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RESUMO 

Escherichia coli consiste em uma bactéria altamente versátil capaz de adquirir fatores de 

virulência específicos, resultando em patótipos que podem causar uma gama de doenças 

infecciosas, como infecções no trato urinário, gastroenterite, sepse entre outras. 

Consequentemente, há uma necessidade de identificar novos fármacos antimicrobianos 

considerando o desenvolvimento de resistência bacteriana a um amplo espectro de 

antibióticos. Os mastoparanos são em sua maioria peptídeos catiônicos com propriedades 

farmacológicas multifuncionais. Mastoparans-R1 e R4 foram projetados computacionalmente 

com base no mastoparano-L nativo de vespas e têm potencial terapêutico aprimorado para o 

controle de infecções bacterianas. Aqui avaliamos se esses peptídeos mantêm sua atividade 

contra cepas de E. coli em uma faixa de concentração fisiológica de sal. Descobrimos que os 

mastoparanos-R1 e R4 preservaram sua atividade nas condições testadas, incluindo atividades 

antibacterianas em concentrações salinas fisiológicas. A estrutura secundária geral dos 

peptídeos foi investigada usando espectroscopia de dicroísmo circular em uma variedade de 

solventes. Não foram observadas alterações significativas na estrutura secundária (arranjo 

aleatório em soluções aquosas e α-hélice em ambientes hidrofóbicos e aniônicos). As 

estruturas tridimensionais de mastoparano-R1 e R4 foram elucidadas por espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear, revelando segmentos α-helicoidais anfipáticos para Leu3-

Ile13 (mastoparano-R1) e Leu3-Ile14 (mastoparano-R4). Possíveis mecanismos de associação 

de membrana para mastoparano-R1 e R4 foram investigados por ressonância plasmônica de 

superfície e estudos de extravasamento de carboxifluorosceína com bicamadas lipídicas e 

vesículas sintéticas de POPC e POPC/POPG (4:1). Mastoparano-L teve a maior afinidade 

para ambos os sistemas de membrana, enquanto os dois análogos tiveram associação mais 

fraca, porém com maior seletividade em lisar membranas aniônicas. Esses achados também 

corroboram com simulações de dinâmica molecular, onde os peptídeos mastoparano-R1 e R4 

têm maiores interações com membranas miméticas bacterianas em comparação com modelo 

de membranas de mamíferos. Apesar de apresentarem algumas diferenças em seus perfis 

funcional e estrutural, o análogo de mastoparano-R1 se destacou pela sua melhor atividade 

contra o isolado clínico, maior potencial bacteriostático, bactericida (2 - 2 µM), seletividade 

para lise de vesícula aniônica em concentração ~3x menor do que vesícula zwiteriônica. Este 

estudo reforça o potencial do mastoparano-R1 como candidato a fármaco, bem como modelo 

para estudo e desenvolvimento de peptídeos antimicrobianos mais seletivos.  

Palavras-chave: mastoparanos, peptídeo antimicrobiano, biologia estrutural. 
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ABSTRACT 

 

Escherichia coli consists of a highly versatile bacterium capable of acquiring specific 

virulence factors, resulting in pathotypes that can cause a range of infectious diseases, such 

as urinary tract infections, gastroenteritis, and sepsis, among others. Consequently, there is a 

need to identify new antimicrobial drugs considering the development of bacterial resistance 

to a broad antibiotics spectrum. Mastoparans are cationic peptides with multifunctional 

pharmacological properties. Mastoparans-R1 and R4 were computationally designed based 

on native mastoparan-L from wasps and have improved therapeutic potential for bacterial 

infection control. Here we evaluated whether these peptides maintain their activity against 

Escherichia coli strains under a range of salt concentrations. We found that mastoparans-R1 

and R4 preserved their activity under the conditions tested, including having antibacterial 

activities at physiological salt concentrations. The overall peptide structures were 

investigated by using circular dichroism spectroscopy in a range of solvents. Nonsignificant 

modifications in the secondary structure were observed (random coil in aqueous solutions 

and α-helix in hydrophobic and anionic environments). The three-dimensional structures of 

mastoparan-R1 and R4 were elucidated through nuclear magnetic resonance spectroscopy, 

revealing amphipathic α-helical segments for Leu3-Ile13 (mastoparan-R1) and Leu3-Ile14 

(mastoparan-R4). Possible membrane-association mechanisms for mastoparan-R1 and R4 

were investigated through surface plasmon resonance and leakage studies of 

carboxyfluorescein with lipid bilayers and synthetic vesicles of POPC and POPC/POPG 

(4:1). Mastoparan-L had the highest affinity for both membrane systems, whereas the two 

analogs had the weaker association, but improved selectivity for lysing anionic membranes. 

This finding was also supported by molecular dynamics simulations, in which mastoparan-R1 

and R4 were found to have greater interactions with bacteria-like membranes compared to 

model mammalian membranes. Despite having a few differences in their functional and 

structural profiles, the mastoparan-R1 analog stood out for the better activity against the 

clinical isolate, greater bacteriostatic, bactericidal potential (2 - 2 µM), selectivity for 

anionic vesicle lysis at ~3x lower concentration than zwitterionic vesicle. This study 

reinforces the potential of mastoparan-R1 as a drug candidate, as well as a model for the 

study and development of more selective antimicrobial peptides. 

 

Keywords: mastoparan; antimicrobial peptide; structural biology. 



 11 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 Infecções bacterianas multirresistentes  

As infecções bacterianas e persistentes estão entre as maiores ameaças para a saúde 

humana, impactando diretamente para altos níveis de morbidade e mortalidade (Fisher et al., 

2017). Segundo dados da Organização Mundial da Saúde OMS, (WHO, 2001) pacientes com 

infecções causadas por bactérias resistentes possuem um maior risco de desfechos clínicos 

inefetivos e falecimento. Somado a isso, estima-se que 13 milhões de mortes possam ser 

atribuídas a eventos de infecções bacterianas até o ano de 2050 (WHO, 2017). Alguns fatores 

podem ser levados em conta para o favorecimento, surgimento e o ressurgimento de doenças 

infecciosas, como por exemplo, a adaptação e a mudança microbiana, susceptibilidade 

humana à infecção, mudanças nos ecossistemas, desigualdade social, globalização e o uso 

indiscriminado de antibióticos (Morens et al., 2004; Karmali, 2018). Além desses fatores, 

diante da pandemia causada pela COVID-19, foi registrado um aumento de relatos de 

bactérias patogênicas relacionadas ao uso excessivo de antibióticos, enfatizando a necessidade 

de pesquisas nessa área (Akram et al., 2023). 

O uso indiscriminado de antibióticos pode causar impacto na pressão seletiva de 

cepas bacterianas patogênicas. Dentro deste contexto, a OMS descreveu uma lista prioritária 

de bactérias resistentes a antibióticos afim de se priorizar o desenvolvimento de novos e 

eficazes tratamentos (WHO, 2017). O grupo ESKAPE de bactérias patogênicas, que inclui 

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp., são conhecidos por sua capacidade 

de serem resistentes a tratamentos com antibióticos e estão associados a incidência de 

infecções multirresistentes em ambientes hospitalares (Oliveira et al., 2020). Além disso, 

patógenos do grupo ESKAPE tendem a ser associados ao maior risco de mortalidade, 

resultando em aumento dos custos de saúde (Founou et al., 2017). 

Nesta lista, organismos pertencentes a família das Enterobacteriaceaes foram 

considerados patógenos de nível crítico, pois possuem um alto nível de morbidade e 

mortalidade (WHO, 2017). A família das Enterobacteriaceaes constitui uma das mais 

abundantes, incluindo uma ampla variedade de bactérias Gram-negativas, as quais fazem 

parte da microbiota nativa dos seres humanos e animais. Entretanto, esta família também 

apresenta uma gama de bactérias patogênicas, incluindo espécies dos gêneros Salmonella, 

Proteus, Shigella e Escherichia (Huang et al., 2006). Dentre estas, Escherichia coli 

caracteriza-se por um bacilo Gram-negativo, anaeróbio facultativo que pode ser imóvel ou 
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móvel, com flagelos peritríquios, podendo colonizar o intestino de vertebrados e 

invertebrados e faz parte da microbiota normal de humanos desde as primeiras horas de 

nascimento (Kaper et al., 2004). Além disso, considera-se E. coli uma bactéria altamente 

versátil e, evolutivamente, várias estirpes adquiriram fatores de virulência específicos, 

gerando patotipos capazes de se adaptar a novos nichos e de causar um amplo espectro de 

doenças (Kaper et al., 2004). Estes patotipos podem causar desde infecções extra intestinais, 

no trato urinário, meningite e sepse (Nataro and Kaper, 1998; Okeke and Nataro, 2001; 

Huang et al., 2006). Embora não esteja diretamente reconhecida dentro do grupo ESKAPE, 

patotipos de E. coli multirresistentes costumam ser identificadas como uma das principais 

causas de infecções agravantes, tanto na comunidade quanto nos serviços de saúde, 

considerando assim, esse patógeno como uma preocupação crítica de saúde pública (Oliveira 

et al., 2020). 

Bactérias podem ser altamente eficientes na síntese e compartilhamento de genes 

levando ao desenvolvimento e propagação de mecanismos de resistência aos antibióticos 

(Peleg and Hooper, 2010). Dessa forma, a resistência bacteriana pode ocorrer naturalmente, 

mas também pode ser adquirida através da transferência de genes de resistência entre as 

próprias bactérias ou de outras fontes (Oliveira et al., 2020). Mecanismos de resistência 

resultaram no desenvolvimento simultâneo de bactérias resistentes a várias classes de 

antibióticos, sendo assim, essas cepas ficaram conhecidas também como “superbactérias” 

(Alanis, 2005). Estes microrganismos podem ser intrinsecamente resistentes a determinados 

antibióticos, podendo também adquirir resistência através de mutações em seus genes 

cromossômicos e por transferência horizontal de genes (Blair et al., 2015).  

A resistência intrínseca de uma bactéria a um antibiótico específico pode ser 

explicada pela sua capacidade de resistir à ação deste fármaco como resultado de 

características estruturais ou funcionais inerentes, como por exemplo, a ausência de um alvo 

susceptível de um antibiótico específico (Blair et al., 2015). Estudos levaram à identificação 

de diversos genes responsáveis pela resistência intrínseca a diferentes classes de antibióticos, 

incluindo β-lactâmicos, fluoroquinolonas (FQ) e aminoglicosídeos (Nikaido, 2009; Blair et 

al., 2015). Estudos com bactérias Gram-negativas têm mostrado mecanismos que visam a 

forma como os medicamentos são transportados, incluindo a atividade seletiva de porinas, 

bloqueio de penetração de drogas e bombas de efluxo (Nikaido, 2009; Llarrull et al., 2010).  

Mecanismos como o de permeabilização de membrana acontecem onde possa haver 

a redução da permeabilidade da membrana externa e limitar a entrada de antibiótico na célula 
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bacteriana (Figura 1). Isto pode ser possível pela regulação negativa da porinas ou pela 

substituição de porinas por canais mais seletivos (Fernández and Hancock, 2012). A 

regulação de efluxo acontece onde as bombas de efluxo bacterianas transportam ativamente 

diversos antibióticos para fora da célula e podem ser os principais contribuintes para a 

resistência intrínseca de bactérias (Fernández and Hancock, 2012). Podemos citar também as 

alterações em alvos dos antibióticos por mutação, onde as alterações na estrutura alvo 

impedem a ligação eficiente do antibiótico (Figura 1), porém ainda permitindo o alvo de 

realizar a sua função (Wright, 2011). 

A resistência adquirida pode ocorrer por meio de mutações pontuais ou através da 

aquisição de outro material genético (Hollenbeck and Rice, 2012). O tipo mais frequente de 

resistência adquirida pode ser transmitido horizontalmente através da conjugação de 

plasmídeos (Figura 1) (Alanis, 2005) ou através do movimento de transposons (Hollenbeck 

and Rice, 2012). Um exemplo de resistência mutacional consiste no desenvolvimento de 

resistência a rifamicina (RIF). A RIF bloqueia a transcrição bacteriana por inibição da 

polimerase de ácido ribonucleico (RNA) dependente do ácido desoxirribonucleico (DNA) 

(Munita and Arias, 2016). Essas mutações resultam na diminuição da afinidade do fármaco 

por seu alvo, o qual geralmente poupa a atividade catalítica da polimerase, permitindo a 

transcrição (Floss and Yu, 2005). Hooper e colaboradores (2002) mostraram outro exemplo 

bem caracterizado de resistência mutacional envolvendo fluoroquinolonas. O mecanismo de 

resistência FQ ocorre através do desenvolvimento de mutações cromossômicas nos genes que 

codificam as subunidades de enzimas ligadas ao DNA, as quais alteram a replicação do DNA 

(DNA-girase e topoisomerase). O nível de resistência adquirido por alterações em 

desenvolvimento em uma das enzimas dependerá da potência com a qual o agente 

antimicrobiano inibe ou inativa o alvo (Hooper, 2002). Além disso, foi relatada a existência 

de regiões multirresistentes compostas por elementos móveis, como integrons e transposons, 

os quais uma vez combinados, podem contribuir ativamente para a resistência bacteriana 

(Osborn and Böltner, 2002; Wellington et al., 2013).  
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Figura 1. Mecanismos de ação antimicrobiana associados ao desenvolvimento de resistência 

em bactérias. Dentre os diversos mecanismos pelos quais as bactérias podem se tornar 

resistentes aos antibióticos ilustramos a produção de enzimas alternativas ou inativação 

anzimática (ex: β-lactamases, aminoglicosídeo fosfotransferase ou modificases), bombas de 

efluxo que podem causar a expulsão de antibióticos, modificação da permeabilidade da 

membrana celular, alteração da via metabólica e a alteração do alvo, bem como a 

transferência horizontal de genes com o compartilhamento de plasmídeos. Figura criada com 

o auxílio da ferramenta BioRender. 

 

Além destes mecanismos citados, uma das formas das bactérias tornarem-se 

resistentes tanto física quanto quimicamente pode ser através da formação de biofilmes 

(O'Toole et al., 2000). A susceptibilidade a antibióticos pode ser apresentada por células 

imersas em biofilme podendo ser considerada multifatorial e pode variar dependendo da 

espécie e composição genética do(s) organismo(s), do tipo de agente antimicrobiano, do 

estágio de desenvolvimento do biofilme além das condições ambientais (Hall and Mah, 2017). 

Estudos indicam que os mecanismos de resistência podem estar ligados à virulência das cepas 

e mecanismos de adaptação para sobreviver sob condições de estresse (Martínez and Baquero, 

2002). Em casos de exposição constante, por exemplo, a agentes antimicrobianos, limitação 

de nutrientes e alteração de temperatura, cepas bacterianas podem vir a se desenvolver e 

formar comunidades multicelulares aderentes a superfícies bióticas e/ou abióticas, 

denominadas biofilmes (Costerton et al., 1999; de la Fuente-Núñez et al., 2013).  
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Biofilmes podem ser definidos como um consórcio estruturado uni ou 

polimicrobiano, possuindo uma matriz extracelular de polissacarídeo(s), proteínas e DNA (de 

la Fuente-Núñez et al., 2013). O desenvolvimento de biofilmes inicia-se a partir de células 

bacterianas planctônicas (livre-nadantes) que se aderem às superfícies formando colônias que, 

com o tempo, passam a secretar uma matriz extracelular e, assim, criam uma barreira física 

(Kostakioti et al., 2013) (Figura 2). Outro mecanismo utilizado pelas bactérias para 

desencadear a formação de biofilmes, bem como mediar sua maturação, denomina-se quorum 

sensing, sendo este definido como a regulação da expressão gênica em resposta às flutuações 

da densidade populacional celular (Miller and Bassler, 2001). Uma vez desenvolvido o 

biofilme, células maduras dentro dessa população podem se dispersar, sendo uma fase 

essencial para o fechamento do ciclo dos biofilmes, permitindo que as células se espalhem e 

colonizem novas superfícies (Figura 2) (O'Toole et al., 2000; Miller and Bassler, 2001; de la 

Fuente-Núñez et al., 2013).  

 

 

Figura 2. Representação esquemática do desenvolvimento de biofilmes bacterianos 

destacando os estágios de adesão, crescimento séssil, maturação e dispersão. Figura criada 

com o auxílio da ferramenta BioRender.  

 

Alguns autores afirmam que as infecções hospitalares podem ser, em sua maioria, 

causadas por biofilmes bacterianos (Costerton et al., 1999; Weiss and McMichael, 2004; 
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Römling and Balsalobre, 2012), representando 65 % a 80 % das infecções bacterianas em 

humanos (de la Fuente-Núñez et al., 2013). A formação de biofilmes caracteriza-se, portanto, 

como um processo de desenvolvimento orientado ambientalmente que aumenta a resistência 

ao estresse exógeno, permitindo a sobrevivência de microrganismos em condições 

desfavoráveis (de la Fuente-Núñez et al., 2013). Devido à seleção de microrganismos 

resistentes a antibióticos, aliado a decrescente taxa de descoberta/desenvolvimento destes, 

pesquisadores vem buscando o desenvolvimento de novos compostos bioativos eficazes no 

combate a estes microrganismos (Gallo et al., 2002; de la Fuente-Núñez et al., 2013; Cardoso 

et al., 2016). Dentro deste cenário, peptídeos antimicrobianos (PAMs) têm sido considerados 

como uma alternativa aos tratamentos antibacterianos convencionais (Marr et al., 2006; Lai 

and Gallo, 2009; Kumar et al., 2018). 

 

1.3 Peptídeos de Defesa do Hospedeiro (PDH) 

 Peptídeos de defesa do hospedeiro (PDH), constituem um grupo diversificado de 

moléculas que podem ser produzidos como parte do sistema de defesa (sistema imune inato) 

do hospedeiro e desempenham um papel importante durante um processo de infecção (Zasloff 

et al., 1988; Hancock and Diamond, 2000). Os PDH podem ser produzidos por uma variedade 

de células do corpo, incluindo células epiteliais, neutrófilos e macrófagos, e são encontradas 

em uma variedade de tecidos, incluindo pele, membranas mucosas e trato gastrointestinal, 

dessa forma, agem como uma primeira linha de defesa contra patógenos invasores, 

interrompendo a integridade de suas membranas celulares (Hancock and Diamond, 2000; 

Yeung et al., 2011)   

Além de suas propriedades antimicrobianas, também podem desempenhar várias 

outras funções no corpo. Eles podem modular a resposta imune recrutando e ativando células 

imunes, e demonstraram ter propriedades anti-inflamatórias e cicatrizantes (Hancock and 

Sahl, 2006). Os PDH podem estar associados no papel na regulação da microbiota, a 

comunidade de microrganismos que vivem no corpo, matando ou inibindo seletivamente o 

crescimento de bactérias nocivas enquanto promovem o crescimento de bactérias benéficas 

(Teng et al., 2023). Essas moléculas receberam atenção nos últimos anos devido ao seu 

potencial como uma nova classe de antibióticos. Com o surgimento de bactérias resistentes a 

antibióticos, há uma necessidade urgente de novos agentes antimicrobianos, e os PDH 

oferecem um caminho promissor para o desenvolvimento de medicamentos. No entanto, 

também existem desafios no uso de PDH como fármacos, incluindo sua suscetibilidade à 
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degradação por proteases e seu potencial toxicidade em altas concentrações (Yeung et al., 

2011; Haney et al., 2019).  

De forma geral, essas moléculas podem ser um componente importante do sistema 

imunológico inato e desempenham um papel vital na defesa do hospedeiro contra patógenos. 

Mais pesquisas sobre a estrutura e função dos PDH podem levar ao desenvolvimento de novas 

terapias para uma variedade de doenças infecciosas, dessa forma, dentro do grupo dos PDH 

surge como alternativa a classe dos peptídeos antimicrobianos (PAMs) (Teng et al., 2023). 

Esta classe de moléculas bioativas pode ser produzida por diversos tecidos e tipos celulares 

em uma variedade de espécies, incluindo plantas, animais invertebrados, vertebrados, fungos 

e bactérias (Brogden, 2005). Essas moléculas são responsáveis por possuir reconhecimento 

molecular, assim como por diversas atividades biológicas, incluindo sua atuação como 

neurotransmissores, hormônios, toxinas e antibióticos (Izadpanah and Gallo, 2005; Magana et 

al., 2020).  

 

1.2 Peptídeos antimicrobianos (PAMs) 

PAMs consistem em moléculas relativamente pequenas (<10 kDa), catiônicas e 

anfipáticas (organização de uma face hidrofóbica e outra hidrofílica) (Brogden, 2005), sendo 

em sua maioria constituídas de 6 a 50 resíduos de aminoácidos e possuindo carga líquida 

positiva (Scott et al., 1999; Hancock and Patrzykat, 2002; Bradshaw, 2003). A presença de 

resíduos como arginina, lisina e histidina influenciam diretamente no caráter catiônico dos 

PAMs (Hancock and Scott, 2000). Alguns estudos mostram que a carga líquida destes 

peptídeos está relacionada às suas atividades antimicrobiana, hemolítica e citotóxica (Lorin et 

al., 2005). Além disso, os perfis estruturais e propriedades físico-químicas desempenham 

papéis importantes na determinação da atividade antibacteriana, toxicidade e 

biodisponibilidade (Magana et al., 2020). 

Baseados em suas características físico-químicas, peptídeos catiônicos podem 

possuir diversas conformações estruturais (Dennison et al., 2005). Pesquisadores vêm 

relatando que os PAMs podem ser agrupados com base em quatro classes principais: α-hélice 

(Figura 3a), folha-β (Figura 3b), peptídeos lineares ou em coil (Figura 3c), incluindo a mistura 

de α-hélice e folha-β (Figura 3d) (Giuliani et al., 2007). Entretanto, existe uma gama de 

estruturas que estes peptídeos podem adotar, como por exemplo, estruturas em loop e 

peptídeos estendidos, estruturas em grampos (β-hairpin) (Blanco et al., 1994; Hancock and 

Lehrer, 1998), peptídeos cíclicos (Joo, 2012), além de peptídeos com composições de 
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aminoácidos únicos (Epand and Vogel, 1999), bem como peptídeos L- e D-enantiômeros, 

diasteroisomeros e retro-inversos (Petsko, 1992; Cardoso et al., 2018). Estruturas helicoidais 

dependem de fatores como a disposição dos resíduos de aminoácidos ao longo da sequência, a 

cadeia lateral destes resíduos, sua carga (positiva ou negativa), isomeria dos resíduos (L- ou 

D-aminoácidos) e o ambiente em que estão inseridos (Papo and Shai, 2003). Já as estruturas 

em folha-β podem se organizar nos sentidos paralelo e antiparalelo. Para isto geralmente os 

peptídeos se formam a partir de cadeias polipeptídicas determinadas, geralmente, pela 

presença de resíduos de cisteína responsáveis pela formação de ligações dissulfeto, conferindo 

maior estabilidade estrutural ao peptídeo (Broekaert et al., 1997; Braff and Gallo, 2006).  

 

 

Figura 3. Estruturas tridimensionais de peptídeos antimicrobianos. Em (a) conformação de α-

hélice, magainina-2 (PDB 2MAG); (b) conformação em folha-β, tachyplesina-I (PDB 

1WO1); (c) estrutura estendida ou coil, indolicidina (PDB 1G89); (d) mistura de α-hélice e 

folha-β, defensina-A de inseto (PDB 1ICA). Ligações dissulfeto destacadas em sticks 

amarelo, átomos de nitrogênio em azul e átomos de oxigênio em vermelho.   
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As propriedades físico-químicas dos peptídeos antimicrobianos estão relacionadas 

com seus efeitos antibacterianos, tais como constituintes de aminoácidos, comprimento dos 

peptídeos, presença de resíduos com carga positiva, composição lipídica, característica de 

hidrofobicidade, carga líquida da molécula e a helicidade da estrutura espacial estrutura 

(Carratalá et al., 2020; Koehbach & Craik, 2019). Os constituintes ou o arranjo da cadeia 

lateral afetaram fortemente a potente atividade antimicrobiana e a especificidade para o alvo 

microbiano de PAMs (Li et al., 2014). Com base em seu conteúdo e proporção de 

aminoácidos, essas moléculas podem ser ainda categorizadas como peptídeos ricos em 

determinados resíduos de aminoácidos, como por exemplo, alanina (Cardoso et al., 2016), 

prolina (Otvos, 2002), e arginina (Chan, 2006). Estudos também revelam que alterações nas 

porções N- e C-terminais também podem conferir maiores estabilidades estruturais para esses 

peptídeos (Alvares et al., 2018; Zhu et al., 2021). 

PAMs adotam diferentes conformações, tornando-os atraentes como moléculas 

multifuncionais que interagem com diferentes partes do microrganismo alvo. Essa capacidade 

de adaptação a diferentes ambientes (flexibilidade estrutural) pode ajudar os PAMs a superar 

os diversos mecanismos de defesa que os microrganismos utilizam para evadir os agentes 

antimicrobianos (Koehbach and Craik, 2019; Park et al., 2022). A flexibilidade dessas 

moléculas pode ser considerada um fator importante para sua atividade antimicrobiana e pode 

ajudar a explicar seu amplo espectro de ação e capacidade de superar os mecanismos de 

defesa dos microrganismos (Benfield and Henriques, 2020). No entanto, vale ressaltar que 

essa característica também pode desencadear efeitos indesejados, incluindo altas taxas de 

citotoxicidade, hemólise, baixa biodisponibilidade, degradação proteolítica, instabilidade 

plasmática, bem como sensibilidade ao sal, uma vez que interagem eletrostaticamente com as 

membranas microbianas (Gan et al., 2021). Portanto, o desenho de PAMs precisa considerar 

outros parâmetros além da flexibilidade, incluindo distribuição de carga, momento 

hidrofóbico e hidrofobicidade (Cardoso et al., 2020). 

As propriedades biofísicas dos peptídeos também podem estar intimamente 

relacionadas com sua atividade antimicrobiana. Com alvo de paredes celulares bacterianas 

carregadas negativamente, a alta carga líquida positiva e a anfipaticidade podem explicar a 

alta afinidade por membranas (Gan et al., 2021). Para a maioria dos PAMs, a alta afinidade 

por membranas microbianas contribui para a natureza anfipática geral, o que demonstrou que 

a interação da membrana não era exclusiva dos peptídeos α-helicoidais (Y.-H. Huang et al., 

2009; jarva, 2018). Outros fatores como o pH, temperatura e a concentração de sal também 
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afetam fortemente a eficácia dos PAMs em erradicar bactérias (Hale and Hancock, 2007; 

Benfield and Henriques, 2020). Em ambiente de pH ligeiramente ácido, a atividade 

antimicrobiana pode promover a protonação de certos aminoácidos é promovido, como 

histidina, ácido aspártico ou ácido glutâmico (Salas-Ambrosio, 2020). A carga líquida de 

PAMs catiônicos pode favorecer sua ligação com superfícies bacterianas carregadas 

negativamente, entretanto, em ambiente com maiores concentrações de sal podem interferir 

no equilíbrio dos gradientes iônicos e dificultando o vazamento do conteúdo celular 

(Mohanram and Bhattacharjya, 2016; Park et al., 2022). De forma geral, além das 

características físico-químicas, o ambiente em que estão inseridos podem alterar os diversos 

mecanismos de ação associados.  

 

1.3 Mecanismos de ação 

O equilíbrio anfifílico mostra-se importante para os PAMs, influenciando tanto a 

atividade antibacteriana quanto sua seletividade. A conformação anfifílica pode ser benéfica 

para a segregação da cadeia lateral catiônica hidrofílica e hidrofóbica (Chen et al., 2007). 

Estudos indicam que a interação de PAMs com membranas tende a se dividir em duas classes 

de mecanismos: (i) disrupção de membranas e (ii) alvos intracelulares (Powers and Hancock, 

2003; Lee and Lee, 2015). Ainda que não exista um consenso universal relacionado aos 

mecanismos de ação dessas moléculas, os modelos de permeabilização de membrana têm sido 

propostos no meio acadêmico e aceitos com base em diversas investigações (Nguyen et al., 

2011). Interações peptídeo-membrana tornam-se de fundamental importância na compreensão 

dos mecanismos de ação destas moléculas, uma vez que os PAMs possuem como 

característica sua capacidade de interagir com membranas bacterianas (Hancock and Rozek, 

2002). Este mecanismo molecular e a via de permeabilização de membranas podem variar de 

acordo com o peptídeo. Além disso, alterações na sequência de aminoácidos, composição 

lipídica da membrana e concentração de peptídeo também podem interferir no mecanismo de 

ação (Shai, 2002).  

Durante a permeabilização de membranas pode-se observar a liberação de íons e 

metabólitos intracelulares, interrupção de processos respiratórios, despolarização da 

membrana e, por fim, a morte celular (Pelegrini et al., 2011). Estas interações podem ser 

realizadas de diversas formas, onde na maioria das vezes apresentam-se descritas como 

formação de poros, sendo divididos em poro toroidal, modelo barril e modelo carpete (ou 

tapete) e modelo detergente (Figura 3a) (Nguyen et al., 2011). A formação de poros 
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geralmente pode ser coordenada pelos grupos lipídicos com a parte polar e os feixes da hélice 

que se orientam de forma vertical no interior da membrana. O modelo toroidal, por exemplo, 

constitui poros toroidais nas bicamadas lipídicas, agregando-se às camadas de forma 

intercalada. Já no modelo barril as hélices peptídicas formam um feixe na membrana com um 

lúmen central, muito semelhante a um barril composto de peptídeos helicoidais. O mecanismo 

de formação em carpete refere-se à desorganização da membrana por ação colaborativa dos 

peptídeos, onde os PAMs se ligam a superfície de forma paralela ao grupamento fosfato, 

causando uma disrupção mais severa da bicamada lipídica. Semelhante a este modelo, o 

modelo detergente pode acarretar interações desfavoráveis à superfície da membrana, 

produzindo um efeito que eventualmente desintegra a membrana, formando micelas e 

colapsando a bicamada (Yang et al., 2001; Reddy et al., 2004; Brogden, 2005). 

Sabe-se que regiões hidrofílicas (podendo ser carregadas positivamente) facilitam a 

interação dos peptídeos com as superfícies microbianas carregadas negativamente e grupos da 

bicamada de fosfolipídios que levam a penetração da membrana celular (Shai, 2002). Sendo 

assim podemos mencionar ainda que, além dos mecanismos de ação envolvendo membranas 

celulares, PAMs podem exibir ação intracelular (Figura 2b) (Cardoso et al., 2019), incluindo a 

inibição da replicação e transcrição de DNA (Figura 2c), inibição de síntese de RNA (Figura 

2d) e inibição da função ribossomal da síntese de proteínas (Figura 2e) (Mayor and Pagano, 

2007). Os PAMs podem ainda inativar proteínas chaperonas, necessárias para o dobramento 

adequado de proteínas essenciais para o microrganismo alvo (Figura 2f) (Hale and Hancock, 

2007). Além disso, peptídeos também podem causar a inibição da respiração celular e indução 

da formação de espécies de oxigênio reativas (ROS) (Figura 2g), podendo causar dano à 

integridade da membrana da célula mitocondrial, causando efluxo de ATP e NADH (Figura 

2g) (Hale and Hancock, 2007; Lee and Lee, 2015).  

PAMs também podem causar modificações no sítio de enzimas, como por exemplo, 

enzimas de inativação de aminoglicosídeos, impedindo a ação enzimática e ocasionando a 

perturbação de alvos intracelulares (Kumar et al., 2018), bem como podendo modular 

diferentes cascatas do sistema imunológico (imunomoduladores) (Brogden, 2005; Jenssen et 

al., 2006). Diante desta promiscuidade funcional e diversidade estrutural (Franco, 2011), 

podemos observar a razão pela qual PAMs têm se tornado tão atraentes como futuras 

moléculas terapêuticas. 
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Figura 2. Mecanismos de ação de PAMs. (a) Mecanismos de ação em membranas, 

destacando a formação de poro toroidal, modelo carpete, modelo detergente e modelo barril. 

(b)  Mecanismos de ação intracelular propostos para os PAMs em células bacterianas, 

podendo atuar: (c) na inibição da transcrição e replicação do DNA, (d) no bloqueio da síntese 

de RNA, (e) na inibição das funções ribossomais e síntese proteica, (f) no bloqueio de 

proteínas chaperonas necessárias para dobramento adequado de proteínas e (g) inibição da 

respiração celular e indução da formação de ROS e dano à integridade da membrana da célula 

mitocondrial e efluxo de ATP e NADH e (h) na modificação do sítio de enzimas. Figura 

criada com o auxílio da ferramenta BioRender. 
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1.4 Seleção e optimização de PAMs 

Diversas estratégias de desenho para desenvolver PAMs podem ser empregadas 

visando a optimização, seletividade e mecanismo de ação. A otimização de PAMs pode ser 

uma etapa crítica em seu desenho (Blondelle and Lohner, 2010). Isso envolve modificar a 

sequência e, consequentemente, estrutura do peptídeo para aumentar sua atividade 

antimicrobiana, minimizando sua toxicidade frente as células hospedeiras (Porto et al., 

2018b). Diferentes técnicas de otimização, como substituições de aminoácidos, podem ser 

usadas para aumentar a atividade de peptídeos que demonstram algum tipo de bioatividade já 

relatada (Souza et al., 2015). Projetar peptídeos com especificidade para patógenos-alvo 

também podem ser alcançados por meio do uso de diferentes estratégias, como a seleção de 

peptídeos com base em sua atividade contra cepas bacterianas específicas ou o uso de 

métodos combinatórios para criar bibliotecas de peptídeos com diversas sequências (Holland 

and Goldberg, 1989; Blondelle and Lohner, 2010; Dong et al., 2014). 

Diversos algoritmos vêm sendo utilizados para predizer a estrutura e função de 

peptídeos (Morgenstern et al., 2006). Para isso, ferramentas computacionais vêm sendo 

desenvolvidas seguindo duas principais estratégias, a de métodos empíricos e a de 

aprendizado de máquina (machine learning) (Porto et al., 2012). Algoritmos baseados em 

métodos empíricos podem ser qualitativos, e funcionam baseados na probabilidade de uma 

sequência de entrada (input) comparada com sequências de PAMs conhecidos em bases de 

dados para prever uma possível função (Wang et al., 2008). Os algoritmos de aprendizado de 

máquina podem ser baseados em inteligência artificial, buscando reconhecimento de padrões 

(Kotsiantis et al., 2007). Outro foco em especial tem sido dado ao modelo quantitativo de 

relação estrutura-ativa (QSAR) que utiliza descritores físico-químicos para prever a atividade 

biológica de peptídeos a partir da sequência primária de aminoácidos (Mitchell, 2014; Neves 

et al., 2018). De forma geral, estes algoritmos são fundamentados em um conjunto de 

informações conhecidas que podem prever a informação de saída com base na informação de 

entrada (Davies and Shamu, 2014). Dentre as diversas estratégias que podem ser aplicadas 

diversas técnicas ou abordagens computacionais. 

Uma das técnicas computacionais que pode ser aplicada consiste em abordagens 

estocásticas, as quais visam a otimização de peptídeos através de processos aleatórios para 

realizar alterações. Outra abordagem se dá através de algoritmos evolutivos que geram 

sucessivas gerações de mutações e deleções na sequência buscando aprimorar as 

características que lhe conferem a atividade (Hiss et al., 2010; Kliger, 2010). Os algoritmos 
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evolutivos são chamados assim, pois sua otimização geralmente tende a ser inspirada na 

natureza, como uma estratégia de evolução propriamente dita (Holland and Goldberg, 1989). 

Geralmente, estes métodos compartilham o conceito de variação e seleção in silico, onde, de 

forma geral, através de um conjunto de informações (genes ou sequências, por exemplo), 

busca pontualmente por um “indivíduo” mais apto. Dessa forma, através da variação podem 

produzir descendentes (homólogos) com caráteres melhorados ou que favoreçam uma ação 

específica (Hiss et al., 2010).  

PAMs podem ser considerados moléculas promissoras para aplicações de cunho 

terapêutico, visto que possuem especificidade, atividade biológica e toxicidade. Contudo, na 

maioria dos casos, diversos parâmetros devem ser levados em consideração para sua 

otimização e, embora não seja abrangente, uma variedade de métodos para a geração de novos 

candidatos a PAMs podem ser descritas, com ênfase em tecnologias computacionais 

(Blondelle and Lohner, 2010; Monte et al., 2012). Bibliotecas peptídicas possuem uma alta 

diversidade e tornaram-se instrumentos para a investigação e compreensão de sistemas 

biológicos em nível proteico. Estratégias de transcriptômica e proteômica, por exemplo, 

permitem que cada vez mais bancos de dados sejam preenchidos com diversas moléculas de 

potencial biológico (Monte et al., 2012). Neste contexto, algoritmos podem ser utilizados em 

bancos de dados visando à busca de novas moléculas bioativas (Holland and Goldberg, 1989; 

Porto et al., 2018a).  

O desenvolvimento de PAMs como substâncias terapêuticas requer o cumprimento de 

certas características (Fjell et al., 2012). Em suma, os métodos de redesenho têm sido 

utilizados para melhor compreensão estrutural e funcional de sequências através das 

propriedades físico-químicas envolvidas nestes processos de otimização. Associados aos 

métodos citados acima outras metodologias têm sido aplicadas como ferramentas de predição 

da atividade antimicrobiana a partir das sequências dos peptídeos gerados, como por exemplo, 

o Collection of Antimicrobial Peptides (CAMPR3) (Waghu et al., 2015). Este banco de dados 

permite que seus usuários prevejam o potencial que uma sequência possui para ser um PAM, 

através de quatro algoritmos, sendo eles máquina de vetores de suporte (SVM), conhecida 

como um robusto algoritmo utilizado como ferramenta de inteligência artificial (Schneider 

and Wrede, 1998); random forest (RF) composto por um grupo gerado aleatoriamente de 

árvores (Scornet et al., 2015); análise discriminante (AD) que descreve uma distribuição de 

probabilidade ao longo de um número potencialmente infinito de sequências (Eddy, 1998; 
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Chiang et al., 2004); e rede neural artificial (ANN) que pode emular a aprendizagem humana, 

raciocínio e tomada de decisão (Davies and Shamu, 2014).  

Embora a capacidade antimicrobiana seja uma característica importante no 

desenvolvimento de terapêuticas baseadas em peptídeos, a ausência de toxicidade 

significativa é uma característica tão importante quanto uma boa atividade antimicrobiana 

(Irazazabal et al., 2016; dos Santos Cabrera et al., 2019). Nesse sentido, a identificação das 

propriedades físico-químicas que impulsionam as atividades biológicas dos PAMs é uma 

ferramenta importante no planejamento racional para a otimização desses peptídeos (Torres et 

al., 2019). Assim, a modulação de parâmetros físico-químicos, como carga, anfipaticidade, 

hidrofobicidade, momento hidrofóbico e propensão helicoidal, que em uma correlação 

complexa influenciam os processos que direcionam a interação peptídeo-membrana, tem 

permitido, em alguns casos, a melhoria de peptídeos mais seletivos (Dong et al., 2014; Porto 

et al., 2018b; Park et al., 2022). 

 

1.5 Mastoparanos 

Diante da diversidade de PAMs considerados uma alternativa aos tratamentos 

antibacterianos convencionais os venenos de artrópodes representam uma fonte em potencial 

para a prospecção de moléculas biologicamente ativas (Marr et al., 2006; Lai and Gallo, 

2009). O veneno de vespas contém inúmeras substâncias bioativas com potenciais aplicações 

fisiológicas, farmacológicas e terapêuticas (Monteiro et al., 2009). O veneno das vespas pode 

variar em sua composição entre espécies, sendo que a maioria dos componentes do veneno da 

vespa são geralmente categorizados como proteínas de alto peso molecular, moléculas 

bioativas e peptídeos de baixo peso molecular (Monteiro et al., 2009; Dongol et al., 2014; dos 

Santos Cabrera et al., 2019). Esses peptídeos incluem mastoparanos, que podem ser 

diferenciados, de acordo com suas subfamílias, Vespinae e Polistinae (Dongol et al., 2014). 

Entre os peptídeos curtos derivados de veneno descritos até o momento, mastoparanos 

encontram-se bem caracterizados (Hirai et al., 1979; Moreno and Giralt, 2015). 

Podemos citar os mastoparanos como exemplo de peptídeos multifuncionais. Em sua 

maioria, os mastoparanos caracterizam-se como peptídeos catiônicos, anfipáticos, geralmente 

organizados em α-hélice (ambiente dependente), sendo constituídos de 10 a 14 resíduos de 

aminoácidos (Nakajima et al., 1986; de Santana et al., 2022). Os mastoparanos possuem 

diversos mecanismos de ação, os quais podem estar diretamente relacionados ao tipo celular 

com o qual interagem. Quando ligados a mastócitos, estes peptídeos causam degranulação, 
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secreção de histamina e, consequentemente, vasodilatação (Konno et al., 2000; Ho et al., 

2001). Em células do sistema imunológico colaboram na cascata de sinais, recrutando mais 

células para o local de inflamação, como por exemplo, indução do processo de quimiotaxia de 

neutrófilos e células T auxiliares (Argiolas and Pisano, 1984; Hancock and Diamond, 2000). 

Os mastoparanos podem ainda causar a ativação de fosfolipases A2, as quais aumentam 

lesões teciduais e edemas (Argiolas and Pisano, 1984). Em células sanguíneas há relatos de 

que mastoparanos possuem atividade hemolítica e citotóxica (Hirai et al., 1979; Tosteson et 

al., 1985; Higashijima et al., 1988; Konno et al., 2001). Outra atividade importante dessa 

classe de PAMs parece estar ligada a transdução de sinal via proteína G (Higashijima et al., 

1988; Jones and Howl, 2006).  

Ademais, membros dessa classe de peptídeos podem ser eficazes no combate a 

fungos, cepas bacterianas, incluindo atividades bacteriostáticas e bactericidas e ação 

antibiofilme (Konno et al., 2006; de Souza et al., 2011; Lin et al., 2011; Vila-Farres et al., 

2012; de Azevedo et al., 2015; das Neves et al., 2019). Ainda que exista uma variedade de 

mastoparanos isolados de diversas espécies de vespas, podemos contar também com os 

mastoparanos modificados, tornando esta família de peptídeos atrativos para buscas de novas 

funções. Com base nisso, um número crescente de investigações tem se dedicado a melhorar 

não só a seletividade celular de mastoparanos como também suas atividades biológicas (Silva 

et al., 2017; Alvares et al., 2018). Além disso, ao otimizar o potencial antimicrobiano e 

imunomodulador de peptídeos semelhantes ao mastoparano, efeitos hemolíticos e citotóxicos 

podem ser reduzidos em células de mamíferos, tornando esses peptídeos atraentes para fins 

clínicos (de Lacorte Singulani et al., 2019; Oshiro et al., 2019). 

Um modelo linguístico foi usado como base para o desenvolvimento de uma nova 

ferramenta de bioinformática, denominada algoritmo Joker, que executa a inserção de padrões 

na sequência modelo para gerar PAMs otimizados (Porto et al., 2018a). Dessa forma, Oshiro e 

colaboradores. (2019) utilizaram dois peptídeos bioinspirados em mastoparano-L (Hirai et al., 

1979), denominados mastoparano-R1 e mastoparano-R4, obtidos através do algoritmo Joker 

(Figura 5), com o objetivo de potencializar e estender suas atividades antimicrobianas, bem 

como reduzir seus efeitos tóxicos para as células de mamíferos quando comparados ao 

peptídeo progenitor. Anteriormente, os peptídeos R1 e R4 foram capazes de inibir as cepas de 

E. coli (ATCC 25922, BL21, KPC+), cepas de Staphylococcus aureus (ATCC12600, MRSA) 

e Pseudomonas aeruginosa (PAO1 e PA14). Além disso, estes peptídeos foram capazes de 

erradicar os biofilmes pré-formados de P. aeruginosa (PAO1). Em adição, os peptídeos de 
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estudo foram ainda avaliados em relação a seu potencial hemolítico perante eritrócitos 

humanos, onde foi observado que, a 100 μM, mastoparano-L induziu mais de 45% de 

hemólise, enquanto R1 e R4 causaram menos de 10% (Oshiro et al., 2019). Com esses 

resultados em mente, no presente estudo, mastoparano-R1 e R4 foram avaliados em 

concentrações salinas fisiológicas, buscando entender como propriedades físico-químicas e 

estruturas poderiam afetar sua afinidade por membranas bacterianas e atividade 

antibacteriana. 

 

 

 

Figura 4. Variantes de mastoparano-L obtidos por desenho auxiliado por computador. Quatro 

variantes de mastoparano foram geradas usando o algoritmo Joker de acordo com o padrão α-

helicoidal "K [ILV] [AL] x [RKD] [ILV] xxKI" e usando a sequência mastoparano-L como 

modelo. Os resíduos destacados em vermelho correspondem aos resíduos modificados nas 

variantes R1 a R4 em comparação com mastoparano-L. *A sequência projetada 

(INLKILARLAKKIL) apresentou correspondência completa com um mastoparano 

previamente descrito ([I5R8]) (Irazazabal et al., 2016), portanto, não foi utilizado. Figura 

adaptada de (Oshiro et al., 2019). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Ao longo dos anos o uso indiscriminado de antibióticos tem facilitado com que 

microrganismos desenvolvam respostas de resistência a antibióticos tornando-os, assim, 

patógenos considerados multirresistentes. As bactérias podem ser eficientes na síntese e no 

compartilhamento de genes envolvidos no desenvolvimento de mecanismos de resistência a 

antibióticos, levando a resultados negativos na clínica. Essa ineficiência pode estar 

relacionada à resistência intrínseca de uma bactéria a um antibiótico específico, o que pode 

ser explicado por sua capacidade de resistir à ação desse fármaco como resultado de 

características estruturais ou funcionais inerentes. Portanto, a disseminação dos fatores de 

resistência aos antibióticos, juntamente com o uso indevido desses medicamentos, tornou o 

desenho de medicamentos um amplo campo de pesquisa. Neste âmbito, os PAMs surgem 

como uma alternativa em resposta a esses patógenos, uma vez que são conhecidos por fazer 

parte do sistema imune inato de diversos organismos, atuando como primeira linha de defesa 

do hospedeiro. PAMs derivados de toxina de vespas são denominados, em sua maioria, 

mastoparanos. Mastoparanos são peptídeos de vespa de ocorrência natural que possuem 

potencial farmacêutico devido às suas propriedades multifuncionais, além disso estes 

peptídeos possuem diversos mecanismos de ação, porém passíveis de causar danos celulares, 

incluindo toxicidade contra células de mamíferos e hemólise de eritrócitos humanos. Dois 

peptídeos derivados do mastoparano-L, denominados mastoparano-R1 e mastoparano-R4, 

foram projetados por um algoritmo computacional denominado Joker, com o objetivo de 

potencializar a atividade antimicrobiana, bem como reduzir os efeitos tóxicos em células de 

mamífero. Mastoparano-R1 e R4 tiveram atividade antimicrobiana contra várias cepas, com 

os resultados notáveis obtidos contra cepas de E. coli (ATCC 25922, BL21) e K. pneumoniae 

carbapenemase gene positivo (KPC+). Os peptídeos foram avaliados quanto ao potencial 

hemolítico contra eritrócitos humanos e, a 100 μM, o mastoparano-L induziu mais de 45% de 

hemólise, enquanto R1 e R4 causaram menos de 10% de hemólise. Dada a importância desses 

achados, o presente estudo visou investigar o impacto das atividades antimicrobianas de R1 e 

R4 ao longo do tempo e em concentrações fisiológicas de sal. Além disso, buscamos obter 

informações sobre a relação entre suas propriedades físico-químicas, características 

estruturais e sua afinidade por membranas zwiteriônica e aniônica influenciando, assim, na 

sua seletividade celular. 
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3. OBJETIVO 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a atividade antibacteriana dos peptídeos mastoparano-R1 e R4 em 

concentrações salinas fisiológicas, buscando entender como as propriedades físico-químicas e 

estruturais podem afetar sua afinidade por membranas bacterianas. 

 

3.1 Objetivos específicos 

a. Sintetizar e purificar os peptídeos mastoparano-L, mastoparano-R1 e mastoparano-R4; 

b. Avaliar o crescimento das cepas em meio caldo com 0 mM NaCl e 150 mM NaCl e 

estabelecer a padronização de unidades formadoras de colônias (UFC.mL-1) para cada 

cepa em suas respectivas condições; 

c. Determinar a cinética da concentração inibitória mínima (CIM) dos peptídeos 

mastoparano-L, R1 e R4 perante cepa susceptível e resistente de E. coli ao longo do 

tempo e determinar a concentração bactericida mínima (CBM) dos peptídeos frente 

essas cepas;  

d. Realizar a caracterização da estrutura secundária dos peptídeos em diferentes 

ambientes miméticos através de Dicroísmo Circular (DC); 

e. Realizar a caracterização da estrutura tridimensional dos peptídeos R1 e R4 em SDS 

através de Ressonância Magnética Nuclear (RMN); 

f. Avaliar o potencial dos peptídeos se ligarem e romperem vesículas unilamelares 

simulando diferentes constituições de membranas, bem como observar a interação 

peptídeo-membrana avaliando o grau de associação, dissociação e afinidade dos 

peptídeos por membranas miméticas; 

g. Avaliar o comportamento das estruturas de R1 e R4 nas mesmas constituições de 

membrana através de dinâmica molecular. 
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4. ARTIGO DE PESQUISA 

Artigo 1, submetido na revista FEBS Journal:  

Decifrando a estrutura e o mecanismo de ação dos peptídeos mastoparanos projetados 

por computador. 

Resumo: Os mastoparanos são peptídeos catiônicos com propriedades farmacológicas 

multifuncionais. Mastoparanos-R1 e R4 foram projetados computacionalmente com base no 

mastoparan-L nativo de vespas e têm potencial terapêutico aprimorado para o controle de 

infecções bacterianas. Aqui avaliamos se esses peptídeos mantêm sua atividade contra cepas 

de E. coli em uma concentração fisiológica de sal. Descobrimos que os mastoparanos-R1 e R4 

preservaram sua atividade nas condições testadas, incluindo atividades antibacterianas em 

concentrações salinas fisiológicas. A estrutura geral dos peptídeos foi investigada usando 

espectroscopia de dicroísmo circular em uma variedade de solventes. Não foram observadas 

alterações significativas na estrutura secundária (enrolamento aleatório em soluções aquosas e 

α-hélice em ambientes hidrofóbicos e aniônicos). As estruturas tridimensionais de 

mastoparano-R1 e R4 foram elucidadas por espectroscopia de ressonância magnética nuclear, 

revelando segmentos α-helicoidais anfipáticos para Leu3-Ile13 (mastoparano-R1) e Leu3-

Ile14 (mastoparano-R4). Possíveis mecanismos de associação de membrana para 

mastoparano-R1 e R4 foram investigados por ressonância plasmônica de superfície e estudos 

de vazamento com bicamadas lipídicas sintéticas POPC e POPC/POPG (4:1). Mastoparano-L 

teve a maior afinidade para ambos os sistemas de membrana, enquanto os dois análogos 

tiveram associação mais fraca, mas melhoraram a seletividade para lisar membranas 

aniônicas. Essa descoberta também foi apoiada por simulações de dinâmica molecular, nas 

quais se descobriu que mastoparano-R1 e R4 têm maiores interações com membranas 

semelhantes a bactérias em comparação com modelo de membranas de mamíferos. Apesar de 

apresentarem algumas diferenças em seus perfis funcional e estrutural, o análogo de 

mastoparano-R1 se destacou com melhor atividade, maior potencial bacteriostático e 

seletividade para lise de membranas aniônicas. Este estudo reforça o potencial do 

mastoparano-R1 como candidato a medicamento. 
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5. ARTIGO DE REVISÃO  

Artigo 2 publicado na revista Frontiers in Microbiology 

(DOI:10.3389/fmicb.2019.02169). 

Peptídeos bioativos contra biofilmes fúngicos 

Resumo: Infecções causadas por biofilmes fúngicos invasivos têm sido amplamente 

associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade, principalmente devido ao advento da 

resistência a antibióticos. Além disso, os biofilmes fúngicos impõem um desafio adicional, 

levando à resistência a múltiplas drogas. Este fato, juntamente com a contaminação de 

dispositivos médicos e o número limitado de agentes antifúngicos eficazes disponíveis no 

mercado, demonstra a importância de encontrar novos candidatos a medicamentos 

direcionados a células fúngicas e biofilmes patogênicos. Nesse contexto, uma estratégia 

alternativa é o uso de peptídeos antifúngicos (AFPs) contra biofilmes fúngicos. Os AFPs são 

considerados um grupo de moléculas bioativas com atividades de amplo espectro e múltiplos 

mecanismos de ação que têm sido amplamente utilizados como moléculas modelo para 

estratégias de design de medicamentos visando maior especificidade e eficácia biológica. 

Dentre as classes de AFP mais estudadas no contexto de biofilmes fúngicos, têm sido 

descritas defensinas, catelicidinas e histatinas. Os AFPs também podem atuar prevenindo a 

formação de biofilmes fúngicos e erradicando biofilmes pré-formados por meio de 

mecanismos associados à perturbação da parede celular, inibição da adesão de células 

fúngicas planctônicas em superfícies, regulação de genes e geração de espécies reativas de 

oxigênio (ROS). Assim, considerando o cenário crítico imposto por biofilmes fúngicos e 

infecções associadas e a aplicação de AFPs como um possível tratamento, esta revisão se 

concentrará nos peptídeos antifúngicos mais eficazes descritos até o momento, com foco 

central nos peptídeos antibiofilmes, bem como em sua eficácia in vivo, aplicação em 

superfícies e mecanismos de ação propostos. 



 93 

 



 94 



 95 



 96 



 97 



 98 



 99 



 100 



 101 



 102 



 103 



 104 



 105 



 106 



 107 



 108 



 109 

 



 110 

6. DISCUSSÃO 

O acesso facilitado ao uso de antibióticos convencionais pode resultar em recorrências 

de resistência antimicrobiana e, consequentemente, em danos à saúde pública (Fuentes et al., 

2018; Carratalá et al., 2020). Diante da resistência emergente aos antibióticos e a falta de 

novos e eficazes agentes antibacterianos, uma nova direção para o desenvolvimento de novos 

antimicrobianos torna-se cada vez mais urgente (Durand et al., 2019). Nesse contexto, 

esforços têm sido feitos pela comunidade científica para desenvolver alternativas viáveis para 

conter infecções causadas por esses patógenos. Frente a essa problemática, PAMs têm 

aparecido como candidatos promissores, representando uma classe de moléculas 

multifuncionais (Gan et al., 2021).  

O desenvolvimento de peptídeos como agentes terapêuticos ainda enfrenta desafios 

diante da compreensão limitada sobre seus mecanismos de ação. Apesar de extensas 

pesquisas, o mecanismo preciso pelo qual os PAMs erradicam patógenos não parece ser 

totalmente compreendido, dificultando a otimização e desenho dessas moléculas (Benfield 

and Henriques, 2020). No entanto, a otimização dessas moléculas requer consideração de 

vários parâmetros, e embora existam diversos métodos para geração de novos candidatos a 

PAMs, muitos deles se baseiam em tecnologias computacionais (Kliger, 2010; Magana et al., 

2020). A otimização dessas sequências pode envolver a modificação de sua sequência de 

aminoácidos por meio de técnicas como substituição, deleção ou adição de aminoácidos para 

aumentar sua atividade e estabilidade. Isso pode ser feito por meio de métodos empíricos, 

como triagem de alto rendimento ou abordagens mais direcionadas, como mutagênese 

direcionada ao local (Porto et al., 2018b). Consequentemente, novas sequências de peptídeos 

podem ser geradas sem o uso de informações de função de estrutura, mas com uma 

combinação de padrões de aminoácidos. Dentro deste conceito, Porto e colaboradores 

(2018a), desenvolveram um algoritmo baseado em métodos linguísticos para projetar 

sequências peptídicas otimizadas, chamado Joker, por meio da inserção de padrões 

antimicrobianos em sequências peptídicas (PAMs ou não) em uma janela deslizante.  

Recentemente descrevemos o desenho auxiliado por computador de novos peptídeos 

mastoparanos por meio do algoritmo Joker (Oshiro et al., 2019). Para isso, utilizamos a 

sequência do peptídeo citolítico mastoparano-L como entrada para o algoritmo Joker com o 

objetivo de otimizar as atividades antimicrobianas das variantes projetadas e reduzir seus 

efeitos tóxicos nas células de mamíferos quando comparadas ao peptídeo parental. Peptídeos 

mastoparanos consistem em peptídeos catiônicos, geralmente contendo resíduos hidrofóbicos, 
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incluindo leucina, isoleucina, valina, lisina, bem como um C-terminal amidado (Nakajima et 

al., 1986; Higashijima et al., 1988). O peptídeo mastoparano-L foi isolado inicialmente do 

veneno de Vespula lewissii possuindo atividades citolítica, além de promover a degranulação 

de mastócitos (Hirai et al., 1979). Além disso, foram descritos diversos peptídeos baseados 

nessa sequência como potenciais antimicrobianos. Dessa forma, essa classe de peptídeos é 

considerada promissora para estudos visando maior seletividade celular (Souza et al., 2015; 

Howl et al., 2018; de Santana et al., 2022).   

Como observado a partir de sua sequência primária (INLKALAALAKKIL-NH2) 

(Hirai et al., 1979; Hori et al., 2001), mastoparano-L possui carga líquida igual a +3, 57,6% 

de hidrofobicidade e um momento hidrofóbico de 0,398 <μH>. As variantes geradas com 

base nessa sequência foram optimizados em relação a suas características físico-químicas, 

assim, os resíduos de leucina (L), isoleucina (I) e lisina (K) foram mantidos nas sequências 

primárias dos análogos R1 e R4, bem como C-terminal amidado (-NH2). Contudo, ao 

contrário da sequência do parental, mastoparano-L (PDB 1D7N), os análogos R1 e R4 

avaliados apresentam argininas (R), bem como um aumento nos números de lisina ou arginina 

onde o arranjo dos resíduos ao longo da hélice pode levar ao aumento de interações 

eletrostáticas peptídeos-membranas aniônicas (Chen et al., 2005).  

A triagem inicial para atividades antibacterianas contra P. aeruginosa mostrou que R1 

e R4 tiveram a maior eficácia (Oshiro et al., 2019). Os resíduos Ile1, Asn2, Ala5, Leu9 e 

Ala10 no mastoparano-L foram substituídos por Lys1, Ile2, Arg5, Lys9 e Ile10 em R1, 

enquanto os resíduos Ala5, Leu9, Ala10, Ile13 e Leu14 no mastoparan-L foram substituídos 

por Lys5, Arg9, Ile10, Lys13 e Ile14, em R4. Essas modificações resultaram em aumento da 

carga líquida positiva (+6) e momento hidrofóbico, bem como redução da hidrofobicidade em 

R1 e R4. Além disso, observamos que a modificação tanto em R1 quanto em R4 interferiu na 

reorganização das faces hidrofílica e hidrofóbica nessas duas variantes. Lopez Cascales et al. 

(2018) relataram que a carga líquida positiva dos peptídeos, bem como sua anfipaticidade, 

pode ser um aspecto crucial na ação e seletividade antimicrobiana. Nesse contexto, 

observamos que as modificações físico-químicas nas variantes R1 e R4 podem estar 

diretamente relacionadas à perda das atividades hemolítica e citotóxica quando comparadas 

ao seu peptídeo parental. Achados semelhantes também foram relatados por Irazazabal e 

colaboradores (Irazazabal et al., 2016), a qual aplicou técnicas de desenho racional para 

modificar a sequência do mastoparano-L, gerando uma variante denominada [I5R8] 

(INLKILARLAKKIL-NH2). Substituições pontuais nas posições 5 e 8, onde os resíduos de 
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alanina no mastoparano-L foram substituídos por resíduos de isoleucina e arginina em [I5R8], 

respectivamente, resultaram no aumento da carga líquida positiva de +3 para +4 no [I5R8] em 

relação a seu parental, mastoparano-L, o que foi descrito pelos autores como a causa de sua 

maior atividade antimicrobiana e menor toxicidade contra células de mamíferos. 

Diversos peptídeos semelhantes ao mastoparanos têm sido relatados como tendo 

atividade antimicrobiana, principalmente agindo contra bactérias (Silva et al., 2017; Howl et 

al., 2018; de Santana et al., 2022). Em nosso estudo prévio, foram relatados os potenciais 

antimicrobianos dos peptídeos mastoparano-L, R1 e R4, verificando que as variantes R1 e R4 

inibem o crescimento de E. coli suscetível e resistente a 4 μM e 8 μM, respectivamente, 

enquanto o peptídeo mastoparano-L inibe as mesmas cepas a 32 μM, já os peptídeos R1 e R4 

inibem E. coli (BL21) a 2 μM (Oshiro et al., 2019). O estudo também avaliou a atividade 

desses peptídeos contra bactérias Gram-positivas, constatando que mastoparano-L e R1 não 

foram ativos contra S. aureus (ATCC 25923). Por outro lado, todos os peptídeos foram ativos 

contra S. aureus (ATCC 12600). Curiosamente, apenas a variante R4 inibiu o crescimento de 

MRSA a 8 μM, que é um valor de atividade maior do que outros peptídeos mastoparanos 

descritos na literatura, incluindo o mastoparano-1 (Memariani et al., 2018). De forma geral, o 

estudo sugere que os peptídeos mastoparanos têm propriedades antimicrobianas promissoras, 

particularmente R1 e R4 apresentam atividade contra cepas específicas (Oshiro et al., 2019). 

Como desafios, podemos citar a toxicidade em células de mamíferos, falta de 

especificidade, produção das moléculas e entrega nos sítios de ação, e instabilidade 

correlacionada a atividade bactericida comprometida em soluções salinas fisiológicas (Chen 

et al., 2007; Kumar et al., 2018; Benfield and Henriques, 2020). Geralmente, PAMs interagem 

eletrostaticamente com a membrana microbiana de maneira sensível ao sal. Assim, uma vez 

que o fluido corporal humano possui alta concentração de sal, isso poderia interferir em sua 

atividade antimicrobiana (Park et al., 2004; Mohanram and Bhattacharjya, 2016). Além disso, 

alguns autores relatam que a presença do sal no meio de crescimento pode alterar o 

metabolismo das bactérias (Li et al., 2021). Ainda assim, no presente estudo a adição de sal 

no meio de crescimento não alterou seu padrão de crescimento, sugerindo que as diferentes 

forças iônicas não interferiram na viabilidade celular bacteriana.  

Características como helicidade, hidrofobicidade e momento hidrofóbico podem afetar 

a tolerância ao sal e a atividade antimicrobiana dos PAMs α-helicoidais (Park et al., 2004; 

Cardoso et al., 2022). Park e colaboradores (2004) testaram diferentes peptídeos com 

repetições RLLR, sugerindo que a instabilidade estrutural pode interferir nas interações 
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eletrostáticas e, portanto, poderia ser responsável pela sensibilidade ao sal em PAMs. Um 

estudo mais recente descobriu que a substituição de resíduos de lisina por outros resíduos 

catiônicos podem aumentar a atividade antimicrobiana sob várias concentrações de sal, 

sugerindo que a distribuição de carga ao longo da sequência do peptídeo pode ser relevante 

para a sensibilidade ao sal (Goto et al., 2019; Takada et al., 2023). 

A sensibilidade ao sal também é um fator importante a ser considerado, uma vez que a 

presença de altas concentrações de íons salinos pode interferir nas interações eletrostáticas 

entre as PAMs e as membranas microbianas, reduzindo sua atividade antimicrobiana 

(Benfield and Henriques, 2020). Em nosso estudo anterior, discutimos se resíduos de lisina 

distribuídos ao longo das sequências de mastoparanos poderiam aumentar sua atividade 

antimicrobiana (Oshiro et al., 2019). Curiosamente, no presente estudo, mastoparano-R1 foi o 

peptídeo mais potente e estável em meio suplementado com sal. Isso pode ser explicado pelos 

resíduos de aminoácidos carregados positivamente distribuídos ao longo dessa estrutura 

peptídica, que seguem o padrão K-2-KR-3-K-1-KK-2 (sequência completa do mastoparano-

R1: KILKRLAAKIKKIL-NH2), onde o os números indicam os espaços entre os resíduos Lys 

e Arg. Este padrão para mastoparano-R1 mostra uma ampla distribuição de carga positiva ao 

longo da sequência peptídica (quatro seções de resíduos de lisina e arginina). O mesmo 

padrão não se aplica ao mastoparano-L (3-K-6-KK-2 – duas seções; sequência completa do 

mastoparano-L: INLKALAALAKKIL-NH2) e mastoparano-R4 (3-KK-3-R-1-KKK-1 – três 

seções; sequência completa do mastoparano-R4: INLKKLAARIKKKI-NH2), o que pode 

explicar o baixo desempenho desses dois peptídeos em comparação com o mastoparano-R1. 

Além das diferentes forças iônicas, um dos maiores desafios no trabalho com 

peptídeos mastoparanos são seus efeitos hemolíticos e citotóxicos em células de mamíferos 

(Hollmann et al., 2016). Alguns estudos afirmam que peptídeos com maior hidrofobicidade 

podem causar lise de membranas zwiteriônicas neutras explicando, assim, efeitos hemolíticos 

mais pronunciados (Chen et al., 2007; Hollmann et al., 2016). Anteriormente, as propriedades 

físico-químicas obtidas através do servidor HeliQuest (Gautier et al., 2008) mostraram que o 

peptídeo original mastoparano-L tem uma taxa mais alta de hidrofobicidade (57,6 %) e um 

momento hidrofóbico mais baixo (0,398 <μH>) em comparação com seus análogos 

mastoparano-R1 (36,9 % de hidrofobicidade; 0,775 <μH> momento hidrofóbico) e R4 (20,4 

% de hidrofobicidade; 0,472 momento hidrofóbico). Características como alta anfipaticidade 

podem favorecer a interação do peptídeo com as membranas celulares. Portanto, essas 
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características estão intrinsecamente envolvidas no caráter citolítico do mastoparano-L 

(Irazazabal et al., 2016; dos Santos Cabrera et al., 2019; Oshiro et al., 2019).  

A estrutura helicoidal e a anfipaticidade dos PAMs influenciam na sua atividade 

antimicrobiana e contribuem para seu mecanismo de ação em membranas (Park et al., 2004; 

Rungsa et al., 2022). No entanto, a importância da estabilidade estrutural dos PAMs α-

helicoidais ainda precisa ser esclarecida. Por exemplo, alguns estudos relatam que a 

capacidade de um peptídeo de adotar uma α-hélice anfipática bem definida pode estar 

fortemente correlacionada com sua atividade antimicrobiana (Souza et al., 2015; Takada et 

al., 2023). A espectroscopia de dicroísmo circular (DC) foi usada para caracterizar a estrutura 

geral do peptídeo parental, mastoparano-L, e seus análogos R1 e R4 em água, tampão 

KH2PO4 (pH 7,4) 10 mM, TFE 50% e SDS 75 - 100 mM, a 25 °C. Em geral, os peptídeos 

tinham assinaturas de CD características de estruturas estendidas aleatórias (random coil) em 

água e tampão. Apenas o mastoparano-L revelou um leve perfil de α-hélice em 10 mM 

KH2PO4 (pH 7,4). De forma geral, os peptídeos mastoparanos apresentam estruturas 

helicoidais dependentes do ambiente. Em um trabalho semelhante, Lin e colaboradores (2011) 

caracterizaram a estrutura secundária de seis mastoparanos em diferentes ambientes, 

observando que apenas uma variante apresentou conteúdo helicoidal em sistema aquoso; 

enquanto os outros cinco mastoparanos mostraram arranjo em random coil (Lin et al., 2011).  

Anteriormente, relatamos que os peptídeos mastoparano-L, R1 e R4 possuem estrutura 

ambiente dependente, em ambiente aquoso (água e tampão KH2PO4 10 mM) R1 e R4 

reduziram suas porcentagens de hélice quando comparados ao parental mastoparano-L, 

enquanto em ambientes mais hidrofóbicos, como por exemplo, TFE 30%, SDS 25 mM e 

POPC/POPG, mostraram assinaturas características de α-hélice (Oshiro et al., 2019). No 

presente trabalho o conteúdo helicoidal em soluções contendo SDS apresentou apenas 

pequenas alterações respectivas a concentração de SDS (75 – 100 mM), variando o conteúdo 

de hélice em 222 nm em 69 – 73% para mastoparano-L, 36 – 45% para mastoparano-R1 e 52 

– 47% para mastoparano-R4. Tendo isso em mente, outros experimentos estruturais 

complementares de ressonância magnética nuclear (RMN) e dinâmica molecular (DM) foram 

realizados no presente trabalho para examinar a hipótese de que a flexibilidade desses 

peptídeos pode interferir em sua afinidade de ligação com membranas. 

A RMN pode ser considerada uma técnica capaz de capturar diferentes conformações 

e estados conformacionais de moléculas. Dessa forma, torna-se especialmente relevante para 

estudos com moléculas flexíveis ou que sofrem mudanças conformacionais de acordo com o 
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ambiente de estudo (Wüthrich, 1990). Diversas abordagens complementares a técnica de 

RMN foram utilizadas para estudar a interação de peptídeos mastoparanos com membranas 

lipídicas. A primeira estrutura de mastoparano resolvida por RMN, por exemplo, o foi 

mastoparano-x (PDB 1A13), considerado um bom peptídeo modelo por seu baixo peso 

molecular acoplado a proteínas reguladoras de ligação a proteínas G (Kusunoki et al., 1998). 

O modelo parental usado utilizado desde a projeção do peptídeo, mastoparano-L (PDB 1D7N) 

também teve sua estrutura resolvida por RMN, sendo resolvida em micela de SDS-d25 (Hori 

et al., 2001). Os resultados estruturais observados nos trabalhos com R1 e R4 em 30% TFE-

d3 mostraram que os peptídeos possuíam assinaturas de hélice dos resíduos 4 – 13 e 4 – 12, 

respectivamente, associados a isso, os dados de coeficiente de temperatura sugeriram 

diferentes níveis de estabilidade/flexibilidade estrutural (Oshiro et al., 2019). No presente 

trabalho, em SDS-d25 observamos comportamento semelhante, e através dos resultados de 

RMN descobrimos que mastoparano-R1 e R4 adotam uma estrutura α-hélice; outros estudos 

também relataram que os peptídeos dessa classe têm uma tendência para essa organização 

estrutural dependente do ambiente (Whiles et al., 2001; Howl et al., 2018; Rungsa et al., 

2022). Dessa forma, o presente trabalho apresentou as estruturas dos peptídeos mastoparano-

R1 e R4 seguindo a mesma técnica do parental (mastoparano-L). Os dados completos e de 

validações estão disponíveis no banco de dados de proteínas (PDB) sob IDs PDB: 8EP5 e 

8ERU para mastoparano-R1 e mastoparano-R4, respectivamente.  

Fatores como simetria de sequência, distribuição de resíduos, flexibilidade e estrutura 

secundária podem ser benéficos para aumentar a atividade antimicrobiana e diminuir a 

citotoxicidade, melhorar a seletividade e a estabilidade em PAMs (Dong et al., 2014; Souza et 

al., 2015; Chou et al., 2019; Cardoso et al., 2022). Mohanram e colaboradores (Mohanram 

and Bhattacharjya, 2016) projetaram um PAM denominado RR12 com características 

catiônicas e hidrofóbicas contendo 12 resíduos distribuídos de forma a obter uma face polar e 

apolar bem definida. Dessa forma, o peptídeo redesenhado demonstraria um caráter anfipático 

predominante e os dois peptídeos progenitores tiveram modificações específicas, com 

substituições pontuais de Arg5 por Trp5 e outro cuja substituição foi Trp5 por Ile7 

(Mohanram and Bhattacharjya, 2016). Com essas modificações, eles verificaram que a 

presença do resíduo Arg5 na hélice de superfície catiônica tem o potencial de conferir 

resistência ao sal por meio da formação de múltiplas ligações de hidrogênio e/ou interações 

iônicas com as membranas externa e interna das bactérias (Mohanram and Bhattacharjya, 

2016). 
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Mais recentemente, Wu e colaboradores (Wu et al., 2020), investigaram como as 

propriedades estruturais do RR12 poderiam interagir com as membranas e a estrutura ligada 

às micelas miméticas da membrana. RR12 demonstrou dobramento desordenado para uma 

estrutura α-hélice bem definida ao interagir com micelas SDS (Wu et al., 2020). A orientação 

da estrutura concentrou-se do resíduo Arg2 para Ile7 com o C-terminal mais exposto ao 

solvente, e eles afirmaram que o segmento da hélice poderia contribuir para atividade 

bactericida (Wu et al., 2020). Mastoparano-L exibiu ligações de hidrogênio intrapeptídicas 

consistentemente mais altas do que seus análogos. Além disso, o mastoparano-R1 apresentou 

o menor número de resíduos protegidos do solvente. Esses achados reforçam a hipótese de 

que o mastoparano-R1 é o peptídeo estruturalmente mais flexível estudado aqui, o que é 

suportado pelos dados do coeficiente de temperatura de RMN (Oshiro et al., 2019). Quanto 

maior o deslocamento do próton amídico com a temperatura, menor o número de ligações de 

hidrogênio intrapeptídeo, influenciando assim a flexibilidade do peptídeo. No geral, os 

padrões de flexibilidade observados em nosso estudo anterior e atual revelam a capacidade 

desses peptídeos de alterar sua conformação em resposta a estímulos externos, que podem 

incluir alterações no pH e na força iônica. 

As estruturas do PAMs, incluindo as dos peptídeos do mastoparano, podem ser 

influenciadas por fatores como posição específica do resíduo ao longo da hélice, composição 

de aminoácidos e características físico-químicas, que podem afetar sua seletividade para 

membranas celulares microbianas e de mamíferos. Essa seletividade é crucial para o 

desenvolvimento de PAMs como potencial terapêutico (Henriksen et al., 2014). Alguns 

PAMs, principalmente aqueles derivados de toxinas animais, podem exigir modificações para 

melhorar sua seletividade, enquanto outros possuem seletividade ideal (Yeung et al., 2011; 

Guido-Patiño and Plisson, 2022). Portanto, a estrutura dos PAMs desempenha um papel 

fundamental na determinando seu mecanismo de ação e seletividade, tornando-se uma 

consideração importante para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. 

Ao considerar sistemas de membranas, torna-se relevante avaliar os arranjos 

estruturais dos peptídeos, visando melhor caracterizar seus mecanismos de ação. Observamos 

que os mastoparano-R1 e R4 tendem a se organizar em uma α-hélice bem definida, com 

diferentes níveis de flexibilidade dependendo do ambiente em que estão inseridos. Chou e 

colaboradores (2019) usaram características físico-químicas variáveis, comprimento de 

sequência e composição que incluíam os aminoácidos Gly, Lys, Leu e Trp, juntamente com 

distribuição de resíduos modificados. Os autores confirmaram que a distribuição helicoidal 
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simétrica e racional desses parâmetros indica uma estratégia promissora para projetar PAMs 

mais seletivos e específicos para patógenos (Chou et al., 2019). Dos 12 peptídeos gerados 

(F1-F12), F1 e F4 se destacaram com atividades promissoras contra bactérias Gram-

negativas, baixa toxicidade, baixa sensibilidade ao sal e tendência para formação helicoidal 

em um ambiente de membrana mimético (Chou et al., 2019). Além disso, a investigação de 

como os PAMs interagem com as membranas bacterianas e o desempenho antimicrobiano 

associado podem contribuir para o design de novos peptídeos, minimizando a toxicidade à 

células de mamíferos saudáveis e maximizando suas ações contra patógenos humanos 

(Hollmann et al., 2016). Numerosos estudos mostraram que alterações nas propriedades 

físico-químicas, incluindo aumento do momento hidrofóbico e diminuição da hidrofobicidade 

geral, podem ser responsáveis pela seletividade celular (Ko et al., 2020; Rungsa et al., 2022). 

A afinidade de ligação à membrana de peptídeos pode ser determinada através da 

metodologia de ressonância plasmônica de superfície (RPS) utilizando membranas modelo 

depositadas em um chip biossensor (Cooper et al., 2000). Para mimetizar a superfície neutra 

das membranas celulares de mamíferos podem ser usadas bicamadas compostas de POPC, e 

para mimetizar a superfície aniônica das membranas celulares bacterianas podem ser 

utilizadas bicamadas compostas com fosfolipídios carregados negativamente, como por 

exemplo, POPG, POPS, entre outros (Li et al., 2015). Para investigar o efeito da proporção de 

lipídios carregados negativamente, podem ser utilizados modelos de membranas com 

adaptações de razão molar de acordo com o objetivo (Epand and Epand, 2011). O presente 

trabalho avaliou as afinidades de ligação peptídeo-lipídio quanto à sua ligação a modelos de 

bicamadas fosfolipídicas, incluindo POPC zwitteriônico (puro) e POPC/POPG (4:1) aniônico, 

o parental mastoparano-L apresentou a maior afinidade pelas bicamadas POPC e 

POPC/POPG (4:1), seguido pelo mastoparano-R1 e R4. Cada um dos peptídeos mostrou 

maior afinidade de ligação para as bicamadas POPC/POPG (4:1) carregadas negativamente 

em comparação com as bicamadas neutras de POPC. Taxas rápidas de associação e 

dissociação foram observadas em todos os casos, mas observou-se que o mastoparano-L 

removeu lipídios do chip SPR. Este fenômeno foi observado anteriormente para outros 

peptídeos destrutivos de membrana hidrofóbicos (Lawrence et al., 2020).  

A permeabilização de membranas se apresenta como um mecanismo crucial 

empregado pelos PAMs para prevenir o desenvolvimento de resistência em patógenos. Um 

estudo, utilizando as mesmas constituições de bicamadas avaliando o peptídeo arenicina 

AA139 demonstrou que mudanças simples de aminoácidos podem levar a variações sutis na 



 118 

interação do peptídeo com membranas e, alterar sua seletividade e toxicidade (Edwards et al., 

2022). Dessa forma, Edwards e colaboradores (2022) mostraram que ambos os peptídeos 

(aericina AA139 e parental arenicina-3) se ligam a diferentes composições de vesículas 

lipídicas, porém apresentam preferência (cerca de 2 a 3 vezes maior) por membranas modelo 

carregadas negativamente (POPC/POPG), em comparação com membranas zwitteriônicas, 

mostrando que propriedades de ligação e inserção mais específicas podem tornar peptídeos 

mais seletivos. Além disso, arenicin-3 e AA139 não induziram agregação de vesículas 

compostas apenas por POPC, no entanto induziram agregação substancial de vesículas 

carregadas negativamente, reforçando novamente a hipótese que esses peptídeos também 

apresentam maior seletividade para se ligar e permeabilizar vesículas com carga mais 

negativa (Edwards et al., 2022). 

As propriedades de ruptura de membrana foram examinadas medindo o 

extravazamento induzido por peptídeo de CF de LUVs, composto de POPC ou POPC/POPG 

(4:1). Em nosso trabalho, os valores de LC50 foram pelo menos dez vezes maiores para 

mastoparano-R1 e R4 em comparação com o mastoparano-L, o que é consistente com as 

diferenças nas afinidades de ligação lipídica observadas para análogos com SPR. Além disso, 

mastoparano-R1 lisa vesículas de POPC/POPG (4:1) em concentração ~3 vezes menor do que 

vesículas POPC, o que é consistente com o menor potencial hemolítico observado para este 

peptídeo. Reafirmando que a indução de vazamento parcial pode ser explicada pela atração 

eletrostática dos peptídeos catiônicos para uma bicamada lipídica carregada negativamente e, 

portanto, sugerindo que a permeabilização da membrana pode não ser o único mecanismo de 

ação que causa ação antibacteriana. 

Outro trabalho utilizando o mesmo algoritmo computacional caracterizou o PAM 

PaDBS1R6 como potencial candidato para o tratamento de infecções causadas por bactérias 

Gram-negativas (Fensterseifer et al., 2019). Semelhante a nosso presente trabalho, o peptídeo 

PaDBS1R6 adotou uma estrutura de espiral aleatória em meio aquoso confirmou a tendência 

de adotar uma conformação α-helicoidal em meio altamente hidrofóbico. Com outros estudos 

complementares, os autores observaram um aumento da agregação/maior partição do peptídeo 

para bactérias Gram-negativas como vesículas, além disso, o peptídeo apresentou 

desestabilização da membrana interna, levando à ruptura da membrana e à morte celular 

(Fensterseifer et al., 2019). Dessa forma, podemos observar que para avaliar o mecanismo de 

ação em bactérias também seriam necessários mais estudos envolvendo diferentes 
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constituições de membranas, bem como avaliações de mecanismos internos de ação 

antibacteriana (Benfield and Henriques, 2020). 

Além dos estudos de RPS e de extravasamento com bicamadas fosfolipídicas, 

simulações de MD em 1 µs foram realizadas para entender melhor em nível atômico as 

preferências estruturais e interações entre mastoparano-R1 e R4 em POPC puro e bicamadas 

POPC/POPG (4:1). As simulações foram realizadas com as estruturas com menor energia 

livre para R1 e R4 na presença de micelas SDS. A flexibilidade pode ser considerada uma 

característica chave dos PAMs que contribui para sua atividade antimicrobiana. Ela permite 

que esses peptídeos se adaptem e interajam com uma ampla variedade de microrganismos, 

superando suas defesas e causando danos à membrana celular (Cardoso et al., 2022). No 

entanto, essa flexibilidade também pode levar a efeitos indesejados, como citotoxicidade e 

hemólise, o que limita sua aplicação clínica. Além disso, PAMs podem sofrer degradação 

proteolítica e instabilidade plasmática, o que reduz sua eficácia terapêutica. Uma abordagem 

balanceada e integrada considerando todos esses fatores pode levar ao desenvolvimento de 

PAMs mais eficazes e com menor toxicidade, melhorando sua aplicabilidade como agentes 

antimicrobianos (Cardoso et al., 2020; Gan et al., 2021). 

 

7. CONCLUSÕES 

No presente trabalho observamos que os peptídeos R1 e R4 possuem propriedades 

antibacterianas, atuando contra cepas bacterianas suscetíveis e resistentes. O peptídeo R1 

apresentou o melhor desempenho antibacteriano em nossos ensaios biológicos (2 μM – 16 

μM), inclusive sob condições salinas fisiológicas. A partir dos resultados, observamos que por 

meio de sua interação eletrostática com membranas carregadas negativamente, esse peptídeo 

pode exercer seu mecanismo de ação com maior seletividade. Portanto, apesar de apresentar 

algumas diferenças em seus perfis funcional e estrutural, o análogo R1 se destacou por 

demonstrar atividade superior em concentrações mais baixas, maior potencial bacteriostático 

e seletividade para membranas aniônicas. Todas essas vantagens podem ser explicadas pela 

conformação estrutural α-helicoidal mais flexível observado para o peptídeo R1 em 

comparação com seu peptídeo parental.  

Além disso, comparando essas características estruturais com as propriedades 

funcionais observadas para esse peptídeo (R1), incluindo potência, efeito bacteriostático e 

afinidade seletiva por membranas aniônicas, é possível identificar determinantes estruturais e 

físico-químicos que contribuem para a atividade do peptídeo e mecanismo de ação. Essas 
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descobertas destacam o peptídeo R1 como um candidato promissor para a terapia 

antimicrobiana, que pode ser usado posteriormente como uma molécula modelo para 

otimização adicional de peptídeos com maior seletividade. 

 

8. PERSPECTIVAS 

Considerando o cenário acerca das infecções bacterianas, torna-se interessante o 

desenvolvimento de novos compostos eficazes contra cepas resistentes. Como apresentado e 

discutido ao longo deste trabalho, dois mastoparanos redesenhados computacionalmente 

foram caracterizados como moléculas modelo e de interesse farmacológico. Contudo, 

algumas perguntas ainda precisam ser respondidas em relação a esses candidatos a fármaco.  

Mastoparano-R1 e R4 possuem promissor potencial antibacteriano e afinidade com 

membrana Gram-negativa, o que lhes garantem maior especificidade, ainda assim, mais 

experimentos tornam-se necessários para a confirmação do seu potencial terapêutico, 

incluindo definição de seus mecanismos de ação em membranas, ensaios de estabilidade, bem 

como a utilização desses peptídeos no tratamento de infecções bacterianas em modelos 

animais. O presente trabalho sugere que R1 e R4 possuem uma flexibilidade estrutural que 

podem interferir na sua capacidade de atravessar membranas biológicas para exercer sua 

atividade antibacteriana. Entretanto, também seria interessante comprovar possíveis alvos 

intracelulares, encorajando maiores estudos neste sentido.  

Mais estudos seriam necessários visando a elucidação dos mecanismos de ação dos 

peptídeos. Nesse âmbito, as metodologias aplicadas poderiam incluir microscopia de força 

atômica, permeabilização e rompimento de vesículas miméticas em outras constituições 

fosfolipídicas e acoplamento/dinâmica molecular com membranas modelo, poderiam ser 

estendidas a adição de mais peptídeos no sistema. Por meio dessas e outras diversas 

abordagens é esperado que os mastoparanos apresentados neste trabalho, assim como toda a 

caracterização atrelada a eles, encoraje seu uso como moléculas modelo para o 

desenvolvimento guiado de PAMs cada vez mais seletivos, efetivos e seguros que possam, 

futuramente, ser submetidos a testes pré-clínicos. 
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