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INTRODUÇÃO  
Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) geralmente são moléculas pequenas de até 45 
resíduos de aminoácidos, sendo normalmente anfipáticas, ou seja, apresentam uma 
extremidade hidrofílica e hidrofóbica com aminoácidos carregados positivamente.Estes 
PAMs desempenham um papel importante na defesa contra agentes patogênicos como 
bactérias gram-negativa e positiva, fungos e leveduras, vírus e mais recentemente, células 
tumorais e têm demonstrado ter potente ação antitumoral (Paredes et al., 2012a; Paredes 
et al., 2012b). Uma das características semelhantes dos PAMs está na estrutura, estes 
podem ser lineares, apresentando estrutura desordenada em meio aquoso, tendem a 
formar uma conformação em α-hélice anfipática (Radermacher et al., 1993), ou podem 
ser cíclicos apresentando pontes de dissulfeto que levam a formação de folhas β ou 
grampo β. Nesta classe de peptídeos encontra-se os peptídeos gomesina, protegrina, 
taquiplesina e polifemusina (Barbosa et al., 2007; Nakamura et al., 1988; Mangoni et al., 
1996). Estes peptídeos têm mostrado ter capacidade citotóxica contra tumores por 
diversos mecanismos celulares. Um aspecto interessante da ação destes PAMs contra 
células tumorais é a capacidade de entrarem na célula por mecanismos não conhecidos, 
apesar do seu tamanho e carga positiva (Paredes et al., 2012a). A matriz extracelular é 
um espaço preenchido por componentes viscosos e fibrosos, os principais compostos da 
matriz são colágeno, fibras elásticas, proteoglicanos, glicosaminoglicanos, que se 
organizam formando uma rede. Os glicosaminoglicanos são polímeros lineares (não 
ramificados) de dissacarídios constituindo uma família complexa como: condroitim 4 e 6 
sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), heparan sulfato (HS), heparina (HEP), queratam 
sulfato (QS) e ácido hialurônico (AH). Estes compostos diferem entre si quanto ao tipo 
de hexosamina e açúcar não aminado, quanto ao grau e posição de sulfatação, bem como 
quanto ao tipo de ligação glicosídica inter e intradissacarídica (Feldner et al., 2008). 
 

 



OBJETIVO 
Determinar a afinidade dos glicosaminoglicanos com os peptídeos antimicrobianos 
(gomesina, taquiplesina, protegrina e polifemusina). 
 

METODOLOGIA  
Os peptídeos antimicrobianos que foi utilizado neste estudo foram sintetizados pela 
estratégia T-Boc pelo Prof. Dr. Antonio de Miranda, do Depto de Biofísica da 
Universidade Federal de São Paulo. A ligação de glicosaminoglicanos aos  PAM 
contendo o aminoácido triptofano em sua estrutura foi monitorada pela 
espectrofluorescência intrínseca deste aminoácido. Logo foram testados os 
glicosaminoglicanos heparam sulfato, condroitin sulfato 4S, condroitin sulfato 6S e 
heparina sulfatada (pela semelhança estrutural e de carga do heparan sulfato). Também 
foi utilizado o dextran como molécula carregada negativamente, mas com estrutura 
diferente aos glicosaminoglicanos. A variação de intensidade de fluorescência intrínseca 
foi quantificada como medida da ligação dos GAGs aos peptídeos antimicrobianos e esta 
variação foi utilizada para determinar a afinidade (Kd = constante de dissociação) da 
gomesina pelos GAGs utilizados. As medidas de fluorescência intrínseca foram 
realizadas a 37°C, em tampão Tris-HCl (50 mM) contendo 100 mM de NaCl a pH 7.4. A 
fluorescência foi quantificada em espectrofluorímetro Hitachi-F2500 com excitação a 
280 nm (10 nm slit) e a emissão capturada na faixa de 300-400 nm (20 nm slit). A variação 
da fluorescência intrínseca relativa será apresentada como ΔF/F0 = (F0–Fobs)/F0, onde F0 
é a fluorescência inicial dos peptídeos antimicrobianos e Fobs é a fluorescência observada 
após a adição de GAG. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO  
A fluorescência intrínseca do triptofano foi monitorada e observada pela formação do 
complexo peptídeo e GAGs usando oEspectrofluorímetro Perkin Elmer LS-55 fazendo a 
varredura do comprimento de onda λEX = 280 nm e λEM = 300-500 nm. O espectro 
mostra a fluorescência de Trp-gomesina (100 µM) na presença de diferentes 
concentrações de glicosaminoglicanos. O Kd (constante de dissociação) foi determinada 
por regressão não linear ΔF/F0 = (F0–Fobs)/F0 gerando uma curva de hipérbole por meio 
do programa Grafit, utilizando a fluorescência do pico de emissão de Trp-gomesina.  

       

Figura 1: (A) fluorescência Intrínseca do triptofano Spectro de TRP-gomesina com a heparina 
GAGs de ligação. (B) Curva de hipérbole determinado por constante de dissociação (kd). 
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Observa-se no decorrer da varredura a presença de dois pontos isosbésticos que indica 
um ponto de intersecção de um grupo de espectros de duas substâncias puras que se 
sobrepõem. Nestes pontos tem-se a mesma absortividade de fluorescência para todos os 
espectros em diferentes concentrações de GAGs a 37°C. No decorrer do teste há o 
decaimento do espectro em cada concentração que mostra quanto mais baixa a ligação 
com o solvente maior a absortividade. O teste com os outros peptídeos foram realizados 
da mesma forma, os resultados do Kd de todos os peptídeos com os GAG estão resumidos 
na tabela a seguir. 

 

Glicosaminoglicanos Gomesina Taquiplesina Polifemusina Protegrina 

 Kd (µM) 

Heparina 0,78 ± 0.10 0,71 ± 0.06 1,03 ± 0.06 0,68 ± 0.05 

Chondroitina sulfato 0,95 ± 0.08 1,62 ± 0.11 0,39 ± 0.06 0,86 ± 0.11 

Dermatan sulfato 3,43 ± 0.17 2,87 ± 0.16 11,92 ± 1.39 2,44 ± 0.24 

Heparan sulfato 1,01 ± 0.05 0,72 ± 0.04 1,93 ± 0.09 0,20 ± 0,009 

Dextran sulfato 4,50 ± 1.05 1,92 ± 0.26 3,93 ± 0.14 1,28 ± 0,38 

 

 

 

Os PAMs utilizados são moléculas catiônicas carregadas positivamente enquanto os 
glicosaminogicanos apresentam diferentes graus de sulfatação, exceto o ácido 
hialurônico, dando-lhes característica aniônica (Feldner et al., 2008). Uma possibilidade 
de interação seria por uma ligação por cargas opostas que tendem a se interagir. Contudo, 
como observado na tabela 1 o dextran sulfato, um composto sintético com maior carga 
negativa, não foi quem apresentou maior afinidade pelos PAMs. Dentre os GAGs testados 
a heparina e o heparan sulfato, que possuem estruturas parecidas mostraram maior 
afinidade pelos PAMs sugerindo que a estrutura dos PAMs poderia estar relacionada com 
a afinidade observada. Por outro lado o Dermatan sulfato foi o composto que apresentou 
menor afinidade apesar de também possuir cargas aniônicas na sua estrutura. 

 

CONCLUSÃO 
Estes resultados determinaram a afinidade dos PAMs com os GAG, ademais estes dados 
também sugerem que a afinidade dos PAMs pode serdependente da estrutura, uma vez 
que a carga negativa não representou uma relevância direta com a afinidade.  
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Tabela 1: constante de dissociação (Kd) de ligação de péptidos antimicrobianos -Trp com 
glicosaminoglicanos. 
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