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RESUMO 
 

No presente trabalho foi caracterizado biológica e estruturalmente um 

peptídeo análogo da ocelatina-P1 isolado a partir da secreção da pele da rã-pimenta 

Leptodactylus labyrinthicus. A secreção cutânea, obtida por estimulação elétrica, foi 

fracionada por RP-HPLC em coluna C8 e as frações obtidas testadas contra cepas 

referenciais das bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Um novo 

peptídeo antimicrobiano, nomeado G16OCP1, foi purificado por RP-HPLC em coluna 

C18,  analisado por MALDI-TOF MS e submetido à degradação de Edman para 

determinação de sua estrutura primária. Posteriormente, o peptídeo G16OCP1 foi 

sintetizado quimicamente (com o emprego da química Fmoc) e analisado por 

dicroísmo circular para avaliação dos seus componentes de estrutura secundária, 

bem como empregado em ensaios biológicos para avaliação de suas propriedades 

citolíticas. A atividade antibacteriana deste peptídeo foi avaliada com a determinação 

da CIM contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Enterobacter cloacae e Pseudomonas aeruginosa). Também foram 

avaliados seus efeitos citotóxicos sobre eritrócitos, leucócitos e plaquetas humanos. 

O peptídeo G16OCP1 apresenta uma massa molecular de 2,51 kDa, amidação na 

porção C-terminal e propensão para formar estruturas em α-hélice em ambientes 

hidrofóbicos. Tal peptídeo mostrou-se ativo contra os bacilos Gram-negativos E. coli 

e K. pneumoniae e contra a bactéria Gram-positiva S. epidermidis, não tendo 

demonstrado toxicidade relevante contra células sanguíneas. Essas características 

tornam o peptídeo G16OCP1 um bom candidato para o tratamento de doenças 

causadas por bactérias Gram-negativas. 

 

Palavras chave: Leptodactylus labyrinthicus, peptídeo antimicrobiano, 

ocelatina-P1, RP-HPLC, MALDI-TOF MS, degradação de Edman, amidação 

C-terminal. 

 

 



 

ABSTRACT 
 

This study allowed the biological and structural characterization of a peptide 

analog of ocellatin-P1 isolated from the skin secretion of the pepper-frog 

Leptodactylus labyrinthicus. The skin secretion, obtained by electrical stimulation, 

was fractioned by RP-HPLC using a C8 column and the eluted fractions were tested 

against Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacterial strains. One new 

antimicrobial peptide, named G16OCP1, was purified by RP-HPLC using a C18 

column, analyzed by MALDI-TOF MS and sequenced by Edman degradation. 

Subsequently, the peptide was chemically synthesized (using Fmoc chemistry) and 

analyzed by circular dichroism for assessment of its secondary structure 

components, as well as employed in biological assays to evaluate its cytolytic 

properties. Antibacterial activity of this peptide was assessed by determination of its 

MICs against Gram-positive (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis 

and Enterococcus faecalis) and Gram-negative (Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Enterobacter and Pseudomonas aeruginosa) bacteria. Cytotoxic effects 

on human erythrocytes, leucocytes and platelets were also assessed. The G16OCP1 

peptide has a molecular mass of 2.51 kDa, amidated C-terminus and a propensity to 

form α-helix structures at hydrophobic environments. This peptide was active against 

Gram-negative bacilli E. coli and K. pneumoniae and against the Gram-positive 

bacteria S. epidermidis, while not relevant toxicity was found in blood cells. Such 

features make G16OCP1 a good candidate for treatment of diseases caused by 

Gram-negative bacteria. 

 

Keywords: Leptodactylus labyrinthicus, antimicrobial peptide, ocellatin-P1, 

RP-HPLC, MALDI-TOF MS, Edman degradation, C-terminal amidation. 

 

 



 

RESUMEN 
 

Durante el presente trabajo se caracterizó biológica y estructuralmente un 

péptido análogo de la ocelatina-P1, aislado de la secreción de la piel de la "rana 

pimienta" Leptodactylus labyrinthicus. La secreción cutánea fue obtenida por 

estimulación eléctrica y fraccionada por RP-HPLC en una columna C8; las fracciones 

obtenidas fueron probadas contra cepas de referencia de las bacterias Escherichia 

coli y Staphylococcus aureus. Un nuevo péptido antimicrobiano, nombrado 

G16OCP1, fue purificado por RP-HPLC en columna C18, analizado por MALDI-TOF 

MS y sometido a degradación de Edman para determinación de su estructura 

primaria. Posteriormente el péptido G16OCP1 fue sintetizado químicamente (usando 

química Fmoc) y analizado por dicroísmo circular para estimación de sus 

componentes de estructura secundaria, así como empleado en ensayos biológicos 

para evaluación de sus propriedades citolíticas. La actividad antibacteriana de este 

péptido fue evaluada por determinación de la CIM contra bacterias Gram-positivas 

(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and Enterococcus faecalis) y 

Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter and 

Pseudomonas aeruginosa). También fueron evaluados sus efectos citotóxicos sobre 

eritrocitos, leucocitos y plaquetas humanos. El péptido G16OCP1 presenta una 

masa molecular de 2,51 kDa, amidación en el extremo C-terminal y propensión para 

formar estructuras α-hélice en ambientes hidrofóbicos. Este péptido se mostró activo 

contra los bacilos Gram-negativos E. coli y K. pneumoniae, y contra la bacteria 

Gram-positiva S. epidermidis, sin mostrar toxicidad relevante contra células 

sanguíneas. Dichas características tornan al péptido G16OCP1 un buen candidato 

para el tratamiento de enfermedades causadas por bacterias Gram-negativas.  

 

Palabras clave: Leptodactylus labyrinthicus, péptido antimicrobiano, 

ocelatina-P1, RP-HPLC, MALDI-TOF MS, degradación de Edman, amidación 

C-terminal. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Ao longo da história, o homem teve oportunidade de aproveitar os diversos 

benefícios e poderes curativos de plantas e animais. O estudo dessas fontes nos 

tempos mais modernos tem permitido o desenvolvimento de inúmeros produtos 

industriais e biotecnológicos, incluindo fármacos com atividades biológicas 

importantes, muitos dos quais são utilizados hoje no tratamento de doenças 

relevantes, principalmente de natureza infecciosa, além de permitirem um melhor 

conhecimento acerca da história natural dos seres vivos que produzem tais 

compostos (CLARKE, 1997; NEWMAN; CRAGG, 2007). 

Peptídeos isolados de anuros e de outras espécies animais tem sido alvo de 

diversos estudos visando o desenvolvimento de novos produtos industriais, 

biotecnológicos e farmacêuticos. Grande parte dos trabalhos atuais é dirigida 

principalmente ao desenvolvimento de antibióticos e antitumorais inéditos, tendo em 

conta que muitas destas moléculas possuem características excepcionais, como 

ação imediata e baixa toxicidade em mamíferos (HOSKIN; RAMAMOORTHY, 2008). 

Alguns destes peptídeos possuem também propriedades antivirais e liberadoras de 

insulina que são de interesse no desenvolvimento de drogas para o tratamento de 

doenças como herpes (ALBIOL MATANIC; CASTILLA, 2004; BELAID et al., 2002), 

AIDS (LORIN et al., 2005; VANCOMPERNOLLE et al., 2005) e diabetes (ABDEL-

WAHAB et al., 2007; ABDEL-WAHAB et al., 2005; CONLON et al., 2008; CONLON 

et al., 2009; MARENAH et al., 2004a; MARENAH et al., 2004b; MARENAH et al., 

2005; MARENAH et al., 2006).  

Finalmente, existe grande interesse no uso dessas moléculas em plantas 

transgênicas, onde podem auxiliar no desenvolvimento de variedades resistentes a 

fungos, bactérias e protozoários patógenos (CARDOSO et al., 2010; CHAKRABARTI 

et al., 2003; COCA et al., 2006; JIA et al., 2010; XING et al., 2006).  

 

1.1  PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS 
Uma ampla variedade de organismos produz peptídeos antimicrobianos 

(PAMs) ou Host Defense Peptides como parte do seu mecanismo de defesa de 

primeira linha (DENNISON et al., 2005). Estas moléculas estão presentes em 

praticamente todos os organismos viventes, desde unicelulares até pluricelulares, 
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passando por bactérias, anuros e mamíferos, incluindo o homem (WANG; WANG, 

2004; ZASLOFF, 2002). 

Devido a sua relativa importância e aparente implicação nos sistemas de 

defesa, os PAMs encontram-se abundantemente nos neutrófilos de mamíferos, 

incluindo o homem, assim como em superfícies mucosas como traqueia e intestino, 

onde eles podem ser um componente importante do sistema de defesa (DE LUCCA, 

2000). 

Várias características são compartilhadas pela maioria dos PAMs: são cadeias  

relativamente curtas, a maioria com 5 a 40 resíduos de aminoácidos; geralmente são 

catiônicos, apresentando uma carga líquida de +2 a +9 devido à presença de 

aminoácidos básicos (lisina e arginina); e, além disso, são anfipáticos. Usualmente 

adquirem configuração tridimensional, com duas regiões bastante distintas: uma 

hidrofóbica, que inclui as cadeias laterais de aminoácidos apolares 

(aproximadamente 30 % ou mais dos resíduos presentes na cadeia polipeptídica) e 

uma hidrofílica com os resíduos polares carregados positivamente. No entanto, a 

maioria dos PAMs lineares carece de estrutura definida quando em solução aquosa 

(HOSKIN; RAMAMOORTHY, 2008). 

PAMs aniônicos, embora menos comuns, também estão presentes em 

plantas, invertebrados, anfíbios, roedores, ruminantes, e humanos (HARRIS; 

DENNISON; PHOENIX, 2009). Vários destes peptídeos foram obtidos em secreções 

cutâneas ou sequências de cDNA de Xenopus laevis (BROGDEN; ACKERMANN; 

HUTTNER, 1997), Agalychnis annae e Agalychnis dacnicolor (CHRISTIAN, 1998), 

Bombina orientalis (MIELE et al., 1998), Bombina maxima (LAI et al., 2002a) e Rana 

japonica (ISAACSON et al., 2002). 

A expressão dos peptídeos antimicrobianos pode ser constitutiva ou induzida 

por estímulos infecciosos ou inflamatórios, tais como citocinas pró-inflamatórias, 

bactérias, fungos ou moléculas patogênicas que estimulam a imunidade inata 

(CUNLIFFE; MAHIDA, 2004; HANCOCK, 2001; LEMAITRE et al., 1996). Em animais 

multicelulares, eles podem ser expressos sistemicamente (por exemplo, na 

hemolinfa dos insetos ou células imunes de vertebrados) ou podem ser restritos a 

um tipo de célula ou tecido específico mais susceptível à infecção como, por 

exemplo, o epitélio mucoso e a pele (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006). 
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1.2 CLASSIFICAÇÃO DOS PAMs 
Várias classificações dos PAMs têm sido propostas de acordo com diferentes 

critérios. Um primeiro critério, baseado na via de síntese, agrupa os peptídeos 

antimicrobianos em duas classes: 1) peptídeos não sintetizados por ribossomos, tais 

como as gramicidinas, polimixinas, bacitracinas e glicopeptídeos, os quais com 

frequência são drasticamente modificados e produzidos abundantemente por 

bactérias; e 2) peptídeos sintetizados por ribossomos produzidos por todos os 

organismos como principais componentes da imunidade inata (HANCOCK; 

CHAPPLE, 1999). 

Apesar da sua similaridade, os peptídeos antimicrobianos variam 

consideravelmente quanto à extensão da cadeia polipeptídica e quanto às estruturas 

primária e secundária apresentadas. Levando tais características em consideração, 

Hancock (HANCOCK, 2001) classificou os PAMs em quatro classes principais: 1) 

peptídeos que apresentam estruturas em folha β estabilizadas por duas ou três 

pontes dissulfeto; 2) peptídeos com estrutura em α-hélice; 3) peptídeos com 

estrutura estendida e 4) peptídeos com estrutura em alça (loop) com a presença de 

apenas uma ponte dissulfeto (Figura 1). Em concordância com esse mesmo critério, 

Brogden (2005) os agrupou em: 1) peptídeos aniônicos, 2) α-hélices catiônicas 

lineares, 3) peptídeos catiônicos ricos em aminoácidos específicos, 4) peptídeos 

aniônicos e catiônicos que contém cisteína e formam pontes dissulfeto e 5) 

fragmentos de peptídeos aniônicos e catiônicos procedentes de proteínas maiores. 
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Figura 1 — Principais classes de peptídeos antimicrobianos de acordo com a 
extensão da cadeia polipeptídica e as estruturas primária e secundária apresentadas. 

 
(a) Peptídeos que apresentam estruturas em folha β estabilizadas por duas ou três 

pontes dissulfeto; (b) peptídeos com estrutura em α-hélices; (c) peptídeos com estrutura em 
alça (loop) com a presença de apenas uma ponte dissulfeto e (d) peptídeos com estrutura 
estendida. Retirado de Hancock (2001). 

 

1.3 MECANISMOS DE AÇÃO DOS PAMs 
Os mecanismos de ação apresentados pelos PAMs são quase totalmente 

dependentes de sua interação com a membrana celular das bactérias (HANCOCK; 

ROZEK, 2002). 

O acoplamento inicial é produzido pela atração entre o peptídeo e a célula 

bacteriana, por meio de interações eletrostáticas que podem ocorrer ao nível de 

fosfolipídios (ligando-se preferencialmente aos mais carregados, por exemplo, 

fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina e cardiolipina nas membranas bacterianas) 

(BIGGIN; SANSOM, 1999; BLONDELLE; LOHNER; AGUILAR, 1999), 

lipopolisacarídeos (LPS), presentes na membrana externa de bactérias 

Gram-negativas; ou grupos carboxila de aminoácidos, ácidos teicóicos e ácidos 

teicurônicos presentes na camada de peptidoglicano de bactérias Gram-positivas 

(JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006; TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO, 2000). 

Igualmente se ligam a moléculas de ácido siálico na superfície das hemácias 

(BLONDELLE; LOHNER; AGUILAR, 1999). 
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Em qualquer um dos casos, a interação é facilitada por mecanismos que 

permeabilizam a membrana externa de modo a promover a entrada do peptídeo 

(autopromoção), podendo ocorrer um dobramento da molécula em estruturas 

associadas à membrana (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006). 

O mecanismo de autopromoção é mediado pela alta afinidade dos peptídeos 

catiônicos pelos LPS. Estes substituem os cátions nativos Ca+2 e Mg+2, interferindo 

no funcionamento normal da membrana externa como barreira que então forma 

fendas transitórias, permitindo assim a passagem de uma grande variedade de 

moléculas, entre as quais podem estar pequenas proteínas e compostos 

antimicrobianos, inclusive moléculas do peptídeo antimicrobiano (HANCOCK; 

CHAPPLE, 1999). 

Os eventos que ocorrem logo depois na superfície da membrana são objetivo 

de consideráveis debates, sendo que vários modelos procuram explicar a ação dos 

peptídeos formadores de α-hélice, uma vez que os mecanismos utilizados pelos 

peptídeos com estruturas em folhas β ainda não foram estudados em profundidade. 

Um mecanismo conhecido como modelo do “poro toroidal” (toroidal pore 

model) ou de “buraco de verme” (wormhole model) sugere que agregados de 

peptídeos antimicrobianos se inserem perpendicularmente na membrana para 

formar um poro, sendo que a membrana curva-se em direção ao centro e forma um 

buraco com as cabeças dos fosfolipídios apontando nessa direção, enquanto o poro 

é delimitado pelas moléculas do peptídeo (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006) 

(Figura 2, B).  

Um segundo mecanismo, que envolve também a formação de poros, é 

conhecido como mecanismo de “ripas de barril” (barrel-stave model) e consiste na 

reorientação dos peptídeos para formar um aglomerado em forma de barril, 

perpendicular ao plano da membrana. As regiões hidrofóbicas de cada peptídeo 

associam-se com o núcleo lipídico, enquanto as regiões hidrofílicas apontam para o 

centro do poro, que aumenta seu diâmetro pelo recrutamento de mais monômeros 

(HANCOCK; CHAPPLE, 1999; JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006) (Figura 2, C). 

Em contraste com esses dois mecanismos, o modelo de carpete (carpet-like 
model) (POUNY et al., 1992) propõe que agregados do peptídeo se orientam sobre 

a membrana plasmática cobrindo sua superfície, organizando-se de forma paralela 

sobre a mesma e, em seguida, giram redirecionado os resíduos hidrofóbicos em 

direção às regiões hidrofóbicas da membrana. Isso causaria a desestabilização da 
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membrana, o que poderia levar à desintegração do empacotamento lipídico (GAZIT 

et al., 1995). A partir de concentrações elevadas, a disposição dos peptídeos 

poderia mudar, levando a um efeito detergente, com a micelização de porções da 

membrana e a possível formação de poros (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006) 

(Figura 2, D).  

Num modelo adicional, nomeado “modelo de agregado” (aggregate model) 

(WU et al., 1999), os peptídeos se reorientam para atingir a membrana como um 

agregado com complexos de peptídeos e lipídios similares a micelas, de modo 

parecido ao modelo de poro toroidal, mas sem que os peptídeos adotem uma 

orientação particular  (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006) (Figura 2, A). 

No modelo unificador de Shai-Matsuzaki-Huang, os peptídeos interagem com 

a superfície da membrana através de interações eletrostáticas, revestindo-a. Em 

seguida, se incorporam a ela causando seu estreitamento e produzindo tensão por 

aumento da superfície. Isto leva à formação de poros transitórios, através dos quais 

polipeptídeos e lipídios podem migrar para o interior da célula e atingir alvos 

intracelulares. Em função das mudanças na estrutura da bicamada, a membrana 

colapsa em fragmentos, levando à lise (ZASLOFF, 2002). 

No mecanismo tipo detergente proposto por Bechinger e Lohner (2006), os 

peptídeos revestem a superfície da bicamada lipídica, de jeito similar às etapas 

iniciais do modelo do poro toroidal. Em seguida, a agregação do peptídeo leva a 

uma concentração local elevada o suficiente, de modo que a natureza anfipática do 

peptídeo permita-lhe comportar-se como detergente e quebrar a membrana lipídica 

em fragmentos pequenos com forma de bicelas ou micelas (BECHINGER; LOHNER, 

2006; DÜRR; SUDHEENDRA; RAMAMOORTHY, 2006). 

No modelo da “balsa naufragando” (sinking raft model), os PAMs agregam-se 

lado a lado sobre a membrana, produzindo um desequilíbrio de massas ao longo 

desta, o que leva a sua curvatura; os peptídeos associados afundam gerando poros 

transitórios, nos quais os resíduos hidrofóbicos permanecem em contato com as 

cadeias alifáticas dos lipídios, enquanto as porções hidrofílicas delimitam o poro. 

Quando a translocação do peptídeo é completada, o equilíbrio de massas se 

restabelece (POKORNY; ALMEIDA, 2004). 
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Figura 2 — Principais mecanismos de ação dos peptídeos antimicrobianos. 

 
A. Modelo de agregado. B.Modelo do poro toroidal. C. Modelo de ripas de barril. D. 

Modelo de carpete. E–I. Ação sobre alvos intracelulares. Retirado de (JENSSEN; HAMILL; 
HANCOCK, 2006). 
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Um modelo interessante e que difere bastante dos já descritos é o modelo de 

“eletroporação molecular” (MITEVA et al., 1999). Segundo esse modelo, os PAMs 

têm a capacidade de criar uma diferença no potencial elétrico entre as faces da 

membrana plasmática, causando a formação de poros (HOSKIN; RAMAMOORTHY, 

2008). Este processo, que comumente é induzido de forma artificial, é conhecido 

como eletroporação. 

As membranas bacterianas contêm enzimas respiratórias, de modo que o 

dano causado na membrana poderia levar a alterações na respiração celular, sendo 

aceitável que a morte não seja causada estritamente pela permeabilização da 

membrana (NASCIMENTO et al., 2003). 

Um grande número de peptídeos se translocam de um lado ao outro da 

membrana onde se acumulam intracelularmente interferindo com uma grande 

variedade de processos biológicos podendo mediar a morte celular (Figura 2, E–I). 

Tais peptídeos podem agir inibindo a síntese de ácidos nucleicos e proteínas, 

alterando a atividade enzimática, ou interferindo na formação de componentes 

estruturais, como a parede celular (BROGDEN, 2005). 

A atividade fungicida de muitos peptídeos, isolados majoritariamente de 

plantas, é também objeto de debates. Os peptídeos antimicóticos variam 

substancialmente em termos de similaridade estrutural, embora alguns deles tenham 

tendência a serem ricos em aminoácidos polares e neutros. Sua atividade poderia 

estar correlacionada com sua habilidade para formar complexos com lipídios 

(JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006; LÓPEZ-GARCÍA et al., 2004). Entre os 

principais mecanismos propostos encontram-se: a quebra da estrutura da membrana 

celular (JANG et al., 2006; LEE et al., 2003; PARK; LEE; HAHM, 2004), a 

danificação da parede celular (LEE et al., 2003), a interação com mitocôndrias 

(KAVANAGH; DOWD, 2004), e a despolarização do citoesqueleto por 

despolimerização das fibras de actina (KOO et al., 2004). 

Embora sejam pouco conhecidos os mecanismos pelos quais os peptídeos 

antimicrobianos atuam como antiparasitários, acredita-se que sua atividade inibitória 

esteja mediada por mecanismos semelhantes aos observados em bactérias e 

fungos. Contudo, a atividade de um mesmo peptídeo com múltiplos organismos 

distintos poderia ser decorrente de modos de ação distintos (JENSSEN; HAMILL; 

HANCOCK, 2006). Os PAMs podem perturbar a membrana celular do parasita por 

dissipação do seu potencial de membrana, sem provocar a lise da célula hospedeira 



    25 

(DAGAN et al., 2002; EFRON et al., 2002). Estruturas subcelulares como 

mitocôndrias e endomembranas também podem ser alvo dos PAMs nesses 

organismos (MCGWIRE; KULKARNI, 2010).  

Finalmente, acredita-se que muitos peptídeos antimicrobianos podem atuar 

por meio de diversos alvos celulares, seja ao nível da membrana plasmática ou ao 

nível intracelular (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006). 

 

1.4 MECANISMOS DE RESISTÊNCIA AOS PAMs 
Microrganismos patogênicos tem desenvolvido coevolutivamente com os 

PAMs diversos mecanismos que limitam seus efeitos. Esses mecanismos podem ser 

de tipo constitutivo (passivo), sendo expressos, tanto na presença, quanto na 

ausência de estímulo, ou induzível (adaptativo), manifestando-se em resposta à 

presença do peptídeo ou às reações que ele provoca na célula-alvo (YOUNT; 

YEAMAN, 2005). 

1.4.1 Mecanismos passivos de resistência. 
Algumas bactérias possuem modificações no nível de fosfolipídios ou 

componentes do glicocálix que reduzem a eletronegatividade da membrana, com a 

consequente perda de afinidade eletrostática (BAYER et al., 2000; GUO et al., 1998; 

NAHAIE et al., 1984). A resistência do patógeno pode ser decorrente do estado 

energético deste ou da sua capacidade para se adaptar a um modo energético 

quiescente (LEHRER; GANZ, 1996; YEAMAN et al., 1998). O glicocálix de algumas 

bactérias contêm complexos aniônicos de carboidratos e fosfatos que protegem a 

célula bacteriana pela sua capacidade em sequestrar os PAMs antes deles terem 

acesso à membrana (FRIEDRICH et al., 1999); patógenos presentes nos tecidos 

mucosos podem também formar biofilmes, mostrando mecanismos de resistência 

similares (YOUNT; YEAMAN, 2005). A resistência pode, aliás, ser dependente do 

nicho específico onde ocorre a infecção, tendo em conta que determinadas 

características do ambiente determinam o sucesso ou fracasso do mecanismo de 

defesa do hospedeiro (YOUNT; YEAMAN, 2005).  

1.4.2 Mecanismos adaptativos de resistência. 
Respostas rápidas e coordenadas têm evoluído em microrganismos ante o 

estresse produzido pelos PAMs. Segundo Yount e Yeaman (YOUNT; YEAMAN, 

2005), essas respostas podem incluir um ou vários dos mecanismos a seguir. 
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A resistência pode ser atingida ao modificar componentes que normalmente 

seriam alvos extracelulares dos PAMs, como constituintes da parede celular ou da 

membrana externa (lipídios, polissacarídeos e proteínas induzíveis), de modo a 

diminuir a carga líquida negativa da superfície, ou reduzir o acesso à membrana 

citoplasmática (COLLINS et al., 2002; ERNST et al., 1999; ERNST; GUINA; MILLER, 

1999; GUO et al., 1998; YOUNT; YEAMAN, 2005; ZHOU et al., 1999). A modificação 

de fosfolipídios da membrana citoplasmática, assim como da relação 

aniônicos/catiônicos pode contribuir para a resistência (DORRER; TEUBER, 1977; 

PESCHEL et al., 2001). Da mesma forma, a modificação de proteínas-alvo 

intracelulares pode ter um papel importante no mecanismo de resistência do 

patógeno (DEL CASTILLO; DEL CASTILLO; MORENO, 2001). 

As modificações podem ser induzidas através de sistemas do tipo 

sensor-transdutor que ativam reguladores, ou através da transcrição de genes que 

codificam proteínas estruturais e enzimas que catalisam esses processos. Alvos 

estruturais ou funcionais vulneráveis podem não apenas serem modificados, mas 

também suprimidos (YOUNT; YEAMAN, 2005). Alguns patógenos, aliás, podem 

afetar os sistemas de defesa induzíveis ao interferirem com cascatas de sinalização 

indutivas (ISLAM et al., 2001). 

Os PAMs podem também ser degradados de maneira induzida mediante a 

secreção de proteases e expressão de endopeptidases na membrana externa 

(SCHMIDTCHEN et al., 2002; SUGIMURA; NISHIHARA, 1988; ULVATNE et al., 

2002). 

Algumas bactérias e fungos teriam a capacidade de expulsar os PAMs do 

interior celular (de maneira dependente de energia) por meio da indução de genes 

que codificam proteínas formadoras de canais (BENGOECHEA; SKURNIK, 2000; 

SHAFER et al., 1998). 

Finalmente, moléculas produzidas no hospedeiro podem ainda serem 

aproveitadas por microrganismos para a geração de produtos proteolíticos que 

interferem com o funcionamento dos PAMs, por exemplo, mediante o sequestro de 

moléculas do peptídeo (SCHMIDTCHEN; FRICK; BJORCK, 2001). 

 

1.5 PAMs DE ANUROS 
Uma grande quantidade de PAMs pertencentes a diversas famílias já foram 

isolados a partir de secreções cutâneas de anuros. Esses peptídeos apresentam de 
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10–48 resíduos de aminoácidos e geralmente adotam estruturas em α-hélice em 

ambientes similares a membranas biológicas (CONLON et al., 2007). 

Uma busca efetivada na base de dados Uniprot (THE UNIPROT 

CONSORTIUM, 2012) em 14/03/2012 mostrou um total de 849 peptídeos 

antimicrobianos isolados da pele de mais de 100 espécies de anuros de 9 famílias 

(Tabela 1).  

A família Ranidae possui o maior número de PAMs reportados, com 

aproximadamente 45 % das entradas. Nesse táxon já foram descritos quase 400 

peptídeos agrupados em várias famílias bem estabelecidas que incluem: brevininas 

(MORIKAWA; HAGIWARA; NAKAJIMA, 1992), esculentinas (SIMMACO et al., 

1993), ranalexinas (CLARK et al., 1994), temporinas (SIMMACO et al., 1996), 

ranatuerinas (GORAYA; KNOOP; CONLON, 1998), palustrinas (BASIR et al., 2000), 

nigrocinas (PARK et al., 2001), japonicinas (ISAACSON et al., 2002) e ranaciclinas 

(MANGONI et al., 2003).  

A família Bombinatoridae possui aproximadamente 27 % das entradas, 

incluindo as bombininas (CSORDÁS; MICHL, 1970) e as maximinas (LAI et al., 

2002b).  

Hylidae é a terceira família com mais peptídeos reportados (aproximadamente 

23 % do total). Nessa família já foram isoladas dermaseptinas (MOR et al., 1991), 

dermatoxinas (AMICHE et al., 2000), filoxinas (PIERRE et al., 2000), filoseptinas 

(LEITE et al., 2005), hiposinas (THOMPSON et al., 2007), plasticinas (AMICHE; 

LADRAM; NICOLAS, 2008), pseudinas (OLSON et al., 2001), aureinas (ROZEK et 

al., 2000), hilinas (CASTRO et al., 2005) e raniseptinas (MAGALHÃES et al., 2008).  

As outras seis famílias compreendem o 5 % restante, contendo as uperinas, 

riparinas, signiferinas y deserticolinas de Myobatrachidae (BRADFORD et al., 1996; 

JACKWAY et al., 2008), as magaininas e peptídeos XT de Pipidae (ALI et al., 2001; 

ZASLOFF, 1987), as ascafinas de Leiopelmatidae, as ocelatinas de Leptodactylidae 

(NASCIMENTO et al., 2004), as tigerininas de Dicroglossidae (SAI et al., 2001) a 

galensina de Kassina senegalensis (Hyperoliidae) e a proteína histona H2B isolada 

da pele de Rhacophorus schlegelii (Rhacophoridae). 

É importante ressaltar que, embora seja grande o número de registros 

encontrados para anuros, uma boa parte dos peptídeos descobertos ainda não foi 

relatada nos bancos de dados, ou não se encontra ainda disponível. 
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Tabela 1 — PAMs de anuros presentes na base de dados Uniprot.  

FAMÍLIA N° DE ENTRADAS % DO TOTAL 
Ranidae 379 44,64 

Bombinatoridae 228 26,86 
Hylidae 196 23,09 

Myobatrachidae 13 1,53 
Pipidae 11 1,30 

Leiopelmatidae 8 0,94 
Leptodactylidae 8 0,94 
Dicroglossidae 4 0,47 
Hyperoliidae 1 0,12 

Racophoridae 1 0,12 
TOTAL 849 100 

Mostram-se as contribuições absolutas e relativas por famílias,  
tendo em conta o número de registros (entradas). 

 

1.6 OCELATINAS E OUTROS PAMs de Leptodactylus 
As ocelatinas constituem a família de PAMs melhor conhecida do gênero 

Leptodactylus. Mais de uma dúzia destes peptídeos e seus fragmentos já foram 

identificados em várias espécies do gênero (Tabela 2). As ocelatinas apresentam, 

em geral, atividade antimicrobiana. Contudo, algumas delas, como as ocelatinas 1–5 

são também hemolíticas (NASCIMENTO et al., 2004; NASCIMENTO, 2007) e outras 

como a ocelatina-L2 carecem de atividade antibacteriana mas apresentam atividade 

liberadora de insulina (CONLON et al., 2009). 

Outros peptídeos não pertencentes a esta família também foram isolados de 

Leptodactylus, porém em menor número. Estes peptídeos incluem: a plasticina-L1, 

estruturalmente similar às plasticinas de Phyllomedusinae, que apresenta atividade 

como indutor da liberação de insulina (CONLON et al., 2009); e o peptídeo 

denominado LASP (Leptodactylus aggression-stimulating peptide) que age como 

feromônio estimulando comportamentos agressivos em machos de L. fallax (KING et 

al., 2005b). 
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Tabela 2 — Principais peptídeos antimicrobianos de Leptodactylus, segundo a 
nomenclatura proposta por Conlon (2008).  

Organismo* Nome do 
Peptídeo† Referência Número de 

Acesso Uniprot 

L. fallax Ocellatin-F1 
(fallaxin) Rollins-Smith et al. (2005) n.r. 

L. knudseni Ocellatin-K1 The Uniprot Consortium (2012) P86711 

L. laticeps 

Ocellatin-L1 
(laticeptin) Conlon et al. (2006) n.r. 

Ocellatin-L2 Conlon et al  (2009) n.r. 

L. latrans (L. ocellatus) 

Ocellatin-1 Nascimento et al. (2004) P83951 

Ocellatin-2 Nascimento et al. (2004) P83866 

Ocellatin-3 Nascimento et al. (2004) P83867 

Ocellatin-4 Nascimento et al. (2007) P85090 

Ocellatin-5 Nascimento (2007) P85443 

Ocellatin-5 Leite et al. (2010) n.r. 

Ocellatin-6 Leite et al. (2010) n.r. 

L. pentadactylus Ocellatin-P1 
(pentadactylin) King et al. (2005a) n.r. 

L. syphax Ocellatin-S1 
(syphaxin) Dourado et al. (2007) P85279 

L. validus 
Ocellatin-V1 King et al. (2008) n.r. 
Ocellatin-V2 King et al. (2008) n.r. 
Ocellatin-V3 King et al. (2008) n.r. 

*Entre parênteses tem-se o nome do organismo como consta na publicação original. 
†Também encontra-se entre parênteses o nome do peptídeo como descrito no momento da 
publicação. n.r. = não reportado na base de dados Uniprot. 
 

1.7 Leptodactylus labyrinthicus  
Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824) (Figura 3), conhecida como 

rã-pimenta, é uma espécie de grande porte pertencente à família Leptodactylidae e 

incluída dentro do grupo pentadactylus (HEYER, 1979). 

Esta espécie ocorre no norte da Venezuela, nos cerrados e caatingas do 

Brasil, ao leste do Paraguai, Bolívia, norte da Argentina e sul do Brasil; em 

elevações de até 1.000 metros. Habita áreas abertas e bosques tropicais secos e 

úmidos, sendo uma espécie plástica que coloniza com facilidade zonas de 

assentamentos humanos e poças temporárias (HEYER; MIJARES; BALDO, 2004; 

HEYER, 2005). 
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Seu estado de conservação, de acordo com a IUCN, é de Preocupação Menor 

(LC), apesar de ser caçada para consumo humano (HEYER; MIJARES; BALDO, 

2004). 

 
Figura 3 — Espécime adulto de Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824). 

 
Foto: Antonio Sebben. 

 

  



    31 

2. JUSTIFICATIVA 
 

Estima-se que, em média, a pesquisa e desenvolvimento de medicamentos 

anti-infecciosos leva em torno de 10 a 20 anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2000). Nas últimas décadas o progresso nessa área tem sido pequeno, sendo que 

entre 1983 e 2003 emergiram apenas duas classes novas de antibióticos e apenas 9 

agentes antibacterianos foram aprovados pela FDA (SPELLBERG et al., 2004). É 

por isso que a busca de novos medicamentos é uma das ações prioritárias de modo 

a permitir o controle da resistência a doenças infecciosas. 

 As pesquisas desenvolvidas até hoje permitiram identificar os anuros (sapos, 

rãs e pererecas) como uma fonte riquíssima de peptídeos antimicrobianos, tendo 

sido descritos até mais de uma centena de peptídeos com propriedades 

antimicrobianas em uma única espécie (LI et al., 2007). Aliás, muitos estudos 

relacionados com o isolamento e a caracterização destes peptídeos demonstraram a 

possibilidade de desenvolver drogas sintéticas com propriedades melhoradas a partir 

das estruturas originais identificadas em tais animais (CASTRO; CILLI; FONTES, 

2006; COOTE et al., 1998; PORAT et al., 2006; SHALEV et al., 2006).  

Os resultados das diversas pesquisas já realizadas demonstram que os PAMs 

ou host defense peptides, e seus derivados sintéticos, são ativos contra uma grande 

variedade de microrganismos, sendo efetivos não apenas contra bactérias, mas 

também contra vírus, como o HIV (LORIN et al., 2005; VANCOMPERNOLLE et al., 

2005) e herpes simplex (ALBIOL MATANIC; CASTILLA, 2004; BELAID et al., 2002); 

protozoários, como os agentes causadores da malária (DAGAN et al., 2002; EFRON 

et al., 2002; KÜCKELHAUS et al., 2009), da leishmaniose (KÜCKELHAUS et al., 

2009; MCGWIRE; KULKARNI, 2010), da doença de Chagas (HUANG; CHEN; 

ZIERDT, 1990; MCGWIRE; KULKARNI, 2010) e da criptosporidíase (GIACOMETTI 

et al., 2001); e fungos como Saccharomyces cerevisiae (SIMMACO et al., 1994), 

Candida albicans (SIMMACO et al., 1994) e Batrachochytrium dendrobatidis 

(ROLLINS-SMITH; CONLON, 2005; WOODHAMS et al., 2006a; WOODHAMS et al., 

2006b). De outra parte, vários peptídeos isolados de secreções de anuros 

promovem a liberação de insulina, sendo de interesse para o tratamento da diabetes 

(ABDEL-WAHAB et al., 2007; ABDEL-WAHAB et al., 2005; CONLON et al., 2008; 

CONLON et al., 2009; MARENAH et al., 2004a; MARENAH et al., 2004b; MARENAH 

et al., 2005; MARENAH et al., 2006). 
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Além disso, os PAMs têm despertado grande interesse nos últimos anos 

visando a produção de plantas transgênicas de interesse comercial com resistência 

melhorada a patógenos (CARDOSO et al., 2010; CHAKRABARTI et al., 2003; COCA 

et al., 2006; JIA et al., 2010; XING et al., 2006). 

Um número relativamente pequeno de peptídeos tem sido identificado em 

secreções de rãs do gênero Leptodactylus (como foi mostrado na seção anterior). 

Apesar da maioria desses peptídeos ter sido pouco estudada quanto à sua atividade 

biológica, as características estruturais desses peptídeos estão em boa 

concordância com as da maioria dos PAMs conhecidos e são interessantes para o 

desenvolvimento de fármacos a partir do aprimoramento da sua estrutura. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 
 

Isolamento e caracterização estrutural e biológica de um análogo da 

ocelatina-P1 (pentadactilina) presente na secreção cutânea da rã Leptodactylus 

labyrinthicus. 

 

3.2 ETAPAS METODOLÓGICAS PREVISTAS PARA ATINGIR O 
OBJETIVO 

 

• Fracionamento por RP-HPLC da secreção cutânea de L. labyrinthicus; 

• Avaliação biológica (atividade antibacteriana) das frações cromatográficas 

obtidas; 

• Análise por espectrometria de massas das frações cromatográficas com 

atividade antimicrobiana; 

• Purificação por RP-HPLC do análogo G16OCP1;  

• Determinação da estrutura primária do análogo G16OCP1 por 

sequenciamento químico (degradação de Edman); 

• Síntese química do análogo G16OCP1; 

• Avaliação dos componentes de estrutura secundária presentes no análogo 

G16OCP1 por dicroísmo circular; 

• Avaliação dos efeitos antiproliferativos do peptídeo sintético G16OCP1 sobre 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

• Avaliação dos efeitos citolíticos do peptídeo sintético G16OCP1 sobre 

eritrócitos, leucócitos e plaquetas humanas. 

 

  



    34 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 REAGENTES E MICRORGANISMOS 
Todos os experimentos foram realizados com reagentes comerciais de grau 

analítico, utilizando apenas água Milli-Q® (Millipore Reagent Water System, EMD 

Millipore, USA) para o preparo das soluções. Os solventes empregados nas etapas 

cromatográficas foram todos grau HPLC, de diversos fornecedores.  

As cepas bacterianas de Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 13883), Enterobacter cloacae (ATCC 35030), Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus 

epidermidis (ATCC 12228) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foram adquiridas 

no Banco de Culturas Tropicais da Fundação André Tosello (Campinas/SP).  

 

4.2 COLETA DOS ANIMAIS E OBTENÇÃO DA SECREÇÃO CUTÂNEA  
Machos adultos de Leptodactylus labyrinthicus foram capturados por 

reconhecimento visual e acústico no município de Luziânia/GO; em seguida, foram 

transportados em caixas úmidas e mantidos em cativeiro no Laboratório de 

Toxinologia da Universidade de Brasília, de acordo com autorização ambiental 

No 17682-1 (SISBio/ICMBio/MMA). A secreção cutânea foi obtida por estimulação da 

pele com uma fonte elétrica de corrente alternada de aproximadamente 110 V e 

60 Hz, lavando em seguida com água Milli-Q em abundância. Após a coleta, as 

amostras foram congeladas em tubos Falcon, liofilizadas e armazenadas a -20 °C 

para posterior uso.  

 

4.3 FRACIONAMENTO CROMATOGRÁFICO DA SECREÇÃO BRUTA DE 
L. labyrinthicus  

Alíquotas de 5,0 mg de secreção bruta de L. labyrinthicus foram dissolvidas 

em 220 µL de TFA 0,1 % (v/v) em água Milli-Q, centrifugadas por 5 min a 

14.000 rpm e o sobrenadante submetido a RP-HPLC em uma coluna C8 

(Shim-pack® CLC-C8(M) 150 x 4.6 mm, Shimadzu Corporation, Japão) previamente 

equilibrada com TFA 0,1 % (v/v) em água Milli-Q (solvente A). Após uma lavagem de 

5 min com solvente A, a eluição foi realizada com fluxo de 1,0 mL/min utilizando-se 

gradiente linear de TFA 0,1 % (v/v) em acetonitrila (solvente B): 0–55 % de solvente 

B em 55 min, 55–100 % de solvente B em 5 min, e 5 min de lavagem com 100 % de 
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solvente B. As frações foram coletadas manualmente, como absorbância monitorada 

a 216 nm e, em seguida, secadas a vácuo e armazenadas a -20 °C para análises 

posteriores. 

 

4.4 ENSAIO ANTIMICROBIANO PRELIMINAR 
O ensaio antimicrobiano foi baseado no protocolo de Castro e colaboradores 

(2009). Linhagens referenciais de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus 

aureus (ATCC 25923), obtidas do Banco de Culturas Tropicais da Fundação André 

Tosello (Campinas, SP), foram utilizadas em ensaios antimicrobianos, a fim de se 

avaliar a atividade inibitória das diferentes frações cromatográficas eluídas a partir  

da secreção de L. labyrinthicus. As duas linhagens bacterianas foram cultivadas em 

meio Mueler-Hilton a 37 °C sob agitação, por aproximadamente 18 horas, até a 

obtenção de uma cultura com densidade óptica igual a 1,0 em 590 nm. As bactérias 

em fase logarítmica foram diluídas no mesmo meio de cultura nas proporções de 

1:50 para E. coli e 1:100 para S. aureus. 

As frações eluídas obtidas com a realização de seis corridas cromatográficas 

foram reunidas, secadas em SpeedVac e, em seguida, resuspendidas em 200 μL de 

água Milli-Q. Alíquotas de 50 μL de cada fração foram transferidas para os poços de 

uma microplaca estéril e incubadas por 22 h a 37°C com 50 μL (contendo de 2 a 

7 x 105 UFCs) de cada uma das culturas bacterianas.  

A taxa de inibição do crescimento bacteriano foi determinada pela leitura da 

densidade óptica a 595 nm empregando-se uma leitora de placas Multiskan® FC 

(Thermo Scientific, USA). Como controle da ausência de crescimento foi empregado 

formaldeído 0,4% (v/v) e como controle de crescimento pleno foi utilizada água 

Milli-Q estéril. 

 

4.5 ANÁLISES POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS 
As frações cromatográficas capazes de inibir o crescimento bacteriano foram 

analisadas em um espectrômetro de massas Autoflex II TOF/TOF (Bruker Daltonics, 

Alemanha). Cada fração cromatográfica foi resuspendida em TFA 0,1% (v/v) em 

água Milli-Q e aplicadas em uma placa de aço inoxidável junto com matriz 

reconstituída de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA) na proporção 1:1. 

O equipamento foi previamente calibrado utilizando-se uma mistura de angiotensina 

II (Mr = 1047,19), angiotensina I (Mr = 1297,49), substância P (Mr = 1348,64), 
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bombesina (Mr = 1620,86) e fragmento 18–39 de hormônio adrenocorticotrôpico 

(Mr = 2466,68). As amostras foram analisadas na faixa de 700–4000 Da no modo 

refletor de íons positivos. 

 

4.6 PURIFICAÇÃO DO ANÁLOGO G16OCP1 
O peptídeo bioativo, aqui denominado G16OCP1, foi acumulado a partir de 

várias corridas cromatográficas e posteriormente resuspendido em TFA 0,1 %. (v/v) 

em água Milli-Q, centrifugado por 5 min a 14.000 rpm e o sobrenadante submetido a 

RP-HPLC em uma coluna C18 (Shim-pack VP-ODS 150 x 4.6 mm, Shimadzu 

Corporation, Japão). Após 5 min de lavagem com solvente A, a eluição foi realizada 

empregando-se solvente B nas seguintes condições: 0–30 % de solvente B em 

10 min, 30–50 % de solvente B em 20 min, 50–100 % de solvente B em 5 min e 

5 min de lavagem com 100 % de solvente B. As frações cromatográficas eluídas 

foram coletadas manualmente, com fluxo de 1,0 mL/min, detecção em 216 nm, 

secadas a vácuo e armazenadas a -20 °C. 

 

4.7 ANÁLISE ESTRUTURAL DO ANÁLOGO G16OCP1 
4.7.1 Determinação da massa molecular  
A fim de se determinar o grau de pureza e a massa molecular do peptídeo 

obtido após a etapa de recromatografia em coluna C18, o peptídeo de interesse foi 

novamente analisado por espectrometria de massas em espectrômetro de massas 

Autoflex II TOF/TOF (Bruker Daltonics, Alemanha) de acordo com o protocolo 

descrito na seção 4.5. 

4.7.2 Determinação da estrutura primária  
A estrutura primária do análogo G16OCP1 foi determinada por degradação de 

Edman. O material purificado a partir de seis cromatografias semipreparativas foi 

dissolvido em 60 µL de TFA 20 % (v/v) em acetonitrila e injetados na câmara de 

reação de um sequenciador automático 477A (Applied Biosystems, USA) modificado 

como descrito por Fontes e colaboradores (1998). Os PTH-aminoácidos foram 

identificados em 269 nm após separação numa coluna de fase reversa PTH-C18 

acoplada a um equipamento de HPLC 120A (Applied Biosystems, USA). Antes da 

análise, o sistema cromatográfico foi calibrado com os respectivos padrões de 

PTH-aminoácidos. 
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4.7.3 Determinação da presença de amidação C-terminal 
A presença de amidação C-terminal foi avaliada por análise em espectrômetro 

de massas do peptídeo G16OCP1, nativo e após metilação por esterificação de 

Fischer, com base no método descrito por Powell e colaboradores (1995). 

O peptídeo purificado foi dissolvido em HCl metanólico (10 µL de cloreto de acetila 

em 250 µL de metanol anidro) e incubado por 30 min à temperatura ambiente. 

Em seguida, o solvente foi removido por evaporação em um concentrador tipo 

SpeedVac e a amostra foi então ressuspendida em TFA 0,1 % (v/v) em água Milli-Q 

para ser analisada por MALDI-TOF como descrito anteriormente. 

4.7.4 Análises computacionais 
Foi utilizado o algoritmo PSI-Blast (ALTSCHUL et al., 1997) para realizar uma 

busca usando a base de dados de sequências proteicas não-redundantes do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). O Clustal W2 (LARKIN et al., 2007) foi usado 

para o alinhamento múltiplo de sequências 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). A massa monoisotópica teórica foi 

calculada a partir da sequencia com a ferramenta Compute pI/Mw (GASTEIGER et 

al., 2005) disponível em http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html. A ferramenta 

HydroMCalc 

(http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/HydroCalc/HydroMCalc.html#Hiscale) foi 

empregada para calcular a hidrofobicidade média e o momento hidrofóbico médio 

dos peptídeos analisados, com base na escala de Eisenberg (EISENBERG; WEISS; 

TERWILLIGER, 1982). A predição de estrutura secundária foi feita pelo método 

SOPMA (GEOURJON; DELEAGE, 1995) disponível em http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html. Finalmente, foi utilizado um 

aplicativo JAVA disponível em 

http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wheelApp.htm, para simular conformação 

em α-hélice, de acordo com o método de Schiffer e Edmundson (1967). 

 

4.8 SÍNTESE QUÍMICA DO ANÁLOGO G16OCP1 
O peptídeo com amidação C-terminal G16OCP1 foi sintetizado manualmente 

de acordo com o método padrão do grupo protetor Na-Fmoc (CASALLANOVO et al., 

2006). Foram utilizados os grupos protetores Boc (N-tert-butoxicarbonil) para 

proteger as cadeias laterais de K, tBut (t-butil) para D, T e E, e Pmc (2,2,5,7,8-

pentametilchromane-6-sulfonil) para N. Após o acoplamento do C-terminal à resina 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html
http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/HydroCalc/HydroMCalc.html#Hiscale
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wheelApp.htm


    38 

(Rink-amide-MBHA) foram efetivados sucessivamente vários ciclos de síntese, 

consistindo na desproteção de Na-Fmoc com piperidina/dimetilformamida 20 % (V/V) 

durante 20 min, seguido por lavagem com diclorometano/dimetilformamida e 

acoplamento ao próximo resíduo. Ao final da síntese, a clivagem do peptídeo e 

remoção do grupo protetor de cadeia lateral foi realisada simultaneamente com TFA 

90 %, p-cresol 5 % e água Milli-Q durante 2 h. O peptídeo foi então precipitado com 

etoxietano anidro e separado do material não-peptídico por centrifugação. Depois foi 

extraído em TFA 0,045 % (v/v) e purificado por RP-HPLC numa coluna 

semi-preparativa (C18 250 x 10 mm, Beckman Coulter, USA) com gradiente linear de 

10–40 % de TFA/acetonitrila 0,036 % (v/v) (solvente B) durante 90 min, com fluxo de 

5 mL/min, detecção em 220 nm e liofilização ao final do processo. Após a 

purificação, a identidade do peptídeo sintético foi confirmada por espectrometria de 

massa seguindo o método descrito anteriormente.  

 

4.9 DICROÍSMO CIRCULAR 
Foram obtidos espectros dicróicos do peptídeo G16OCP1 utilizando um 

espectropolarímetro J-815 (Jasco, Japão) equipado com um suporte térmico de 

cuvetas tipo Peltier. Foram registrados os espectros no UV-distante do peptídeo em 

água Milli-Q, em TFE 20 % (v/v) e em TFE 50 % (v/v), na faixa de 190–250 nm a 

25 °C usando cuvetas de quartzo de 0,1 cm. Os espectros foram coletados como a 

média de 3 leituras obtidas em millidegree (1/1000°) e convertidas a elipticidade 

molar [θ] (° cm2 dmol-1) considerando uma massa molecular por resíduo de 

100,5 Da, com base na fórmula (CORRÊA; RAMOS, 2009):  

[𝜃] =
𝜃 ∗  100 ∗  𝑀
𝐶 ∗ 𝑙 ∗ 𝑛

 

Onde θ é a elipticidade em millidegrees, l é o caminho óptico em cm, C é a 

concentração em mg/mL, M é a massa molecular e n o número de resíduos. 

O conteúdo de estrutura α-hélice secundária foi estimado por meio da 

seguinte equação (CAMARGOS et al., 2011): 

𝑓𝐻 =
[𝜃]208 − 4000

33 000− 4000 
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4.10 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) 
Cepas das bactérias Gram-positvas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter cloacae) foram 

descongeladas do estoque e incubadas em Meio Mueller–Hilton estéril a 

temperatura ambiente durante aproximadamente 18 h até a obtenção de culturas 

com densidade óptica igual a 1,0 em 590 nm. As bactérias em fase logarítmica foram 

diluídas no mesmo meio de cultura nas proporções de 1:50 para as bactérias 

Gram-negativas e 1:100 para as bactérias Gram-positivas. 

Foram preparadas diluições seriadas em triplicata do peptídeo sintético 

G16OCP1, a partir de uma solução estoque de 256 μM esterilizada por filtração em 

filtro Millex GV 0,22 μm. Alíquotas de 50 μL de cada diluição foram incubadas em 

microplacas de 96 poços de fundo chato com 50 μL de suspensão bacteriana 

(contendo de 2 a 7 x 105 UFCs) durante 20–24 h a 37 °C. Após esse período, as 

placas foram analisadas a 595 nm numa leitora de placas Multiskan® FC (Thermo 

Scientific, USA) utilizando formaldeído 0,4 % (v/v) como controle da ausência de 

crescimento e água Milli-Q estéril como referência de 100 % de crescimento. 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi definida como a menor 

concentração do peptídeo na qual não se observa crescimento detectável pela 

leitura espectrofotométrica.  

 

4.11 TOXICIDADE SOBRE CÉLULAS SANGUÍNEAS 
4.11.1 Efeitos sobre eritrócitos humanos 
Hemácias humanas de doador saudável O+ foram separadas do plasma por 

sedimentação e lavadas três vezes com tampão Tris-HCl 0,01 M pH 7,4 contendo 

NaCl 0,15 M e CaCl2 0,01 M. Esse mesmo tampão foi empregado para preparar uma 

suspensão 1% (v/v) de hemácias e na solubilização do peptídeo. Em microtubos de 

1,5 mL, 100 μL da suspensão de hemácias foram incubados com 100 μL do 

peptídeo G16OCP1 (diluído serialmente a partir de uma solução estoque de 256 µM) 

por 60 min, a temperatura ambiente. Como controles foram empregados 100 μL da 

suspensão de hemácias na presença de 100 μL de Triton X-100 1% (v/v), como 

referência para 100% de hemólise e 100 μL da suspensão de hemácias na presença 

de 100 μL de tampão-salino como referência para 0%. Após a incubação, os tubos 

foram centrifugados a 3000 rpm por 2 min e alíquotas de 100 μL dos sobrenadantes 
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foram transferidas para placas de microtitulação de 96 poços e analisadas em 

405 nm, em leitora Multiskan® FC (Thermo Scientific, USA). A quantidade de 

hemólise foi avaliada utilizando-se a seguinte fórmula (OGUIURA et al., 2011): 
𝐴405 𝑝𝑒𝑝𝑡í𝑑𝑒𝑜 −𝐴405 𝑡𝑎𝑚𝑝ã𝑜 
𝐴405 𝑇𝑟𝑖𝑡ó𝑛 −𝐴405 𝑡𝑎𝑚𝑝ã𝑜 

∗ 100 

 

4.11.2 Efeitos sobre leucócitos e plaquetas humanas 
Para a determinação de efeitos citotóxicos sobre as diferentes células 

sanguíneas, foram realizadas contagens de células utilizando um hemocitômetro 

Cell-Dyn 3700SL (Abbott Laboratories, USA).  

O peptídeo G16OCP1 foi diluído em sangue fresco de doador saudável O+ na 

concentração final de 25,6 µM e incubado durante 3 horas. Paralelamente foram 

incubados: sangue total com adição de Triton X-100 a uma concentração final de 

1 % (v/v), como controle de lise completa e sangue total com adição de solução 

salina, como controle negativo (ausência de citólise). 

As contagens de células foram realizadas em triplicata após 30, 90 e 180 min, 

utilizando-se 220 µL da suspensão de células em cada leitura. Os efeitos citotóxicos 

foram avaliados por comparação entre o controle negativo e o tratamento com o 

peptídeo G16OCP1, nos diferentes períodos de tempo empregados. A avaliação 

estatística foi feita através de testes t para grupos independentes, utilizando-se o 

software Prism 5.03 (Graphpad Software, USA) e considerando um nível de 

significância de 0,05.  
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5. RESULTADOS  
 

A secreção cutânea de Leptodactylus labyrinthicus mostrou-se, em geral, uma 

secreção rica e complexa, resultando na eluição de aproximadamente 47 frações 

durante o fracionamento cromatográfico realizado em coluna de fase reversa C8, 

como pode ser comprovado pela análise da Figura 4. As frações cromatográficas 

eluídas foram manualmente coletadas e avaliadas quanto à sua capacidade em 

inibir o crescimento das bactérias E. coli e S. aureus. Algumas frações apresentaram 

significativa atividade inibitória sobre o crescimento das bactérias testadas. Tais 

frações bioativas foram analisadas por MALDI-TOF MS, determinando-se as massas 

moleculares dos componentes presentes nas frações ativas biologicamente. Dois 

peptídeos, com massas moleculares monoisotópicas de 2.540,9 e 2.546,6 Da foram 

detectados nessa secreção e identificados como os peptídeos ocelatina-P1 

(pentadactilina) e ocelatina-F1 (falaxina), respectivamente. Tais peptídeos já haviam 

sido isolados e caracterizados previamente nas secreções de L. pentadactylus, L. 

fallax e L. labyrinthicus (KING et al., 2005a; LIBÉRIO, 2008; LIBÉRIO et al., 2011; 

ROLLINS-SMITH et al., 2005). 

Um terceiro peptídeo com atividade antibacteriana foi encontrado na fração 

que eluiu em aproximadamente 49 min de corrida (45 % de solvente B, Figura 4). Tal 

peptídeo apresentou massa molecular monoisotópica de 2510,5 Da (Figura 5) por 

análise em espectrômetro de massas tipo MALDI-TOF. 

Uma vez que se tratava de um peptídeo antimicrobiano inédito identificado em 

tal secreção, esse peptídeo foi então acumulado por fracionamento de 30 mg da 

secreção bruta de L. labyrinthicus em coluna de fase reversa C8. Posteriormente foi 

submetido a várias cromatografias e purificado em coluna C18 a fim de se obtê-lo em 

alto grau de pureza para fins de caracterização por degradação de Edman (Figura 

6).  

O sequenciamento N-terminal do peptídeo nativo permitiu a determinação 

inequívoca de sua estrutura primária, como sendo: 
1GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL25, a qual resultou ser acentuadamente similar 

àquela determinada para a ocelatina-P1 (pentadactilina), também presente nessa 

secreção, ao conter apenas uma substituição, conservada, de serina por glicina na 

posição 16. Como se tratava de um novo análogo da ocelatina-P1, tal peptídeo foi 

denominado G16OCP1. 
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Figura 4 — Perfil cromatográfico obtido por fracionamento da secreção cutânea 
bruta de L. labyrinthicus empregando-se coluna C8.  

 
Em destaque, as frações cromatográficas com atividade antibacteriana identificadas 

no presente estudo: 1 = Ocelatina-F1, 2 = G16OCP1, 3 = Ocelatina-P1. Fluxo: 1 mL/min. 
 
Figura 5 — Espectro obtido por MALDI-TOF MS da fração de cromatografia 

semi-preparativa contendo o peptídeo G16OCP1.  

 
Pode-se observar o peptídeo G16OCP1 nativo (2511,5 Da, [M+H+]) na companhia de 

adutos formados com os íons sódio (2533,5) e potássio (2549,5), além de outros 
componentes peptídicos presentes na amostra. O inserto na figura mostra a faixa de  
700–4000 Da (m/z). 
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Figura 6 — Purificação do peptídeo G16OCP1 por RP-HPLC utilizando-se  
coluna C18. 

 
Denota-se com (*) a fração que contém o peptídeo G16OCP1. Fluxo: 1 mL/min. 
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Figura 7 — Espectro obtido por MALDI-TOF do peptídeo G16OCP1 após 
purificação. 

 
Pode-se observar o peptídeo G16OCP1 nativo (2511,5 Da, [M+H+])* na companhia 

de adutos formados com os íons sódio (2533,5) e potássio (2549,5), O inserto na figura 
mostra a faixa de  700–4000 Da (m/z).  

 

A diferença entre a massa molecular calculada do peptídeo G16OCP1 

(2511,45 Da) e a experimental (2510,47 Da) sugeriu a presença de uma possível 

amidação na porção C-terminal da cadeia polipeptídica, uma característica comum 

em muitos peptídeos antimicrobianos, principalmente de anuros. Essa hipótese foi 

comprovada mediante a derivatização do peptídeo por esterificação de Fischer, 

reação,que levaria à formação de ésteres de metilo nos grupos carboxila livres 

produzindo mudanças em múltiplos de +14 Da. A análise de massas do peptídeo 

derivatizado mostrou apenas incrementos de +14 Da (uma metilação) ou +28 Da 

(duas metilações), sendo atribuídas à esterificação das cadeias laterais dos dois 

resíduos de aminoácidos ácidos (Asp4 e Glu23) presentes na estrutura do peptídeo 

G16OCP1 (Figura 8). A ausência de mudanças da ordem de +42 Da (três 

metilações) indicou a ausência de qualquer outro grupo carboxila livre na cadeia 

polipeptídica.  

De posse da estrutura primária do análogo G16OCP1, tal peptídeo foi 

sintetizado com o emprego de síntese química manual (Fmoc) e posteriormente 

submetido a sequenciamento químico, de modo a se confirmar a correção do 

produto sintético produzido. Após confirmação, a versão sintética do peptídeo 
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G16OCP1 foi empregada nos experimentos de dicroísmo circular e de 

caracterização biológica. 

 
Figura 8 — Espectro do peptídeo G16OCP1 obtidos por MALDI-TOF MS antes e 

após a derivatização por esterificação de Fischer.  

 
a) Controle: peptídeo G16OCP1 nativo (2512,2 Da, [M+H+])* com adutos formados 

com os íons sódio (2534,2 Da) e potássio (2550,2 Da). b) Peptídeo G16OCP1 após 
derivatização de Fischer: peptídeo G16OCP1 com uma metilação e formando aduto com o 
íon sódio (2548,156 Da, [M+H+]) e peptídeo G16OCP1 com duas metilações e formando 
aduto com o íon sódio (2562,187 Da, [M+H+]). * Embora a massa molecular determinada 
para o peptídeo nativo fosse 1 Da superior àquela observada anteriormente, em virtude de 
problemas na calibração do espectrômetro de massas, as diferenças com relação aos 
peptídeos metilados foram suficientes para se determinar a existência de dois sítios de 
metilação neste peptídeo.  

 

A propensão do peptídeo G16OCP1 em formar elementos de estrutura 

secundária foi avaliada com o emprego do algoritmo SOPMA (GEOURJON; 

DELEAGE, 1995). A análise da sua estrutura por este método sugeriu 100 % de 

estrutura em α-hélice (Quadro 1). Essa predição foi avaliada mediante experimentos 

de dicroísmo circular, analisando o comportamento do peptídeo sintético em água e 

na presença de trifluoroetanol (TFE), um conhecido indutor de α-hélice (BUCK, 

1998). Em água, o peptídeo apresentou um espectro dicróico típico de estrutura 

desordenada com valor mínimo em 197 nm. Entretanto, na presença de TFE 20 % 

(v/v) a curva do sinal dicróico começou a adotar um padrão diferenciado com valores 

mínimos em 208 e 222 nm, que tornaram-se mais acentuados na presença de TFE 
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50 % (v/v) e que são característicos de estruturas em α-hélice (Figura 9). O 

conteúdo de α-hélice da estrutura foi calculado com base na curva do sinal dicróico, 

obtendo-se valores de 37 % de estrutura helicoidal em TFE 20 % (v/v) e 56 % em 

TFE 50 % (v/v). 

 
Quadro 1 — Predição da estrutura secundária do peptídeo G16OCP1 pelo 

método SOPMA. 

SOPMA PREDICTION: 
 
        10        20 
         |         | 
GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL 
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh 
Sequence length :    25 
SOPMA : 
   Alpha helix     (Hh) :    25 is 100.00% 
   310  helix       (Gg) :     0 is   0.00% 
   Pi helix        (Ii) :     0 is   0.00% 
   Beta bridge     (Bb) :     0 is   0.00% 
   Extended strand (Ee) :     0 is   0.00% 
   Beta turn       (Tt) :     0 is   0.00% 
   Bend region     (Ss) :     0 is   0.00% 
   Random coil     (Cc) :     0 is   0.00% 
   Ambigous states (?)  :     0 is   0.00% 
   Other states         :     0 is   0.00% 
 
Parameters : 
   Window width         :  17 
   Similarity threshold :   8 
   Number of states     :   4 
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Figura 9 — Espectro dicróico do peptídeo G16OCP1 em água e TFE.  

 
Elipticidade molar [θ] em função do comprimento de onda do peptídeo G16OCP1 

quando dissolvido em água, TFE 20 % (v/v) e TFE 50 % (v/v). 

 

O peptídeo G16OCP1 exibiu atividade inibitória contra as bactérias 

Gram-negativas E. coli e K. pneumoniae em concentrações baixas (CIM = 32 µM) e 

também contra a bactéria Gram-positiva S. epidermidis na maior concentração 

testada (CIM = 128 µM). Contudo, não se mostrou ativo, mesmo na maior 

concentração empregada (128 µM), contra as demais bactérias testadas: 

P. aeruginosa, E. cloacae, S. aureus e E. faecalis (Tabela 3). 

 
Tabela 3 — Concentrações inibitórias mínimas (CIMs) do peptídeo G16OCP1 em 

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. 

BACTÉRIA CIM (µM)* 

Escherichia coli ATCC 25922 32 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 32 

Enterobacter cloacae ATCC 35030 > 128 (12) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s.a. 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 128 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 > 128 (11) 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 s.a. 

Controles: água Milli-Q estéril (0 % de inibição), formaldeído 0,4 % (100 % de 
inibição). *O valor entre parêntesis representa a porcentagem de inibição na maior 
concentração testada (128 µM). s.a.: sem atividade (inibição em 128 µM = 0 %). 
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Ao se avaliar os efeitos citolíticos sobre eritrócitos humanos, o peptídeo 

G16OCP1 não apresentou indícios de atividade hemolítica, mesmo na maior 

concentração testada (128 µM).  

As contagens de células sanguíneas por citometria de fluxo não mostraram 

diferenças significativas no número de hemácias ou plaquetas presentes, ao 

comparar o controle negativo (sangue puro) e o sangue incubado com o peptídeo 

G16OCP1 na concentração de 25,6 µM após 30, 60 ou 90 minutos de incubação 

(Figura 10). 

 
Figura 10 — Efeitos do peptídeo G16OCP1 25,6 µM sobre hemácias e plaquetas 

humanas após 30, 90 e 180 minutos de incubação.  

a)

 

b)

 
a) Hemácias. b) Plaquetas. As barras representam a média de três leituras com o 

respectivo desvio padrão. As diferenças observadas não foram significativas (p > 0,05, teste 
t para amostras não pareadas). Controle: Solução salina (NaCl 0,9 %). 

 

A quantidade de células brancas também foi avaliada a través da citometria 

de fluxo, observando-se diferenças significativas ao se comparar o número de 

neutrófilos e de linfócitos após 30 e 90 min, respectivamente (teste t para amostras 

independentes, p < 0,05). No entanto, tais mudanças foram pequenas, sendo que o 

número de neutrófilos após 30 min de incubação com o peptídeo G16OCP1 diminuiu 

em 3 % e o número de linfócitos aumentou em 1 %. Contrariamente, o número de 

células não se mostrou significativamente alterado nas contagens de neutrófilos em 

90 e 180 min, nem nas contagens de linfócitos em 30 e 180 min (Figura 11, A). 

Finalmente, o número de monócitos, eosinófilos e basófilos não apresentou 

mudanças significativas em nenhum dos tempos analisados, após a incubação com 

o peptídeo G16OCP1 na concentração de 25,6 µM (teste t para amostras 

independentes, p > 0,05) (Figura 11, B). 

30 90 180
0

2

4

6 Controle G16OCP1

Tempo (min)

C
él

ul
as

 x
10

6 /µ
L

30 90 180
0

50

100

150

200

250 Controle G16OCP1

Tempo (min)

C
él

ul
as

 x
10

3 /µ
L



    49 

Figura 11 — Efeitos do peptídeo G16OCP1 sobre leucócitos humanos após 30, 
90 e 180 minutos de incubação. 

a) 

 
b) 

 
a) Neutrófilos (NEU) e linfócitos (LIN). b) Monócitos (MON), eosinófilos (EOS) e 

basófilos (BAS). Controle: Solução salina (NaCl 0,9 %). As barras representam a média de 
três leituras com o respectivo desvio padrão. * = p < 0,05, teste t para amostras não 
pareadas. Controle: Solução salina (NaCl 0,9 %). 
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6. DISCUSSÃO 
 

No presente trabalho, foi possível o isolamento e caracterização química e 

biológica de um novo peptídeo antimicrobiano, denominado G16OCP1. 

O peptídeo G16OCP1 exibiu atividade seletiva contra as bactérias 

Gram-negativas Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae em concentrações 

consideradas baixas (32 µM) e mostrou-se praticamente inativo contra bactérias 

Gram-positivas, sendo que apenas a bactéria Staphylococcus epidermidis 

apresentou uma leve susceptibilidade ao tratamento com o peptídeo. Embora ainda 

não exista certeza sobre os mecanismos específicos de ação dos peptídeos 

antimicrobianos, é, geralmente, aceito que sua eficácia depende em grande parte da 

sua interação com a membrana da célula-alvo (HANCOCK; ROZEK, 2002). Na 

medida em que os PAMs catiônicos atacam bactérias Gram-negativas, eles 

provocam perda de estabilidade na membrana externa ao interagir com 

lipopolissacarídeos ou fosfolipídios negativamente carregados presentes na sua 

superfície. Em bactérias Gram-positivas, esse ataque ocorre ao nível dos ácidos 

teicóicos e teicurônicos e em grupos carboxílicos de aminoácidos presentes na 

parede de peptidoglicano (DEVINE, 2003; JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006; 

TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO, 2000). Embora a interação peptídeo–bactéria 

seja um processo complexo e possivelmente específico para cada dupla, a 

seletividade da G16OCP1 pelas duas bactérias Gram-negativas, E. coli e K. 

pneumoniae, poderia ser produto da interação mais eficiente do peptídeo com os 

componentes da membrana destes organismos (SHAI, 2002).  

Os resultados encontrados para as CIMs foram comparados com os 

encontrados previamente para o peptídeo análogo ocelatina-P1 (KING et al., 2005a; 

LIBÉRIO, 2008) (Tabela 4). A comparação de algumas propriedades dos dois 

peptídeos, calculadas a partir das suas estruturas primárias, indicam que as 

diferenças físico-químicas entre eles são bastante sutis (Tabela 5); além disso, 

nesse estudo Libério (2008) encontrou valores de CIM para a ocelatina-P1 que são 

idênticos aos encontrados no presente estudo com o peptídeo G16OCP1. No caso 

de Klebsiella pneumoniae, a cepa utilizada neste trabalho mostrou-se menos 

resistente que a utilizada por King e colaboradores (KING et al., 2005a). Estudos 

realizados com esta bactéria sugerem que a resistência aos PAMs é conferida por 

polissacarídeos da cápsula bacteriana (CAMPOS et al., 2004), por proteínas da 
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membrana externa envolvidas com sistemas adaptativos de resistência (LLOBET et 

al., 2009), ou por sistemas de efluxo (PADILLA et al., 2010); portanto, a grande 

diferença encontrada na susceptibilidade de K. pneumoniae poderia ser resultado de 

mudanças estruturais produzidas pela substituição desse único resíduo de 

aminoácido, ou ser produto de diferenças fenotípicas existentes na superfície 

externa das bactérias de diferentes cepas.  

 
Tabela 4 — Comparação das atividades antimicrobiana e hemolítica dos 

peptídeos ocelatina-P1 e G16OCP1. 

CÉLULAS 
OCELATINA-P1 G16OCP1 

King et al. (2005a) Libério (2008) Este trabalho 

Escherichia coli 
ATCC 25922 25 32 32 

Klebsiella pneumoniae 
KK3 9904 100 - - 

Klebsiella pneumoniae 
ATCC 13883 - - 32 

Enterobacter cloacae 
HNTCC 53001 50 - - 

Enterobacter cloacae 
ATCC 35030 - - > 128 

Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 100 > 128 s.a. 

Staphylococcus aureus 
NCTC 8325 200 - - 

Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 - > 128 > 128 

Staphylococcus epidermidis 
RP62A 100 - - 

Staphylococcus epidermidis 
ATCC 12228 - - 128 

Enterococcus faecalis 
ATCC 29212 200 - s.a. 

Eritrócitos (HC50)* > 400 (29) s.a. s.a. 

(-): não avaliado. *O valor entre parênteses representa a porcentagem de hemólise 
na máxima concentração avaliada. 

 
Tabela 5 — Propriedades físico-químicas dos peptídeos ocelatina-P1 e 

G16OCP1. 
 MM (Da) Q pI ‹H› ‹µH› 

G16OCP1 2542 +3 10,55 -0,05 0,15 
Ocelatina-P1 2512 +3 10,55 -0,03 0,12 

MM = Massa molecular; Q = carga; pI = ponto isoelétrico; ‹H› = hidrofobicidade 
média; ‹µH› = momento hidrofóbico médio. 
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Alguns PAMs podem adotar estruturas em α-hélice anfifílicas ao ligar-se à 

membrana citoplasmática ou interagir com a superfície externa de bactérias 

Gram-positivas ou Gram-negativas (DEVINE, 2003; TOSSI; SANDRI; 

GIANGASPERO, 2000). Os α-AMPs encontram-se entre os PAMs mais abundantes 

e melhor distribuídos na natureza (TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO, 2000) e as 

concentrações efetivas de vários deles estão situadas, em geral, na faixa micromolar 

(DENNISON et al., 2005), como as encontradas para o peptídeo G16OCP1(Tabela 

3). 

A maioria desses peptídeos apresentam estrutura randômica em solução 

aquosa, mas adquirem conformação α-hélice durante a inserção na membrana 

mediante interações hidrofóbicas com ela (DENNISON et al., 2005). As predições 

pelo método SOPMA e os resultados das análises por dicroísmo circular indicam que 

o peptídeo G16OCP1 adota uma conformação em α-hélice ao entrar em contato 

com a membrana das bactérias. Foi observado que o peptídeo adota 56 % de 

conformação em α-hélice na presença de TFE 50 % (v/v). Esses resultados 

complementam as escassas observações realizadas nesta família de peptídeos 

quanto ao seu enovelamento. Além disso, Nielsen e colaboradores (2007) 

encontraram que o peptídeo da mesma família, ocelatina-F1, também presente na 

secreção de L. labyrinthicus, adota 53 % de conformação em α-hélice na presença 

de TFE 50 %. A ocelatina-F1 apresenta 68 % de similaridade com o peptídeo 

G16OCP1, sendo a maioria das substituições, conservativas (Quadro 2, a). 

Uma série de características, tais como carga líquida, hidrofobicidade, 

anfifilicidade e composição da membrana são importantes tanto para a atividade 

citolítica, quanto para a seletividade dos PAMs (YEAMAN; YOUNT, 2003). A eficácia 

de um determinado peptídeo depende em grande parte de como esse conjunto de 

fatores conferem vantagens únicas à molécula frente a um determinado organismo.  

A amidação C-terminal presente no peptídeo G16OCP1 é uma modificação 

pós-traducional importante em muitos PAMs, já que incrementa a carga líquida da 

molécula e favorece a formação de α-hélice ao promover uma ponte de hidrogênio 

adicional que permite estabilizar a hélice (WHITE; WIMLEY, 1999). 

Essa característica é importante também para o incremento da carga líquida e a 

redução da susceptibilidade a carboxipeptidases (SHALEV; MOR; KUSTANOVICH, 

2002). Um estudo de Mor e Nicolas (1994) demonstrou que a amidação de 
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fragmentos da dermaseptina-S1 produz melhorias no potencial antimicrobiano 

desses polipeptídeos. 

 
Quadro 2 — Alinhamento múltiplo dos peptídeos da família das ocelatinas. 

a) 
                            10        20        
                            |         |         
G16OCP1            GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL 25 
Ocellatin-F1       GVVDILKGAAKDIAGHLASKVMNKL 25 
                   *::* ******::.* ******:**    

b) 

                            10        20        
                            |         |         
Ocellatin-2        GVLDIFKDAAKQILAHAAEQI---- 21 
Ocellatin-3        GVLDILKNAAKNILAHAAEQI---- 21 
Ocellatin-F1       GVVDILKGAAKDIAGHLASKVMNKL 25 
Ocellatin-K1       GVVDILKGAAKDLAGHLASKVMNKI 25 
Ocellatin-L1       GVVDILKGAAKDLAGHLATKVMNKL 25 
Ocellatin-L2       GVVDILKGAAKDLAGHLATKVMDKL 25 
Ocellatin-S1       GVLDILKGAAKDLAGHVATKVINKI 25 
G16OCP1            GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL 25 
Ocellatin-P1       GLLDTLKGAAKNVVGSLASKVMEKL 25 
Ocellatin-5*       GLLDFLKAAGKGLVTNL-------- 17 
Ocellatin-6        AVLDFIKAAGKGLVTNIMEKVG--- 22 
Ocellatin-5**      AVLDILKDVGKGLLSHFMEKV---- 21 
Ocellatin-V1       GVVDILKGAGKDLLAHALSKLSEKV 25 
Ocellatin-V3       GVLDILTGAGKDLLAHALSKLSEKV 25 
Ocellatin-V2       GVLDILKGAGKDLLAHALSKISEKV 25 
Ocellatin-1        GVVDILKGAGKDLLAHLVGKISEKV 25 
Ocellatin-4        GLLDFVTGVGKDIFAQLIKQI---- 21 
                   .::* .. ..* :                
Consenso           GVLDILKGAAKDLL+HLASKVMEKL    

a) Alinhamento entre os peptídeos G16OCP1 e ocelatina-F1. b) Alinhamento múltiplo 
do peptídeo G16OCP1 com as outras ocelatinas reportadas na literatura e na base de dados 
Uniprot. As cores dos resíduos de aminoácidos representam suas propriedades 
físico-químicas: laranja = apolar; verde = polar sem carga; rosa = básico; azul = ácido. 
Substituições conservativas e semi-conservativas estão assinaladas com (:) e (.) 
respectivamente. *The Uniprot Consortium (2012). **Leite et al. (2010). 

 

O alinhamento de sequências de peptídeos da família das ocelatinas permite 

observar que o peptídeo G16OCP1 possui bastante similaridade com as outras 

ocelatinas previamente isoladas de anuros do gênero Leptodactylus e que, em sua 

maioria, possuem atividade antimicrobiana. Pela análise do multialinhamento é 

possível observar uma região amino-terminal bastante conservada, com resíduos 

idênticos nas posições 4 (Asp) e 11 (Lys), além de três substituições conservativas 

nas posições 2, 3 e 13, e cinco substituições semiconservativas nas posições 1, 6, 7, 

9 e 10 (Quadro 2, b). A conservação das características desses resíduos parece 
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então ter sido favorecida evolutivamente nas espécies do gênero Leptodactylus, em 

virtude das vantagens que esses peptídeos trazem à sobrevivência desses animais. 

O peptídeo G16OCP1 apresenta várias propriedades em sua estrutura 

primária que podem favorecer a atividade antimicrobiana. A presença e abundância 

relativa de determinados aminoácidos é decisiva para a carga líquida, a 

hidrofobicidade e a estrutura tridimensional do peptídeo. Ao analisar-se a 

composição da G16OCP1 (Tabela 6) é possível observar a presença de vários 

resíduos que poderiam favorecer sua interação com membranas bacterianas. 

Análises deste tipo indicam que os α-AMPs possuem aproximadamente 50 % de 

resíduos polares e 50 % de resíduos apolares (TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO, 

2000). A composição do peptídeo G16OCP1 mostra distribuição semelhante, com 

48 % de resíduos hidrofóbicos e 52 % de resíduos polares. Tal peptídeo apresenta 

também quatro resíduos de lisina que favorecem o caráter catiônico da molécula. 

Resíduos aniônicos acostumam ser escassos nos PAMs formadores de α-hélice, 

mas, quando presentes, encontram-se a três ou quatro posições com relação aos 

resíduos catiônicos (DENNISON et al., 2005; DENNISON, 2004; PARK et al., 1997). 

Na estrutura do análogo G16OCP1 essa característica pode ser evidenciada nas 

posições Asp4–Lys7 e Lys20–Glu23. Apesar de reduzir a carga líquida da molécula, a 

presença desses dois resíduos ácidos (Asp4 e Glu23), poderia ajudar a estabilizar a 

hélice pela formação de pontes salinas, ao permitir a interação com os resíduos de 

lisina positivamente carregados, como sugerem Betts e Russell (2003). Por outro 

lado, é conhecido que resíduos como lisina, leucina e alanina (também abundantes 

em G16OCP1) estabilizam ou promovem a formação da α-hélice (DENNISON, 2004; 

ROLLINS-SMITH et al., 2005). Finalmente, o aminoácido glicina, que também é 

abundante em muitos PAMs formadores de α-hélice, apresenta-se em alta 

frequência no peptídeo G16OCP1 (com a presença de quatro resíduos ou 16 %). 

Este resíduo é bastante comum na posição 1 e aparentemente confere resistência 

às aminopeptidases. Alem disso, a glicina parece ter importância na terminação da 

hélice ou em regiões de dobradiça (TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO, 2000). Um 

estudo realizado com o peptídeo ranatuerin-1 demonstrou que a substituição de 

glicina na região central da molécula promoveu a formação de α-hélice, mas 

suprimiu a atividade antimicrobiana (SONNEVEND et al., 2004). No entanto, a 

substituição de Ser16  Gly, que diferencia a G16OCP1 da ocelatina-P1, parece não 

afetar a atividade dessa molécula, visto que as CIMs para iguais cepas bacterianas, 
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assim como, a atividade hemolítica foram muito similares, quando comparados os 

dados deste trabalho com os dados de Libério (2008) (Tabela 4). 

 
Tabela 6 — Composição de aminoácidos do peptídeo G16OCP1. 

AMINOÁCIDOS 
FREQUÊNCIA 
ABSOLUTA 

FREQUÊNCIA 
RELATIVA (%) 

Ala  3 12 

Asn  1 4 

Asp  1 4 

Glu  1 4 

Gly  4 16 

Leu  5 20 

Lys  4 16 

Met  1 4 

Ser  1 4 

Thr  1 4 

Val 3 12 

Laranja = apolar; verde = polar sem carga; rosa = básico; azul = ácido. 
 

Duas características importantes na atividade dos PAMs formadores de 

α-hélice são a hidrofobicidade e a anfifilicidade. Estas propriedades acostumam ser 

analisadas através da hidrofobicidade média ‹H› e o momento hidrofóbico médio 

‹µH› (EISENBERG; WEISS; TERWILLIGER, 1982; PHOENIX et al., 2002). Vários 

estudos permitiram determinar uma correlação negativa entre essas duas 

características e sugeriram que deve existir um equilíbrio apropriado para a 

efetividade e especificidade desses peptídeos ao interagirem com as membranas 

biológicas (DENNISON, 2004; HARRIS, 2000; WALLACE; HARRIS; PHOENIX, 

2003). A anfifilicidade em peptídeos formadores de α-hélice manifesta-se, na 

estrutura primária, pela presença de grupos de dois ou três resíduos hidrofóbicos, 

alternados com padrões similares de resíduos polares (DENNISON et al., 2005). 

Esse modelo pode ser observado, não apenas na G16OCP1, mas também nas 

outras ocelatinas (Quadro 2, b). A análise detalhada desses peptídeos nos permite 

inferir que devido às similaridades estruturais, vários desses peptídeos poderiam 
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exercer sua atividade através da adoção de estruturas em α-hélice como foi sugerido 

por outros autores (CONLON et al., 2006; KING et al., 2005a; KING et al., 2008; 

ROLLINS-SMITH et al., 2005), pois de acordo com French e Robson (1983), as 

pressões evolutivas favorecem a conservação dos elementos de estrutura 

secundária. 

Foi sugerido que, além das membranas bacterianas, os PAMs podem interagir 

com a superfície dos eritrócitos ao se ligarem a resíduos de ácido siálico presentes 

em glicoproteínas ou glicoesfingolipidios que fazem parte do glicocálix 

(BLONDELLE; LOHNER; AGUILAR, 1999). No entanto, os resultados dos ensaios 

de toxicidade em células sanguíneas sugerem que o peptídeo G16OCP1 não afeta a 

integridade dos eritrócitos nas concentrações testadas, visto que não foi detectada 

hemólise mesmo em 128 µM (concentração máxima avaliada). A inserção dos PAMs 

na bicamada lipídica dos eritrócitos parece depender da sua habilidade para 

ultrapassar a barreira de carboidratos do glicocálix (BLONDELLE; LOHNER; 

AGUILAR, 1999). Porém, o fato de  que a maioria dos PAMs catiônicos possui baixa 

afinidade pelas membranas “zwitteriônicas” pode dificultar a liberação do peptídeo 

do glicocálix para a membrana fosfolipídica (PAPO; SHAI, 2003). 

Da mesma forma, o peptídeo G16OCP1 parece não afetar a integridade das 

plaquetas nem das células brancas (neutrófilos, linfócitos, monócitos, eosinófilos e 

basófilos, Figura 11). Embora tenha sido observada uma leve diminuição no número 

de neutrófilos após a incubação do sangue com o peptídeo G16OCP1, essa 

diferença foi observada apenas nos primeiros 30 min, sendo que após 90 e 180 min 

não houve diferenças significativas no número de células contadas. Portanto, tais 

observações indicam que a população de neutrófilos não foi realmente prejudicada 

pela presença do peptídeo de interesse.  

A conformação em α-hélice e a anfifilicidade são consideradas importantes 

para a atividade contra bactérias Gram-positivas, bem como para a atividade 

hemolítica (DATHE et al., 1997; GIANGASPERO; SANDRI; TOSSI, 2001). Uma 

projeção realizada pelo método de Schiffer e Edmundson (1967) mostra que o 

peptídeo G16OCP1 possui uma boa distribuição anfifílica nos primeiros 19 resíduos. 

No entanto, a distribuição de resíduos polares e apolares apresenta-se mais 

dispersa nos últimos seis resíduos de aminoácidos (Figura 12). Portanto, essa falta 

de uma estrutura anfifílica bem definida poderia explicar a baixa efetividade contra 

células Gram-positvas, assim como a falta de atividade hemolítica desse peptídeo.  
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Figura 12 — Projeção em roda helicoidal do peptídeo G16OCP1. 

 
 

Em síntese, os resultados do presente estudo demonstram que o peptídeo 

G16OCP1 é um bom candidato para o desenvolvimento de novos fármacos com 

aplicação no tratamento de doenças infecciosas causadas por bactérias 

gram-negativas.  

A produção de peptídeos é um processo custoso para a indústria (HANCOCK; 

SAHL, 2006). Portanto, a modificação sistemática da estrutura deste peptídeo 

poderia ainda permitir o melhoramento de sua atividade antimicrobiana, sem 

alteração de seus efeitos sobre as células de mamíferos. No entanto, essas 

hipóteses precisam ser comprovadas a fim de se avançar no conhecimento do 

potencial farmacêutico deste peptídeo. 
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7. CONCLUSÕES 
 

O estudo da secreção cutânea de Leptodactylus labyrinthicus permitiu a 

identificação e purificação do peptídeo inédito G16OCP1. Tal peptídeo mostrou-se 

ser um análogo da ocelatina-P1, previamente isolado das secreções cutâneas dos 

anuros L. pentadactylus e L. labyrinthicus. 

Os resultados demostram que este peptídeo tem função antimicrobiana e que 

aparentemente é mais efetivo contra bactérias Gram-negativas, possuindo atividade 

considerável contra cepas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae; embora 

apresente atividade, porém fraca, contra uma cepa da bactéria Gram-positiva 

Staphylococcus epidermidis.  

Análises estruturais do peptídeo G16OCP1 permitem sugerir que as 

características físico-químicas decorrentes de sua estrutura primária, como a 

presença e disposição de determinados resíduos de aminoácidos e a existência de 

amidação na porção C-terminal favorecem a formação de uma estrutura em α-hélice 

parcialmente anfifílica ao interagir com membranas biológicas.  

Finalmente o peptídeo G16OCP1 demonstrou baixa toxicidade sobre células 

sanguíneas humanas, indicando sua possível aplicação no tratamento de doenças 

infecciosas causadas por bactérias Gram-negativas. 
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