.  

The 3D structure of ANP-NH2 and ANP-OH was computed using the simulated annealing 

methods [21] in the DYANA refine module, and energy minimized by using the DISCOVER 

(BYOSYM Technologies Inc., San Diego, CA.) software package, together with the INSIGHT II 

[24] as graphic interface.  

2.6 Dye Leakage

A volume of fresh LUV suspension was injected into a cuvette containing magnetically stirred 

peptide solutions either at 5.0 or at 20 M, to give a final volume of 1.0 ml. These peptide 

concentrations represent  the range of interest as determined in previous antimicrobial activity tests 

[27,23]. CF release from the vesicles was monitored at 520 nm (excited at 490 nm) on a Hitachi 

Fluorometer F4500 (Tokio, Japan) by measuring the decrease in self-quenching at 25 C. Percent of 
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dye leakage was determined  after regular time intervals, and calculated as indicated in dos Santos 

Cabrera et al. [18]. 100 % leakage fluorescence has been corrected for the corresponding dilution 

factor. 

2.7 MD simulations

MD simulations of the peptides were carried out in a triclinc box containing trifluoroethanol (TFE) 

in water (~ 30% v/v). Systems were made up of 205 TFE molecules, 1902 water molecules and 4 

chlorine (Cl-) counterions, which neutralize 4 positive charges in ANP-NH2, and 3 Cl-  counterions, 

which neutralize ANP-OH net charge. In both cases the N-termini were treated as a positively 

charged group (NH3
+); ANP-OH C-terminus was treated as a carboxylated group, negatively 

charged (COO-). The calculations were carried out using  GROMOS 96 force field [43]; model SPC 

(Simple Point Charge – [6]) was used for water; for TFE molecules, the model and simulations 

conditions were applied as proposed by Fioroni et al. [19]. Systems optimization was carried out in 

8000 steps conjugate gradient and a steepest descent cycle was performed every 500 steps. Position 

restriction dynamics, for solvent and ions relaxation ran for 1 ns, with a 2 fs-time step for the 

integration of movement equations. Afterwards constraints have been removed and the systems 

underwent 8 ns of MD simulations. Periodic boundary conditions have been imposed in the systems 

simulations with a cutoff radius of 1.4 nm. The LINCS [22] algorithm was used to constraint all 

bond lengths and SETTLE [35] to constraint water geometry. Simulations ran in the canonical 

ensemble (n, P, T) 300 K and 1 atm. Temperature and pressure were modulated using coupling 

techniques [4] with coupling and isothermal compressibility constants of 0.01 ps (solvent and 

peptide) and 6.5 x 10-5 bar-1, respectively. Long range electrostatic interactions were treated using 

Particle Mesh Ewald method [10,8]. For Lennard-Jones interactions the cutoff radius was 1.4 nm. 

The atomic positions were recorded every 1.0 ps throughout each trajectory. MD calculations and 

trajectory analysis were made using the facilities of the GROMACS package [29].  

The strategy for the MD studies of ANP-NH2 and its analogue in TFE/water mixture (70:30 

v/v) was to use the one of the 20 structures determined from NMR experiments with ANP-NH2 in 

SDS. Two  8 ns MD simulations have been carried out: in the first, we kept the original C-terminus 

amidated chain and in the second, only the C-terminus had the amide group extracted, remaining a 

negatively charged carboxyl group; this strategy allows for a clearer visualization of the 

conformational changes induced by the environment substitution.  
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3. Results 

3.1 CD spectroscopy 

CD experimental results are summarized in Table 1. It shows that in water or PBC buffer at 

physiological pH, and zwitterionic vesicles ANP-NH2 and ANP-OH are random coil. In 30% 

TFE/water, SDS micelles and anionic phospholipid vesicles, both the amidated and carboxylated 

forms of the peptide showed CD spectra with two negative dichroic bands centered at 208 and 222 

nm, characteristic of helical structure. The higher -helix fractions determined are 24% in 30% 

TFE, 30% in buffered SDS 8 mM, 28% in PCPG 7030 for the amidated form, while for the 

carboxylated form, they were smaller just in 30% TFE. These results are in good agreement with 

previous ones [27]. The -helix fractions were approximately independent of the peptide 

concentration in TFE and SDS ruling out any aggregation process in those environments.  

However, when checking the concentration dependence of the helical content in PCPG 

7030 vesicles, we found out that the -helical content of ANP-NH2 varies with the lipid to peptide 

molar ratio (Lip/Pep) until the ratio of 25:1, suggesting lower binding levels of the peptides to these 

vesicles. 

3.2 NMR Spectroscopy 

Sequential resonance assignments was performed based on the combined use of two dimensional 

TOCSY and NOESY. 

The 3JNH -coupling constants were estimated from the residual intensity of the antiphase 

cross-peak in the DQF-COSY experiment and the chemical shifts for all residues together with the 

NH- CH coupling constants (3JHN- ). Figure 1 displays the plot of the residual chemical shifts 

deviations for the -protons resonances. As can be seen, from residue L2 to L9, they are all 

negative and intense, at least between residues 2 to 8, for ANP-NH2, thus suggesting the existence 

of a helical segment extending over this region. In the case of ANP-OH this is true from residues 2 

to 7. 

The summary of the interresidue NOEs for the peptide is reported in Figure 2. In fact, the 

medium range (i,i+3) and (i,i+4) NOEs together with the intense NH-NH (i,i+1) indicate an helical 

folding spanning residues 3 to 10, for the ANOPLIN-NH2 and 2 to 10 for the ANOPLIN-OH. 
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3.3 Molecular Modeling  

 A total of 135 distance constraints containing 25 medium range constraints were collected and 

taken into account for structure calculation using DYANA [21]. The calculation with the 

carboxylated peptide used 128 distance constraints with 25 medium range constraints. 

Out of 100 structures that were generated, 40 structures based on the minimum target 

function (0.13 ± 0.02 Å2 for ANP-NH2 and 0.27 ± 0.02 Å2, for ANP-OH) were energy minimized 

using the DISCOVER program. After minimization, 20 structures were selected based on the low 

residual distance violation of backbone showing a RMSD for all residues equal to 0.14 ± 0.06 Å for 

ANP-NH2 and 0.18 ± 0.08 Å for ANP-OH and were used to represent the solution three-

dimensional structure of the peptides in 200 mM SDS at 30oC and pH 4.5 as shown in Figure 3. 

Table 2 shows the statistic results of RMSD and PROCHECK-NMR showing 100% of the PHI and 

PSI angles are in the most favored region. 

3.4 Leakage experiments 

The membrane permeating activity induced by ANP-NH2 and ANP-OH was investigated through 

the release of CF from zwitterionic PC, and the anionic PCPG (70:30 and 40:60) and PCCL (70:30 

and 40:60) LUVs.  

Both peptides at 5 M and until 20 min contact time induced less than 10% CF release from 

PC and from all anionic vesicles tested (data not shown). Even when the peptide concentration was 

increased to 10 M for PC vesicles and 20 M for anionic vesicles, the dye released fraction did not 

increase significantly within 5 minutes, as displayed in Figure 4a; due to this  low lytic activity  it 

was not possible to establish if there is some kind of cooperativity in the dose response curve. 

Exception is made to PCPG 4060 vesicles, displayed in Figure 4b, whose lytic activity is indicative 

of a cooperative process. The example shown in detail of Figure 4b was obtained with 120 M

PCPG 4060 and 20 M peptide concentration. The low leakage efficiency observed for both 

peptides in anionic vesicles and even in PCPG 4060 at 5 M peptide concentration could not be 

attributed just to the peptide´s length.  Other short chain antimicrobial peptide studied in our group 

(dos Santos Cabrera, PhD thesis, 2006), like the less charged undecapeptide Decoralin 

(SLLSLIRKLIT), presents high permeabilizing efficiency in PCPG 7030 vesicles. Nevertheless, the 

increase of PG or CL  ratio in the vesicles composition, which increases the negative charge 

density, is directly related to the leakage increase. It should be noted that cardiolipin (CL) is a 
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dimeric form of phosphatidylglycerol, with four acyl chains and two negative charges, one at each 

phosphate group.  

3.5 Molecular dynamics simulations and trajectory analysis.

Figure 5 shows the Root Mean Square Fluctuation (RMSF) plot for both peptides, i.e., how 

much each residue of the average structure deviates from the starting structure. ANP-NH2 keeps the 

initial helical structure with a slight displacement of some residues at the N- and C-terminus. Its 

analogue, ANP-OH, undergoes a marked conformational change during the initial 400ps, with a 

significant decrease of its helical content at the residues 8, 9 and 10; the starting -helix comprised 

residues Leu 3 to Leu 10 and it rapidly changed to Leu 2 till Lys 7. These conformational changes 

are well correlated with the helical content differences already found in NMR and CD experiments 

and with the abolishment of the biological activities of Anoplin-OH. 

Analyzing the hydrogen bonding characteristic of -helix in ANP-NH2, we observed that 

the distance of 0.3 nm between the electronegative atoms involved is maintained throughout the 

MD simulations, except that between O from Gly 1 and N from Arg 5. The hydrogen bond between 

the O from Lys 7 and the NH2 of the C-terminus, on the other hand, fluctuates, forming and 

breaking along the dynamics. However, the average values for the dihedral ( , ) angles of residues 

7, 8 and 9 remain within the -helix favorable region, evidencing small distorsions of helical 

structure commented above.  

 The NMR chain structures of both peptides show an amphipathic -helix with the polar 

face subtending an angle of approximately 70o for the amidated peptide and 110o for the 

carboxylated form. This angle is centered in the helix axis and defined by the charged groups of the 

residues, located at the hydrophobic-hydrophilic interface. Although ANP-NH2 maintains the 

starting helical conformation throughout the MD simulations in TFE/water, we found out that the 

side-chains of the charged residues are placed at  different positions on the polar face, which 

increased the polar angle to approximately 160o (Figure 6a). The polar face of  ANP-OH is rather 

different due to the unfolding of a significant portion of the helical C-terminus, that moved residues 

Leu 9 and Leu 10 to the polar face of the peptide structure and subtending an angle of 170o as 

displayed in Figure 6b. The estimate of these angles has been obtained from the average structure of 

the final 3 ns of the simulation time.    

 Integrating the pair radial distribution function (RDF), g(r), from 5 to 8 ns time interval, we 

obtained the running integration number (RIN), n(r), that indicates the number of molecules around 

a certain atom or group previously selected. We have chosen the center of mass of the Fluor atoms 
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of TFE  (F) and water (W) for the apolar and polar parts of the solvent, respectively. This analysis 

has been used to look into the distribution of water and TFE molecules around the peptide chains 

and build up a scenery of their preferences in an uncharged environment.  

Figure 7 shows the solvation profile found around N- and C- termini. The positively 

charged N-terminus is equally solvated for both peptides, i.e., the number of water molecules is 

greater than  the number of TFE molecules at the same radius (Figure 7, panel a). This finding 

agrees with the fact that the N-terminus is unfolded for both peptides, presenting larger 

conformational freedom. It is exposed to the bulk solvent, as either indicated by the NMR results 

obtained in SDS micelles or the MD results obtained in TFE/water mixtures. Figure 7, panel b, 

displays the solvation analysis of the C-termini of ANP-NH2 and ANP-OH. Considering the radius 

between 0.25 and 0.3 nm, there are 4-fold more water around the carboxyl group of ANP-OH 

(negatively charged) than  around the amide group (polar, positive) of ANP-NH2.

 Residues Leu 9 and Leu 10 have been selected among hydrophobic residues to look into 

their solvation differences, due to the marked conformational transition they undergone, when 

comparing MD final chains for ANP-NH2 e ANP-OH (Figures 4 and 5). These simulations show 

that Leu 9 kept its position at the hydrophobic-hydrophilic interface in ANP-NH2 while it moved to 

the polar region in ANP-OH. Figure 7a displays RIN for Leu 9, which is the same for both peptides, 

despite of the conformational changes. F and W numbers are coincident, however if we take into 

account that the volume occupied by one TFE molecule is equivalent to the volume of 4 water 

molecules, we can assume that solvation by TFE prevails at the end of the side-chain. Leu 10 is kept 

at the center of  the hydrophobic face in Anoplin-NH2, and its solvation profile is in accordance 

with its location, as presented in Figure 7b, since the RIN of TFE prevails. Contrasting, ANP-OH is 

predominantly surrounded by water molecules (Figure 7c), corresponding to the final Leu 10 

location in the hydrophilic face. 

Considering the positively charged residues (Lys 4, Arg 5 and Lys 7) and the polar residue, 

Thr 8, RIN curves have been examined and are similar to each other and also between both 

peptides, showing the relative abundance of water molecules at 10:1 ratio at 0.4 nm radius. No 

hydrogen bonding has been found among side chains of charged and polar residues and among 

these residues and the backbone of both peptides, emphasizing the environment influence as the 

determinant of the secondary structure. 

Table 3 summarizes the structural characteristics of ANPs, as obtained from calculations  

based on NMR and MD data. Using the program HELANAL [3] applied to the coordinates of NMR 

and MD structures, the average twist angle has been calculated. It was then used in the hydrophobic 

moment calculation, according to Eisenberg consensus scale [17], considering the helical stretches 
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obtained for each peptide in the charged and non-charged mimetic environments. The highly 

anionic charged environment deviated the twist angle to values above the theoretical of 100o,

elongating the helix and the non-charged TFE environment caused the opposite effect. These 

differences caused an increase in the hydrophobic moment in relation to the theoretical value of 

0.366 for both peptides in both conditions tested. Also the size of the helical stretch seems to have 

reduced influence on the antimicrobial and hemolytic activities of both peptides. 

4. Discussion  

CD results have shown that the amount of helical structure found for anoplin and its 

carboxylated analogue is strongly dependent on the environment as had been observed for other 

antimicrobial peptides[,]. While in buffer and in zwitterionic vesicles the -helix fraction is very 

low; in the presence of TFE or anionic micelles or vesicles this fraction increases being proportional 

to the amount of charged groups in the case of anionic environment.  The SDS micelles provides to 

ANP-NH2 strong electrostatic interaction at the micelle surface, near the charged head groups of 

SDS, with minimal spatial separation of its three negatively charged residues and the charged N-

terminal, forming symmetrical and well defined structures (Figure 3). In these structures the 

hydrophobic groups could be hidden from the hydrophilic environment, i.e., inside the micellar core 

[7].This condition might equally stabilize both forms of the peptide in a highly helical amphipathic 

structure.

Besides the effect of charged groups, the potential of the peptide to adopt helical 

conformation is dependent also on the individual helix propensities of the residues in a given 

environment [18, 7, 15, 38]. All the residues that compose these peptides have been shown to 

present higher helical propensities in TFE, SDS micelles and  anionic phospholipid vesicles [7]. 

Anoplin and its carboxylated analog, in SDS solution and in PCPG 7030 vesicles, both at buffered 

pH 7.5, presented lower helical content as determined in CD experiments, in relation to that found 

in NMR and also in the MD studies. A similar apparent discrepancy was reported by Sforça et al. 

(2004) for EMP-AF [40] and by Chuang et al. (1996) for MP-B [9]: they also found a significantly 

lower helical content through CD than through NMR in 40% TFE.  

The MD simulations carried out in a hydrophobic solvent (TFE/water) with Anoplin-NH2

showed the presence of clusters of TFE around the peptide. The clusters are near the hydrophobic 

face in very good agreement with the results obtained by Johnston et al. [26]. The solvation profile 

showed the withdrawal of water molecules from the backbone and from the hydrophobic region. 

The hydrogen bonds between the backbone atoms are protected from water competition and the 
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hydrophobic region remains clustered by TFE molecules (Figure 6, panels a and b), 

thermodynamically favoring the -helix. Although the helical structure is maintained, the charged 

groups are mutually repelled. It is important to emphasize the dependence of the polar angle with 

the environment. For Anoplin-NH2 this angle is ~70o and ~160o, obtained, respectively, from NMR 

structure in micellar SDS and from MD simulations in 30% TFE. The presence of a negative charge 

at the C-terminus in Anoplin-OH introduces repulsive interactions with negatively charged SDS 

micelles and makes its polar face broader (~110o and ~170o) than that of the amidated form of the 

peptide. 

In hydrophobic environment (TFE) which should be more similar to zwitterionic vesicles, 

the polar face broadens and leakage experiments in these vesicles showed higher dye release 

compared to that observed for mildly charged ones (PCPG70:30). Similar results have been 

obtained by Wieprecht et al. (1997) [45] in PC vesicles; they found out that peptides with larger 

polar angle (140o-180o) are more active than those with smaller polar angle (80-120o). Surprisingly, 

for anoplins, we did not observe the same correlation between helical fraction and lytic efficiency as 

observed for other peptides. PC vesicles do not induce helical conformation, although some leakage 

has been observed, while in PCPG (70:30) the peptide is more structured but with lower leakage. 

We have observed, however, that the carboxylated form is more efficient in the lysis of neutral 

vesicles which correlates well with the observation from the MD simulations that the polar angle is 

larger than that found for its amidated form. 

Considering that the anionic vesicles studied provide less negatively charged environments 

than SDS, but more charged than TFE/water, we could expect that the polar angle in these 

environments would approximately vary within the range from ~70o to ~160o for Anoplin-NH2 and 

within 110o to 170o for Anoplin-OH. Both forms of the peptide presented lower permeabilizing 

efficiency on anionic PCPG 7030 than in neutral PC vesicles. However when the amount of charged 

groups increased by substitution of PG by cardiolipin (30%) or increasing PG ratio to 60% the lytic 

activity has increased. Despite of the higher amount of anionic groups in PCCL vesicles, leakage 

from these vesicles was also not expressive; this  could be due to cardiolipin, which is known to 

induce negative spontaneous curvature on bilayers [1], acting contrarily to cationic peptides that 

induce positive curvature. Interestingly this data emphasizes the importance of membrane curvature 

for leakage similar to what is observed for a pore forming peptide.  

A comparison of the lytic activities of both forms of the peptide in anionic vesicles PCPG 

(40:60), however, shows an unexpected result. The less charged peptide, the carboxylated form, is 

more efficient than the amidated one. For other lytic peptides, with similar physico-chemical 

characteristics the C-terminus amidation contributes not only with the extra charge but also 
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stabilizes the helical conformation. These features, in association with a narrow hydrophilic face, 

have been shown to contribute for higher lytic activity in anionic vesicles [,,]. Consequently, for the 

carboxylated form, one would expect reduced dye release from anionic vesicles. This unexpected  

behavior in the leakage of anionic vesicles can not be attributed to the anoplin chain length. We 

have observed that the amidated form of an undecapeptide is much more efficient in dye release 

from anionic vesicles than the carboxylated form (manuscript in preparation).  Notwithstanding the 

reduced lytic activity of the amidated form in anionic vesicles it presents antimicrobial activity 

comparable to peptides whose mode of action supports the toroidal pore model [47]. These results 

suggests that the presence of lipopolysaccharides in the microbial membrane is important to the 

high antimicrobial activity of anoplin-NH2 is good agreement with the observations for other 

peptides [42, 36]. In the same way, although these peptides are not hemolytic, the correlation 

between PC vesicles permeabilization and hemolysis has to take into account that the cholesterol 

content in erythrocytes increases the stability of membranes and hampers its permeabilization [34]. 

Other non-hemolytic peptides like magainin and PGLa also permeate PC vesicles [42]. 
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Table 1:  Molar ellipticity ([ ]222, deg cm2/dmol) at 222 nm and corresponding -helix fraction (fH)

for both peptides at 20 M in different environments.

 Anoplin-NH2 Anoplin-OH 
[ ]222

(degcm2/dmo
l)

fH [ ]222

(degcm2/dmo
l)

fH

Tris buffer -1137.92 rc -1138.40 rc 
SDS 8 
mM/buffer 

-8649.60 0.302 -7762.81 0.315 

PC -1195.88 rc -697.782 rc 
PCPG 7030 -8124.95 0.282 -7231.21 0.293 
rc = random coil 

Table 2:  Structure statistics for the ensemble of 20 Anoplin-NH2 and Anoplin-OH structures. 

PROCHECK – NMR Anoplin-NH2 Anoplin-OH 

Most favored region (%) 100 100 

Additionally allowed region (%) 0 0 

Generously allowed region (%) 0 0 

Disallowed region (%) 0 0 

 RMSDa

Backbone (all) 0.14 ± 0.06 0.18 ± 0.08 

Backbone (residues 3-10) 0.04 ± 0.02  0.14 ± 0.03  

Heavy atoms (all) 0.45 ± 0.19   0.82 ± 0.11   

Heavy atoms (residues 3-10) 0.45 ± 0.16 0.52 ± 0.17 
a Root mean square deviation from pairwise comparison between all the structures (Å). 
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Table 3: Structural characteristics of ANPs, as obtained from NMR and MD data. The average twist 
angle has been calculated with HELANAL [3] and used in the hydrophobic moment calculation, 
according to Eisenberg consensus scale [17]. 

 Anoplin-NH2 Anoplin-OH 
 SDS (NMR) TFE (MD) SDS (NMR) TFE (MD) 
helix residues 3 - 10 2 - 10 2 -10 2 – 7 
average twist angle 105o  9o 97o  2o 103o  5o 91o  12o

hydrophobic moment 0.458 0.406 0.427 0.447 
polar angle 70o 160o 110o 170o

Figure 1: Chemical shift deviations for the CH protons of Anoplin-NH2 and Anoplin-OH (0.8 mM) 
in 200 mM SDS at 30oC. The chemical shift differences were calculated by subtracting the observed 
value of the peptide from the random coil shifts given in the literature (Wishart, 1992). 

Figure 2: Summary of the sequential and medium-range NOE connectivities for (a) Anoplin-NH2

(b) Anoplin-OH. The intensities of the observed NOEs are represented by the thickness of lines and 
were classified as strong, medium and weak, corresponding to upper bound constraints of 2.5, 3.5 
and 5 Å, respectively.  
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Figure 3: Superposition of final 20 calculated structures of the Anoplin-NH2 and Anoplin-OH, 
based on the minimum pairwise RMSD (0.45 ± 0.16  Å, and 0.52 ± 0.17  Å, respectively)  of the 
peptide heavy atoms spanning residues 3 to 10, displaying the hydrophobic amino acids in black 
and the charged in blue, in the right. The C-terminus is shown at the bottom. 

Figure 4(a):  % CF leakage caused by Anoplin-NH2 and Anoplin-OH on zwitterionic PC vesicles at 
10 M concentration, and on anionic vesicles at 20 M. Lip/Pep ratio varied from 50 to 5. (b) % CF 
leakage on PCPG 4060 at 20 M peptide and 120 M lipid concentration. Contact time 5 minutes 
shown in hatched bars and 20 minutes contact time (no pattern). Error bars are shown for both 
peptides with PCPG 7030 vesicles and PCPG 4060. 
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Figure 5: Root Mean Square Fluctuation (RMSF) plot, obtained from MD simulations, for Anoplin-
NH2 in black and Anoplin-OH in gray.  

Figure 6: Anoplin-NH2 (panel a) and Anoplin-OH (panel b) helical structures, projected on the 
normal plane to the helix axis, showing the polar angle between charged groups of Lys 7 and Arg 5. 
Side-chains of all hydrophobic residues, especially Leu 9 and Leu 10 are shown in black. Charged 
and polar residues are shown in blue. Structures as obtained from MD simulations in 30% TFE. 
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Figure 7: Running integration numbers (RIN), n(r), of the pair radial distribution function (RDF) 
derived from MD simulations for Anoplin-NH2 and Anoplin-OH. Panel (a) shows RIN for the N-
terminus of Anoplin-NH2, with NH3-F in gray and NH3-W in black.  Panel (b) shows RIN for the C-
termini of both peptides: Anoplin-NH2 (straight lines), NH2-F in gray and NH2-W in black, and 
Anoplin-OH (dash lines), O--F in gray and O--W in black. 

Figure 8, panel a: RIN for the side-chain of Leu 9 with F (in gray) and W (in black) for Anoplin-
NH2, which is equal to Anoplin-OH. Panel b: RIN for the side-chain of Leu 10 for Anoplin-NH2

with F (in gray) and W (in black). Panel c: same as panel b for Anoplin-OH.  
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