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RESUMO 
 

 Neste trabalho, os monômeros Cadeia 1 e Cadeia 2 da distinctina, peptídeo antimicrobiano 

heterodimérico isolado das glândulas epiteliais de anuros da espécie Phyllomedusa distincta, foram 

sintetizados manualmente pela técnica de síntese de peptídeos em fase sólida, utilizando-se a estratégia 

química Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonila). 

 Para se obterem informações acerca das conformações preferenciais desses peptídeos em meios 

análogos a membranas bacterianas, foram realizados diversos estudos, empregando técnicas experimentais, 

como Dicroísmo Circular (CD) e Ressonância Magnética Nuclear (RMN), e também teóricas, como 

previsões de estrutura secundária, utilizando bancos de dados de proteínas, otimizações de geometria por 

mecânica molecular e método semi-empírico, além de metodologias de conversão de dados de RMN em 

modelos estruturais tridimensionais. 

 As análises de CD indicaram, para ambas as cadeias, um alto conteúdo de formas α-helicoidais em 

soluções aquosas contendo diversas concentrações de TFE. 

 Os estudos por RMN 2D, empregando as técnicas TOCSY, NOESY, 1H 13C HSQC e 1H 15N HSQC 

em solução de 50% TFE em meio aquoso, constituíram uma etapa de atribuição de sinais de deslocamentos 

químicos desses mapas de contornos, com base nas informações obtidas por CD, e uma etapa subseqüente de 

cálculo estrutural a partir dos dados obtidos na etapa anterior. A partir desses estudos, foi possível obter 

estruturas para ambos os monômeros com um considerável nível de detalhamento. 
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ABSTRACT 
 

  

 This work concerns the solid phase synthesis of Chain 1 and Chain 2 of distinctin, an heterodimeric 

antimicrobial peptide, isolated from the glands of  Phyllomedusa distincta anurans. The synthesis hereby 

used took place, by the means of Fmoc (9-fluorenylmethoxicarbonyl) strategy. 

 In order to obtain information regarding preferencial conformations of these peptides in mediums 

that mimetize bacterial membranes, some experimental techniques, such as Circular Dichroism (CD) and 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) were used, as well as some theoretical methodologies like secondary 

structure prediction through protein data bases, molecular mechanics and semi-empirical  minimizations, 

besides a wide array of computational techniques for conversion of NMR data into three-dimensional 

structural models. 

 The CD analysis indicated, for both chains, a high content of α-helical forms in aqueous solutions 

containing various TFE concentrations. 

 The 2D NMR studies, by the usage of techniques such as TOCSY, NOESY, 1H 13C HSQC and 1H 
15N HSQC in a 50% TFE aqueous solution, constituted in a part in which all the chemical shift signals were 

assigned in these contour maps, based on the results yielded by CD analysis, and also in a part in which the 

data obtained from the previous step were used to calculate bundles of possible structure models for both 

chains. This study yielded highly detailed structures for both monomers. 
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APRESENTAÇÃO E OBJETIVOS 
 

Com o objetivo da obtenção de informações sobre os processos de permeabilização de membranas 
por peptídeos biologicamente ativos e formadores de poros, nosso grupo de pesquisa vem realizando a 
síntese e a análise conformacional de peptídeos pertencentes às famílias das dermaseptinas e filoseptinas, 
isolados de anuros brasileiros.  

O mecanismo de ação destes peptídeos pode estar vinculado a interações com membranas, sendo 
ainda pouco conhecido. Diferentes metodologias têm sido empregadas para a análise conformacional de 
peptídeos, a qual tem sido uma estratégia muito importante na busca de informações sobre suas atividades 
biológicas, uma vez que muitas destas estão relacionadas a processos de permeabilização de membranas.  

Para todas essas análises, quase sempre, são necessárias quantidades relativamente grandes de 
peptídeos, o que pode restringir o trabalho, pois estes ocorrem na natureza em micro-quantidades. 

Este trabalho teve como objetivo: 

1- sintetizar pelo método da fase sólida os monômeros da distinctina, um peptídeo heterodimérico e 
antimicrobiano, isolado de Phyllomedusa distincta, originário da Mata Atlântica Brasileira; 

2- estudar e determinar a estrutura tridimensional dos monômeros Cadeia 1 e Cadeia 2 da distinctina 
por dicroísmo circular (CD) e Ressonância Magnética Nuclear (RMN), esta em solução em meio que 
mimetiza membranas;  

3- realizar a análise conformacional das Cadeias 1 e 2 da distinctina, em estado gasoso por três 
métodos: a partir de informações de homólogos em bancos de dados, por metodologias estatísticas também 
em bancos de dados e metodologias teóricas em nível de mecânica molecular (MMFF94) e semi-empírico 
(PM3). O procedimento foi baseado inicialmente na análise estrutural das cadeias tratadas isoladamente 
(Cadeia 1 e Cadeia 2) para, depois, realizar a análise da distinctina. 

A Dissertação consta de três Capítulos: 

No Capítulo 1, à guisa de Introdução, é apresentada uma revisão geral sobre aspectos estruturais de 
peptídeos; peptídeos antimicrobianos; utilização de RMN para cálculo estruturais de biomoléculas; síntese 
em fase sólida, pela estratégia Fmoc; determinação de esruturas secundárias por CD.  

O Capítulo 2 trata da parte experimental e no Capítulo 3 são apresentados os resultados e discussão. 
Seguem-se as Conclusões e Perspectivas, e, finalmente, as Referências Bibliográficas. 
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1.1. ASPECTOS ESTRUTURAIS DOS PEPTÍDEOS 

 

1.1.1. AMINOÁCIDOS 

  

 Aminoácidos são biomoléculas abundantes nos organismos vivos, que têm como característica 

principal as presenças de um grupo amino e um grupo carboxila ligados a um mesmo carbono. A fórmula 

geral de um aminoácido pode ser representada como na Figura 1.1, em que R é um grupo denominado 

cadeia lateral, ligado ao carbono α à carbonila. 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. Fórmula representando a estrutura geral de um aminoácido, com os grupos amino, carboxila e 
cadeia lateral explicitados. 
 

Existem vinte aminoácidos que podem ser encontrados em organismos vivos, cujas estruturas são 

mostradas na Figura 1.2. Os aminoácidos diferem entre si somente pelas cadeias laterais, que podem ser 

polares, incluindo-se tanto grupos neutros quanto positivamente ou negativamente carregados, ou apolares, 

podendo ser aromáticos ou não.  Cada aminoácido pode ser representado por um conjunto de três letras ou 

apenas por uma letra.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Os vinte aminoácidos mais comuns. As fórmulas estruturais mostram o estado de ionização 
predominante em pH 7,0. As áreas sombreadas em vermelho indicam as cadeias laterais de cada aminoácido. 
(Nelson e Cox, 2002, p. 92) 

 

Grupo CarboxilaGrupo Amino

Cadeia Lateral

Grupo CarboxilaGrupo Amino

Cadeia Lateral
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1.1.2. PEPTÍDEOS 

 

 Embora alguns aminoácidos possuam atividade biológica por si só, a principal função deles é ser 

monômero de moléculas maiores, como peptídeos e proteínas. Essa polimerização se dá por meio de reações 

de desidratação envolvendo o grupo amino de um aminoácido com o grupo carboxila de outro, formando-se 

uma ligação amídica, geralmente denominada ligação peptídica. Quando os aminoácidos encontram-se como 

parte da estrutura de proteínas, eles passam a ser denominados ‘resíduos de aminoácidos’, como meio de 

refletir a perda de moléculas de água quando um aminoácido é unido a outro. 

Peptídeos são biomacromoléculas que contém de dois a cerca de cinqüenta resíduos de aminoácidos 

ligados covalentemente entre si por meio de ligações peptídicas. A molécula formada, entretanto, possui um 

sentido determinado, pois a formação da ligação peptídica gera uma molécula com um grupo amino livre em 

uma extremidade e um grupo carboxílico na outra extremidade. Por convenção, considera-se que o início da 

cadeia é a extremidade amino terminal (ou extremidade N-terminal) e o fim da cadeia é a extremidade 

carboxi-terminal (ou extremidade C-terminal). A Figura 1.3 mostra uma representação da formação de um 

peptídeo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Representação esquemática da formação de um polipeptídeo. Modificado de 
http://www.science.siu.edu/microbiology/micr302/.   

 

1.1.2.1. Aspectos estruturais dos peptídeos 

 Os peptídeos são classificados de acordo com quatro níveis estruturais: estruturas primárias, 

secundárias, terciárias e quaternárias. Denomina-se estrutura primária apenas a seqüência de resíduos de 

aminoácidos do peptídeo, em geral representada do grupo N-terminal para o C-terminal. 

 A estrutura secundária indica conformação local de alguma porção de um polipeptídeo. Geralmente, 

estudam-se as estruturas secundárias tendo como base formas, ou padrões, mais recorrentes, sendo que os 



 4

mais importantes são a  α-hélice e a folha-β. A adoção dessas diferentes formas ocorre devido à variação dos 

ângulos diedros φ e ψ (Figura 1.4) que, por sua vez, é bastante influenciada tanto pelo meio em que se 

encontra a proteína quanto pela sua estrutura primária. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Representação dos ângulos de torção dos resíduos de aminoácido. 

 

A forma α-hélice (Figura 1.5) é formada de ligações de hidrogênio, através da interação 

intramolecular entre o oxigênio da carbonila e o hidrogênio do grupo amino das ligações peptídicas. A 

ligação de hidrogênio proporciona uma hélice em torno de um eixo imaginário, tendo entre cada volta da 

hélice, uma distância de cerca de 5,4 Å, ou, aproximadamente, 3,6 resíduos de aminoácidos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5. Quatro modelos de α-hélice, mostrando diferentes aspectos de sua estrutura. (a) formação de α-
hélice em torno de um eixo. (b) modelo bola e vareta, explicitando as ligações de hidrogênio intracadeias. (c) 
α-hélice vista de uma de suas terminações, olhando-se para baixo através do eixo longitudinal. (d) visão 
lateral da α-hélice pelo modelo space filling. (Nelson e Cox, 2002, p. 127) 

 
 

A existência de forma helicoidal em proteínas depende das cadeias laterais, desempenhando um 

papel importante na estabilização ou desestabilização da α-hélice. Resíduos de aminoácidos com cadeias 

laterais com a mesma carga (positiva ou negativa) que estejam muito próximos entre si podem desestabilizar 

a forma devido a interações repulsivas. Resíduos de prolina e glicina apresentam normalmente impedimento 
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para a ocorrência de formas helicoidais. No caso da prolina, o átomo de nitrogênio faz parte de um anel 

rígido, impedindo a rotação em torno da ligação N—Cα.,  e, conseqüentemente, a ocorrência de forma 

helicoidal. Além disso, a ausência de hidrogênio ligado ao nitrogênio do resíduo de prolina não proporciona 

estabilização de formas helicoidais por ligações de hidrogênio. No caso da glicina, a flexibilidade 

conformacional desfavorece a forma helicoidal, proporcionando freqüentemente a ocorrência de formas 

globulares em seqüências polipeptídicas que a contenham. As formas globulares tornam-se mais acentuadas 

com o aumento do número de resíduos de glicina na seqüência polipeptídica.  

A ocorrência de forma helicoidal pode ser influenciada também pelos dipolos elétricos oriundos das 

extremidades C-terminal, carregado negativamente, e N-terminal, carregado positivamente. Assim, dipolos 

elétricos presentes nas ligações peptídicas e nas cadeias laterais podem sofrer interações eletrostáticas com 

as extremidades da cadeia polipeptídicas, desestruturando formas helicoidais.  

Na estrutura secundária do tipo folha-β, as cadeias polipeptídicas apresentam uma disposição 

ziguezague. Essas cadeias podem ser dispostas lado a lado, formando estruturas que se assemelham a folhas. 

Nesse caso, as ligações hidrogênio são formadas entre resíduos adjacentes das cadeias polipeptídicas. Em 

muitos casos, as ligações hidrogênio podem ocorrer entre resíduos na cadeia distantes entre si, podendo 

ocorrer também entre cadeias diferentes. O emparelhamento de resíduos resultante desse tipo de interações 

pode resultar em dois padrões diferentes de disposição das cadeias laterais: a forma antiparalela e a forma 

paralela, ambas mostradas na Figura 1.6. Na forma antiparalela, as cadeias laterais encontram-se em 

direções alternadas, enquanto que, na paralela, essas cadeias laterais encontram-se dispostas de forma 

alinhada. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 1.6. Conformações β de cadeias polipeptídicas, mostrando em (a) a conformação β-antiparalela, em 
que os átomos de carbono, oxigênio e nitrogênio do esqueleto peptídico não se encontram alinhados (como 
pode ser visto pela perspectiva lateral) e em (b) a conformação β paralela. (Nelson e Cox, 2002, p. 129) 

 
Um outro padrão de estrutura secundária é denominado de dobra β (Figura 1.7, p. 6), sendo um 

elemento de conexão entre fragmentos de resíduos apresentando conformações β-antiparalelas. A estrutura 

apresenta um dobramento de 180°, envolvendo geralmente quatro resíduos de aminoácido. O oxigênio da 
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carbonila entre o primeiro e segundo resíduos forma uma ligação de hidrogênio com o hidrogênio do grupo 

amino entre o terceiro e quarto resíduos. Os demais grupos presentes na seqüência não participam da 

formação dessa estrutura secundária (Figura 1.7a). Um outro tipo de dobra pode também ser formado pela 

adoção da conformação cis de resíduos de prolina, conforme mostrado na Figura 1.7b. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. (a) estrutura geral de uma dobra β, indicando os quatro resíduos de aminoácidos 
(representados envoltos nos círculos azuis) que a constituem. (b) formas em que os resíduos de 
prolina podem se encontrar (cis e trans). (Nelson e Cox, 2002, p. 130) 

 

Os resíduos de glicina e prolina aparecem freqüentemente nas formas folha-β. No caso da glicina, 

esse resíduo é pequeno e flexível, enquanto o resíduo prolina adota conformação cis. Ambos os casos 

favorecem o dobramento de cadeias polipeptícas. 

 Denomina-se estrutura terciária o arranjo tridimensional de todos os átomos em uma proteína. A 

estrutura terciária indica o arranjo espacial dos resíduos de aminoácidos adjacentes da estrutura primária, 

semelhante à estrutura secundária. Porém, indica também interações entre átomos de resíduos que se 

encontram distantes entre si na estrutura primária. Dessa forma, estruturas terciárias são diferenciadas por 

interações características envolvendo resíduos de aminoácidos localizados em regiões distantes em uma 

cadeia polipeptídica.  

Polipeptídeos contendo mais de uma cadeia polipeptídica ligadas entre si adotam arranjos com 

subunidades em complexos tridimensionais. Esse nível mais elevado de organização é denominado estrutura 

quaternária. 

 

1.2. PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS DE PELE DE ANUROS 

 

 Os anfíbios apresentam uma enorme diversidade de peptídeos. Na pele de anuros encontram-se 

muitos peptídeos biologicamente ativos, sendo os peptídeos antimicrobianos considerados os mais 

avançados participantes do sistema imunológico desses animais (Boman, H. G., 1995; Zasloff, M., 2002). 

(a) 
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 Em meados dos anos 2000, foi descrito o isolamento de diversos peptídeos antimicrobianos isolados 

da pele de anuros da espécie Phyllomedusa distincta (Batista, C. V. et al., 1999), dentre eles a distinctina 

(Batista, C. V. et al., 2001), peptídeo heterodimérico, cuja estrutura primária encontra-se representada na 

Figura 1.8. 

 

ENREVPPGFTALIKTLRKCKII

NLVSGLIEARKYLEQLHRKLKNCKV
 

Figura 1.8. Seqüência peptídica da distinctina, com a representação da ligação dissulfeto entre os resíduos 
de cisteína. 
 

 Considerando os resultados de testes de atividade biológica, verificou-se que a distinctina possui 

grande atividade antimicrobiana contra diversos tipos de bactéria, Gram-positvas ou Gram-negativas 

(Batista, C. V. et al., 2001). Além disso, vários outros estudos foram feitos, como dicroísmo circular (CD) e 

espectroscopia na região do infravermelho (IV), que indicaram grande presença de estruturas secundárias do 

tipo folha-β, além da ocorrência em menor escala da estrutura secundária α-hélice (Batista, C. V. et al., 

2001). O estudo por ressonância magnética nuclear (RMN) em meio aquoso forneceu estruturas 

tridimensionais do peptídeo, indicando um forte caráter de α-hélice nas cadeias, porém com uma forte 

interação entre as moléculas da distinctina, duas a duas, sugerindo a presença do peptídeo na forma 

tetramérica (Raimondo, D. et al., 2005), conforme mostrado na Figura 1.9. 

 

 

 

 

 

   

 

Figura 1.9. Estruturas obtidas por RMN em água do heterodímero distinctina. Em (a) é representado o 
conjunto de estruturas sobrepostas, visualizando-se somente a cadeia principal das estruturas, com a 
formação do tetrâmero envolvendo duas moléculas da distinctina. As Cadeias 1 estão representadas em azul-
escuro e verde escuro e as Cadeias 2, em ciano e verde-claro. Em (b) é mostrada a estrutura tetramérica mais 
representativa, com as Cadeias 1 em roxo e as Cadeias 2 em vermelho (Raimondo, D. et al., 2005). 
 

1.2.1. RELAÇÃO ESTRUTURA-ATIVIDADE DE PEPTÍDEOS ANT IMICROBIANOS. 

  

O motivo de se estudarem as preferências conformacionais dessas moléculas reside no fato de a 

estrutura dos peptídeos antimicrobianos estar intrinsecamente relacionada ao seu mecanismo de ação. Vários 

(a) 

(b) 
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estudos dessa nova classe de substância biologicamente ativa mostraram que muitos desses peptídeos 

exercem sua atividade por meio de permeabilização de membranas bacterianas (Vogt, T. B et al., 1999; 

Bechinger, B., 1999). Grande parte desses peptídeos adotam preferencialmente formas α-helicoidais em 

meios que mimetizam membranas (Wright, P. E., 1989; Wüthrich, K., 1989; Clore, G. M. e Gronenborn, A. 

M., 1991). Acredita-se que a permeabilização da membrana é facilitada pela adoção dessa estrutura 

secundária (Westerhoff, H. V. et al., 1989). 

O modelo de mecanismo que explica a atividade da maior parte dos peptídeos antimicrobianos é o 

modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) (Matsuzaki, K, 1999; Yang, L. et al., 2000; Shai, Y., 1999) que 

propõe a interação do peptídeo com a membrana, seguida da deslocalização de lipídeos, alteração da 

estrutura da membrana e, em alguns casos, a entrada do peptídeo no interior da célula. Entretanto, não se 

sabe de forma detalhada o mecanismo, especialmente como se dá a interação entre peptídeo e membrana. 

Para explicar essa etapa, surgiram várias hipóteses, incluindo despolarização da membrana (Westerhoff, H. 

V. et al., 1989), formação de poros (Yang, L. et al., 2000), ativação de processos como a indução de 

hidrolases que degradam a parede celular (Bierbraun, G. e Shal, H.-G., 1985), desordenamento da estrutura 

da bicamada lipídica (Matsuzaki, K, 1999) e destruição da célula por interiorização do peptídeo (Kragol, G. 

et al., 2001). 

Tendo em vista a necessidade de se elucidarem, de forma completa, os mecanismos de ação desses 

peptídeos, é extremamente necessária a determinação de suas estruturas tridimensionais em condições que 

mimetizem meios fisiológicos. 

 

1.3. UTILIZAÇÃO DE DADOS DE RMN PARA O CÁLCULO ESTR UTURAL 

DE PEPTÍDEOS E PROTEÍNAS. 

 

Diferentemente da difração de raios-X, que se aplica somente a monocristais, a ressonância magnética 

nuclear (RMN) é uma técnica que tem sido usada de forma crescente para a elucidação estrutural de 

biomacromoléculas como peptídeos, proteínas e ácidos nucléicos em diversos meios (Cavanagh, J. et al., 

2006). Apenas oito anos após a primeira descrição do efeito de RMN por Isidor Rabi em 1938, estudos de 

elucidação estrutural de moléculas orgânicas foram realizados com amostras sólidas e líquidas. Em 1954, 

Jacobson e colaboradores utilizaram pela primeira vez a RMN para estudar uma biomacromolécula, 

investigando o efeito do solvente nas propriedades do DNA (Jacobson et al., 1954). Nesse estudo 

empregando RMN de 1H, verificou-se que a alta viscosidade presente em soluções de DNA se deve à 

formação de camadas de hidratação com uma ordenação superior à da água pura. Em 1957 foi obtido o 

primeiro espectro de RMN de 1H de uma proteína, a ribonuclease (Saunders, M.  et al., 1957). Até 1965 
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foram publicados 30 trabalhos descrevendo aplicações da RMN a biomacromoléculas. No início da década 

de 1970 havia 200 publicações e, em 1980, esse número se aproximava a 4.000 publicações, utilizando 

informações dos espectros de RMN em uma dimensão (RMN 1D) para investigar propriedades específicas 

dessas estruturas (Güntert, P., 1998).  

Os primeiros trabalhos que utilizaram a RMN para a obtenção de estruturas tridimensionais de 

biomacromoléculas datam do início da década de 1980. A determinação estrutural do glucagon (Braun, W. 

et al., 1981) e o estudo conformacional de uma insetotoxina de escorpião em solução aquosa (Arseniev, A. 

S. et al., 1984) foram realizados aplicando-se RMN e a metodologia de restrições conformacionais. Um 

trabalho de maior complexidade foi realizado por Zuiderweg e colaboradores, que analisaram a influência do 

lac repressor na estrutura de três cadeias na forma α-helicoidal (Zuiderweg, E. R. P. et al., 1984). 

Posteriormente, foram realizadas a elucidação estrutural da aI-purotionina, com resultados similares à obtida 

por difração de raios-X (Clore, G. M. et al. 1986) e a determinação do inibidor protease IIA (Williamson, M. 

P. et al., 1985). 

A partir de meados da década de 1980, verificou-se o uso crescente de RMN em duas dimensões 

(RMN 2D) na análise tridimensional de biomacromoléculas. Apesar da conversão de dados obtidos dos 

mapas de contornos de RMN em informações estruturais não ser um procedimento trivial, o uso de métodos 

computacionais, incluindo refinamentos baseados em simulações teóricas, tem sido uma ferramenta 

importante nesses estudos. Esses métodos computacionais tiveram maior aceitação após a determinação 

estrutural do tendamistato por RMN (Kline, A. D. et al., 1986), com resultados similares aos obtidos por 

raios-X (Pflugrath, J. et al., 1986). Nessa mesma época, Wüthrich introduziu a metodologia de atribuição 

seqüencial, baseada na identificação de seqüências únicas de resíduos em cadeias polipeptídicas e de ácidos 

nucléicos (Wüthrich, K., 1986). Através dessa metodologia pôde-se sistematizar a obtenção de informações 

estruturais dos mapas de contornos de RMN 2D. Desde então, a espectroscopia de RMN e sua aplicação nos 

estudos de biomacromoléculas desenvolveram-se consideravelmente, obtendo-se espectros em aparelhos de 

altas resoluções e mapas de contornos multidimensionais sem sobreposição de sinais. 

Atualmente, uma crescente diversificação de técnicas de RMN combinadas a métodos computacionais 

tem sido verificada para determinação estrutural de biomacromoléculas, justificando uma revisão dos seus 

usos em análises configuracional e conformacional. Assim sendo, nesta revisão são descritas as principais 

metodologias da RMN na determinação estrutural de peptídeos, abordando as restrições conformacionais a 

partir de dados de RMN, as informações estruturais contidas em mapas de contornos de RMN 2D, a análise 

sistemática de conformações locais, as consistências dos dados para atribuições estereoespecíficas não 

determinadas diretamente pelos dados de RMN, a conversão dos parâmetros obtidos experimentalmente em 

informações tridimensionais, cálculos teóricos de otimização de geometria das estruturas resultantes e as 

metodologias de análise para validar ou não o modelo final.  
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1.3.1. ANÁLISE DOS DADOS DE RMN NA DETERMINAÇÃO ESTRUTURAL 

 

A RMN é empregada comumente para a análise conformacional de estruturas de massas moleculares 

pequenas. Os dados dos espectros de RMN de 1H e de 13C em uma ou mais dimensões (técnicas 1H-1H 

COSY, 1H-1H NOESY, 1H-13C HSQC e 1H-13C HMBC) fornecem informações muito precisas sobre a 

estrutura das moléculas. Nesse caso, modelos estruturais são criados, satisfazendo ao máximo as 

informações fornecidas pela RMN. 

No caso de biomacromoléculas, são empregadas também as técnicas 1H-1H TOCSY e 15N-1H HSQC. 

Os sinais de RMN são atribuídos para identificar os resíduos de aminoácidos ou nucleotídeos. Os sinais 

devidos ao efeito nuclear Overhauser (nOe), obtidos pela técnica NOESY,  indicam as interações espaciais 

entre esses resíduos, além das restrições conformacionais da estrutura (Wüthrich, K., 1986). No entanto, 

deve-se considerar que essa técnica registra normalmente uma média entre as possíveis conformações em 

equilíbrio, pois o tempo de interconversão conformacional apresenta-se normalmente menor do que o tempo 

de resolução do espectrômetro de RMN, e as distribuições de probabilidade de conformações moleculares 

são virtualmente impossíveis de serem obtidas (Hendrickson, W. A., 1981; Case, D. A., 1981; van 

Gunsteren, W. F. et al., 1999; Barsukov, I. L. e Lian, L.-Y., 1993). Além disso, os parâmetros obtidos por 

RMN são também afetados por esse aspecto dinâmico do sistema analisado, o que diminui 

consideravelmente a precisão dos valores desses parâmetros tais como distâncias interatômicas e ângulos 

diedros (Nilges, M., 2001). Neste caso, utilizam-se intervalos prováveis de valores dos parâmetros, 

constituindo-se em restrições conformacionais especificados pelos valores limites inferior (l) e o superior 

(u). No entanto, essas restrições não são suficientes para definir estruturas de biomacromoléculas (Güntert, 

P., 1998).  

Assim sendo, informações sobre estruturas primárias, comprimentos das ligações, ângulos de ligação, 

quiralidade, planaridade de grupos e repulsões estéricas entre átomos não ligados tornam-se necessárias para 

a determinação estrutural de biomacromoléculas. Esses outros parâmetros devem ser considerados na 

análise, com estruturas covalentes mantidas por potenciais em campos de força apresentando ângulos de 

torção e repulsões estéricas entre grupos não ligados (separados por três ou quatro ligações). 

 

1.3.1.1. O Efeito Nuclear Overhauser e as Restrições de Distâncias Interatômicas  

 

O efeito nuclear Overhauser (nOe) fornece informações importantes sobre qual sinal de ressonância 

corresponde a um núcleo que está próximo espacialmente de um outro numa molécula. Os dois núcleos 

magneticamente ativos comportam-se  como dois pólos magnéticos. Mesmo que na molécula os dois 

núcleos estejam distantes entre si por várias ligações covalentes, a aproximação espacial entre eles pode ser 
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registrada, por exemplo, pela técnica NOESY. Esta  permite inferir sobre disposições espaciais de sítios em 

uma molécula e, conseqüentemente, propicia sua análise conformacional (Rule, G. S. e Hitchens,, T. K., 

2006; Kumar, A. et al., 1980; Macura, S. e Ernst, R. R., 1980). O sinal de nOe registrado apresenta um 

volume (V) proporcional à distância (r) entre os dois núcleos que interagem entre si no espaço via momento 

magnético, conforme a Equação 1. A função que envolve tempos de correlação, )( cf τ , inclui efeitos 

globais e movimentos internos da molécula e a média de r (distância entre dipolos magnéticos) indica que as 

distâncias interatômicas variam devido ao aspecto dinâmico do sistema e, portanto, deve-se utilizar uma 

média desses valores. A obtenção do valor médio de r não é, todavia, trivial. Os nOe’s medidos são uma 

média temporal de um grande conjunto de estruturas e os limites superiores e inferiores das restrições são 

distâncias instantâneas. Foram propostas diversas metodologias para se obter essa média, entre elas uma 

média temporal de restrições de distância (van Gunsteren, W. F. et al., 1994), média do conjunto de 

estruturas (Kemmink, J. e Scheek, R. M.; 1995) e refinamentos de dinâmica molecular com espaço 

conformacional restrito (Brüschweiller, R. 1992). As intensidades dos sinais são quantificadas por meio do 

cálculo dos volumes dos picos, obtidos por integração sobre a área do sinal. Esse procedimento é preferível à 

correlação da intensidade à altura do pico, uma vez que as linhas de base podem variar bastante para cada 

ressonância. 

 

V = 〈 r-6 〉 ƒ (τc)                                   (1) 

 

A conversão dos sinais de nOe’s em distâncias não é trivial, pois a Equação 1 não leva em 

consideração a difusão de spin e as trocas químicas. Esses efeitos podem ser pouco significativos quando, 

durante o experimento para detecção do espectro, se utiliza um tempo de mistura (tm) adequado. No entanto, 

outros efeitos podem ser determinantes, principalmente aqueles relativos ao aspecto dinâmico do sistema. 

Neste caso, podem-se utilizar diversas formas de restrições conformacionais. Um artifício seria classificar os 

nOe’s de acordo com suas intensidades. Sinais intensos (nOe forte) e de médias intensidades (nOe médio) 

são atribuídos para tempos de mistura de aproximadamente 50 ms. No caso de nOe fraco, o sinal é visível 

somente em tempos de mistura mais longos. Para as três classes atribui-se o mesmo valor de limite mínimo 

(l = 1,8 Å), porém atribuindo valores diferentes para os limites máximos: nOe’s fortes, médios e fracos têm-

se u = 2,8, 3,4 e 5,0 Å, respectivamente (Clore, G. M. et al., 1986; Williamson, M. P. et al., 1985; Evans, J. 

N. S, 1995). 

Um outro artifício mais quantitativo de restrições conformacionais utiliza curvas de calibração 

baseadas na Equação 1, descrevendo relações entre os parâmetros V e u através de uma constante de 

proporcionalidade k ou k’, conforme Equações 2 a 4 (p. 12). A Equação 2 (p. 12) é muito utilizada na análise 

de nOe’s dos núcleos da cadeia principal da molécula. Por sua vez, curvas de calibração mais conservativas 
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são obtidas a partir das Equações 3 e 4, sendo mais adequadas para nOe’s relativos a núcleos periféricos de 

cadeias laterais (Güntert, P., 1998; Güntert, P. et al., 1991). 

 

                                                (2) 

 

                                              (3) 

  

                                                   (4) 

 

Em todos os casos torna-se necessário determinar o valor de k, utilizando-se um padrão de distância 

interno da estrutura. Por exemplo, a distância entre os hidrogênios Hε e Hδ de um resíduo de tirosina (2,48 Å) 

pode ser um padrão de distância interno. Neste caso, um sinal de nOe relativo à interação entre Hε e Hδ teria 

uma intensidade correspondente a uma distância igual ao valor de u (Evans, J. N. S., 1995). A partir dessa 

informação, e da Equação 2, obtém-se o valor de k e, em conseqüência, dos demais valores de u. O valor de 

limite mínimo pode ser considerado com l = 0,95 Å para hidrogênios amídicos e l = 1,0 Å para os demais 

tipos de hidrogênios, 1,35 Å para carbonos aromáticos, 1,4 Å para os demais carbonos, 1,3 Å para 

nitrogênio, 1,2 Å para oxigênio e 1,6 Å para átomos de enxofre e fósforo (Braun, W. e Gō, N., 1985).  

Sinais de nOe de núcleos relativamente próximos podem sofrer diminuição de intensidade ou mesmo 

não ser registrados devido a movimentos internos da estrutura, bem como a trocas químicas. Por isso, a 

ausência de sinais de nOe não sugere necessariamente restrições espaciais para análise conformacional. Caso 

assim fosse, a ausência de sinais de nOe levaria a limites mínimos de restrição (l) pouco confiáveis e a 

confôrmeros mal-interpretados (Nilges, M., 2001).  

 

1.3.1.2. Constantes de Acoplamento Escalar e as Restrições de Ângulos Diedros 

 

Em 1963, Karplus propôs uma relação entre ângulos diedros (θ, Figura 1.10, p. 13) e constantes de 

acoplamento escalar 3J de dois núcleos (Equação 5) (Karplus, M., 1963). As constantes A, B e C podem ser 

determinadas pelo ajuste da Equação 5 para valores de 3J obtidos experimentalmente. Assim, proteínas com 

estruturas conhecidas e valores de 3J descritos na literatura (Berman, H. M. et al., 2003) podem servir de 

ponto de partida para obter valores de θ e informações importantes sobre restrições espaciais na análise 

estrutural de análogas. 

 

                                  (5) 
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Semelhantemente às medidas de distâncias interatômicas estimadas por nOe’s, a determinação de θ a 

partir dos valores de 3J pode ser afetada por diversas variáveis e deve-se considerar que as curvas de Karplus 

(Figura 1.10) são aproximações de dados experimentais. Desta forma, as restrições de ângulos diedros 

fornecidas pelos valores de 3J devem ser combinadas com as restrições de distância sugeridas pelos valores 

de nOe para resultar em informações importantes sobre conformações locais (Sutcliffe, M. J., 1993).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.10. Curva representando as Relações de Karplus para 3J em relação ao ângulo de torção θ. (Evans, 
1995, p. 30). 

 

Acoplamentos spin-spin podem ser observados também para spins conectados por ligações de 

hidrogênio ou por interações covalentes, como, por exemplo, as constantes dos acoplamentos 2hJ(C'–HN) e 
3hJ(C'–N) (Case, D. A., 2000; Barnwal, R. P. et al., 2007). Partindo desses tipos de acoplamento, mais 

especificamente 3hJ(C′i-1–Hα), 3hJ(C′i-1–Cβ) e 3J(HN–Hα), podem ser estimados os ângulos diedros φ e ψ. 

Por sua vez, os valores de 3J(Hα–Hβ), 3hJ(N–Hβ) e 3hJ(C′–Hβ) podem estimar o valor do ângulo diedro χ
1 

(Figura 1.11), bem como as restrições espaciais relativas às cadeias laterais. Apesar de fornecer informações 

sobre conformações locais, os valores de 3J podem ser importantes para definir de forma estereoespecífica os 

hidrogênios diastereotópicos, além de estimar ângulos de torção de diferentes confôrmeros. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.11. Relação dos ângulos diedros do peptídeo, mostrando os ângulos χ, relativos às cadeias laterais. 
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Como as constantes de acoplamento escalar manifestam-se na estrutura fina dos mapas de contornos 

de RMN 2D, os valores de 3J podem ser estimados a partir dos desdobramentos registrados em espectros de 

anti-fase, como o DQF COSY, TQF COSY e E.COSY (Mujeeb, A. et al., 1999; Griesinger, C. et al., 1985). 

Os valores de J podem ser estimados também a partir das intensidades dos sinais modulados de J nos 

espectros de uma série de estruturas (Neri, D. et al., 1990) ou a partir de experimentos J-multiplicados como 

o MJ-HSQC (Heikkinen, S. et al., 1999; Xia, Y. et al., 2000). 

 

1.3.1.3. Correlações obtidas pela técnica 15N 1H  HSQC e as Restrições de Ligação de Hidrogênio 

As restrições conformacionais devidas a ligações de hidrogênio sofrem normalmente um efeito 

determinante sobre a conformação global da estrutura, podendo ser consideradas independentemente das 

restrições obtidas por nOe. Os sítios envolvidos em ligação de hidrogênio podem ser determinados através 

de fenômenos de troca química em RMN (Konrat, R. et al., 1999). No estudo de biomacromoléculas em 

solução, os hidrogênios amídicos que não apresentam ligação de hidrogênio sofrem trocas químicas por 

hidrogênios do solvente. Em solventes próticos deuterados, os sinais desses hidrogênios apresentam 

diminuição da intensidade ou, até mesmo, não são registrados nos mapas de contornos 15N-1H SQC.  

Núcleos envolvidos em ligação de hidrogênio apresentam menor disponibilidade para troca química e, 

portanto, menor taxa temporal de diminuição de sinal em relação a núcleos não envolvidos em ligação de 

hidrogênio (Clarke, J. e Itzhaki, L. S., 1998). Assim sendo, medidas de intensidade de sinais obtidos pela 

técnica 15N-1H HSQC podem ser obtidas em intervalos de tempo, indicando os sinais de menores taxas de 

diminuição, que correspondem a núcleos envolvidos em ligação de hidrogênio.  

Os hidrogênios amídicos de peptídeos apresentam menores taxas de diminuição de intensidade de 

sinais obtidos por 15N-1H HSQC, indicando serem sítios envolvidos em ligação hidrogênio. As taxas de 

trocas químicas nessas biomacromoléculas são influenciadas fortemente pelo pH e pela temperatura do 

meio, além do tipo de estruturas secundária e terciária presentes (Cordier, F. e Grzesiek, S., 2002).  

Apesar das informações obtidas por 15N-1H HSQC serem importantes na análise estrutural, a 

combinação com a análise de mapas de contornos NOESY faz-se necessária para se obterem informações 

sobre os demais átomos que participam de ligações de hidrogênio. Assim, um par de restrições de distâncias 

interatômicas deve ser considerado para haver uma ligação de hidrogênio efetiva. No caso de nOe’s 

característicos de estruturas α-helicoidais em peptídeos, o hidrogênio amídico do resíduo i apresenta ligação 

de hidrogênio com o oxigênio carbonílico do resíduo i-4. As distâncias interatômicas entre esses átomos 

devem ser entre 1,8 a 2,0 Å e a distância entre o nitrogênio amídico e o oxigênio carbonílico entre 2,7 e 3,0 

Å (Figura 1.12, p. 15). 
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Figura 1.12. Limites de valores de distância para as restrições de ligação de hidrogênio. 

 

As restrições de ligação de hidrogênio podem ser estimadas também por restrições de distância 

obtidas por NOESY. Normalmente, essas restrições tornam-se importantes em etapas iniciais da análise 

conformacional de peptídeos com grande número de resíduos de aminoácidos. Além disso, podem ser 

empregadas usualmente no estudo de fragmentos de peptídeos onde não há informações suficientes para 

análise conformacional, especialmente em sítios apresentando estruturas secundárias do tipo α-hélice ou 310-

hélice. 

As constantes de acoplamento escalar, como exemplo 2hJ(C'–HN) e 3hJ(C'–N), fornecem também 

informações de restrições por ligações de hidrogênio. Embora esses acoplamentos estejam relacionados a 

valores relativamente baixos de constantes de acoplamentos escalares, pode-se inferir sobre a existência de 

ligações de hidrogênio na região molecular especificada, os átomos envolvidos neste tipo de interação e, até 

mesmo, os comprimentos de ligação (Cornilescu, G. et al., 1999). 

 

1.3.1.4. Acoplamento Dipolar Residual e as Restrições Orientacionais 

 

As restrições conformacionais a curta distância descritas nos itens 2.1 a 2.3 são importantes na análise 

conformacional de peptídeos globulosos. No caso de peptídeos com disposições espaciais relativamente 

menos globulosas, informações sobre restrições conformacionais a longas distâncias envolvendo 

principalmente suas extremidades devem ser consideradas na análise conformacional (Clore, G. M. et al., 

1999). O acoplamento dipolar entre núcleos pode ser usado para a obtenção de informações sobre estruturas 

de moléculas em líquidos, pois permite inferir sobre interações à longa distância que dependem tanto da 

distância entre dipolos magnéticos quanto de suas orientações em relação ao campo magnético externo B0. 

Essa propriedade pode ser estimada pela constante de acoplamento dipolar entre dois núcleos, dada pela 

Equação 6  (p. 16). O termores
ijD é a contribuição dipolar do desdobramento da ressonância observada para 

um par de núcleos i e j cujos spins se encontram acoplados, 0µ  é a permeabilidade do vácuo iγ  e jγ  são 

respectivamente as razões giromagnéticas para os spins de i e j, efijr ,  é a distância interatômica efetiva entre 

i e j e ( ))(cos2 tP θ  é a função de Legendre do ângulo θ entre o ij -ésimo vetor interatômico e o vetor campo 

magnético externo B0. O termo P2 deve ser tratado como uma média por ser uma variável com dependência 

temporal. Esse termo é nulo para amostras em soluções anisotrópicas, pois quando submetidas a um campo 
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2,7 Å < dOH< 3,0 Å
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B0 não adquirem ordenação devido à rotação das moléculas e ao movimento browniano (Lipsitz, R. S. e 

Tjandra, N., 2004). 

  

               (6)  

 

Biomacromoléculas sob a forma cristalina apresentam restrições de movimento e alinhamento total 

dos vetores internucleares em um campo B0, resultando em acoplamentos dipolares muito grandes, a ponto 

de interferirem na análise de RMN. Portanto, em soluções anisotrópicas e na forma cristalina, torna-se 

usualmente difícil a medida do acoplamento dipolar. Entretanto, amostras podem ser ordenadas em meios 

líquidos fracamente orientados como cristais líquidos e bicelas, fornecendo acoplamentos dipolares 

pequenos e mensuráveis, que são denominados de acoplamentos dipolares residuais (RDC). Esse 

acoplamento está relacionado à colisão entre moléculas da amostra e do solvente, resultando em uma 

ordenação mínima e RDC mensurável (Tjandra, N. e Bax, A., 1997a; Hansen, M. R. et al., 1998; Bendiak, 

B, 2002; Freudenberger, J. C. et al., 2004; Freudenberger, J. C. et al., 2005). Os RDCs podem ser medidos 

através dos mapas de contornos 15N - 1H HSQC ou 13C - 1H HSQC sem desacoplamento na dimensão do 

carbono ou nitrogênio, respectivamente (Figura 1.13). 

Vários desdobramentos de sinais de ressonância podem ser observados em soluções isotrópicas e as 

distâncias entre as linhas destes sinais fornecem constantes de acoplamento escalar das ligações N-H ou C-

H. Por outro lado, em meios que geram orientações parciais, as distâncias entre os desdobramentos 

correspondem à soma do acoplamento escalar com o acoplamento dipolar residual (Tjandra, N. e Bax, A., 

1997b; Ottiger, M. et al., 1998). Entretanto, no caso de obtenção dos sinais de ressonância por mapas de 

contornos J-modulados, conforme mencionados na seção 2.2, a aquisição de informações de RDC é 

dificultada, uma vez que tem-se diminuição da resolução espectral, o que aumenta a largura das linhas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.13. Mapas de contornos HSQC: (a) desacoplado em ambas as dimensões, com desdobramentos 
15N-1H não observados; (b) sem desacoplamento na dimensão 15N, em solução isotrópica, com 
desdobramentos 15N-1H iguais ao acoplamento escalar 15N-1H (~92 Hz); (c) sem desacoplamento na 
dimensão 15N, meio parcialmente orientador, desdobramentos 15N-1H somados aos RDCs. 
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Recentemente, foi proposta a utilização de espectros J-evoluídos, em vez de J-modulados, 

empregando a técnica JE-N-BIRDd,X-HSQC, que permite maior resolução de sinais anteriormente não-

resolvidos (Furrer, J. et al., 2007). Além disso, uma outra técnica de medir RDC foi utilizada recentemente 

através dos mapas de contornos anti-fase (Prestegard, J. H. et al., 2005). 

O RDC pode ser quantificado pela orientação de eixos internucleares em relação a um campo 

magnético. Através dos valores de res
ijD  podem ser obtidos os respectivos valores de θ e utilizados para 

refinar o conjunto final de estruturas. Os valores relativos de RDC não dependem da distância entre pares de 

ligação como, por exemplo, para um par de ligações 15N – 1H. Esses valores indicam somente a orientação 

relativa ao campo magnético dos vetores interatômicos, independente de esses pares serem adjacentes ou se 

encontrem em extremidades opostas na estrutura (Prestegard, J. H. et al., 2000). 

Normalmente, os valores de RDC são medidos para acoplamentos através de uma ligação. Como os 

valores de RDC dependem das distâncias interatômicas, torna-se apropriado definir uma ligação específica, 

pois a distância não sendo variável não deve interferir na medida do seu valor. O acoplamento através de 

duas ligações pode ser estimado também, embora não haja variações significativas nas distâncias 

interatômicas. Para acoplamentos referentes a três ou mais ligações, os valores de RDC tornam-se 

dependentes também dos ângulos diedros envolvidos, tornando o tratamento dos dados mais laborioso. 

O RDC pode fornecer também informações estruturais através do cálculo por recozimento simulado 

(simulated annealing) como funções de penalidade (Equação 7), onde W é o peso de cada contribuição 

dipolar residual e Di,calc e Di,obs são os desdobramentos calculados e experimentais para a estrutura, 

respectivamente. Essa função de penalidade, chamada também de pseudo-energia, é adicionada às energias 

das distâncias moleculares normais. Assim sendo, as restrições de nOe e um mínimo de energia são 

procurados pelo protocolo de recozimento simulado. 

         (7) 

 

Outras informações estruturais podem ser obtidas através de alinhamentos de fragmentos da estrutura, 

baseados na sobreposição dos principais tensores de ordem determinados para esses fragmentos individuais. 

Neste caso, a estrutura é decomposta em um conjunto de pequenos fragmentos moleculares. Na condição de 

alinhamento parcial, podem ser introduzidos os valores de tensores de ordem obtidos experimentalmente em 

uma geometria de eixos arbitrários. Por meio de matrizes de ordem de acoplamentos dipolares, podem ser 

obtidas as estruturas desses fragmentos nos eixos dos tensores determinados experimentalmente (Prestegard, 

J. H., 2000; Quine, 2004).  
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1.3.1.5. Deslocamentos Químicos e as Informações Estruturais 

 

Deslocamentos químicos (δ) são parâmetros extremamente sensíveis ao ambiente em que se encontra 

o núcleo. Assim sendo, as conformações locais, bem como os ângulos diedros φ e ψ, contribuem 

significativamente para os valores de δCα, δHα, δCβ, e δC’ (Wishart, D. S. e Nip, A. M., 1998; Sibley, A. B. et 

al., 2003). Os valores de δN da cadeia principal são influenciados significativamente pela estrutura primária, 

principalmente pelas características dos resíduos vizinhos. O valor de δC do carbono carbonílico do i-ésimo 

resíduo é afetado significativamente pelo resíduo i+1 (Spitzfaden, C. et al., 1994; Yao, J. et al., 1997), 

conforme a nomenclatura usual para resíduos de aminoácidos em peptídeos, apresentada na Figura 1.14. 

Com exceção de resíduos de prolina, os valores de δCα e δCβ não são afetados marcantemente pela estrutura 

primária ou substituinte aromático nas cadeias laterais. As estruturas secundárias têm um forte efeito sobre o 

valor do deslocamento químico do hidrogênio Hα. O valor de δHα, por exemplo, apresenta-se 0,39 ppm 

menor em formas α-hélice do que em formas desestruturadas. Em formas folhas-β, o valor de δHα torna-se 

0,37 ppm maior em relação à forma desestruturada (Pastore, A. e Saudek, V., 1990; Wishart, D. S. et al. 

1991; Osapay, K. e Case, D. A., 1994; Szilágyi, L., 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.14. Representação das possíveis interações entre hidrogênios intraresiduais e suas correspondentes 
notações. 
 

Muitas vezes os dados de deslocamentos químicos não são suficientes para a análise conformacional, 

pois não dependem de variáveis espaciais definidas como as observadas para nOe’s e 3J. No entanto, esses 

dados podem ser utilizados para refinamento estrutural, previsão de estruturas secundárias, inferência de 

ângulos diedros da cadeia principal e identificação de estruturas similares para validação da análise 

conformacional (Sprangers, R. et al., 2000; Cornilescu, G. et al., 1999). 
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Apesar dos bancos de dados de RMN, tais como BMRB e RefDB, fornecerem deslocamentos 

químicos de biomacromoléculas, muitos desses valores apresentam-se pouco precisos ou não foram 

atribuídos corretamente (Wihsart, D. S. e Case, D. A, 2001). Diversos métodos estatísticos foram 

desenvolvidos para avaliar e corrigir esses valores (Wang, L. et al., 2007; Neal, S. et al., 2003; Zhang, H. et 

al., 2003; Ginzinger, S. W. et al., 2007; Wang, Y. e Wishart, D. S., 2005). Algumas restrições de 

conformações locais de resíduos podem ser estabelecidas a regiões α-hélices ou folhas-β do diagrama de 

Ramachandran. Além disso, a utilização de potenciais pode ser incluída aos dados de deslocamento químico 

para a análise conformacional.  

A determinação das estruturas secundárias pode ser realizada através do índice de deslocamento 

químico (CSI) (Wihsart, D. S. et al., 1992). Esse índice consiste na comparação de deslocamentos químicos 

de um determinado núcleo em cada resíduo da cadeia polipeptídica com deslocamentos químicos desse 

núcleo em estruturas randômicas presentes em bancos de dados. Geralmente, o CSI é utilizado para o 

hidrogênio Hα. No caso da variação do valor de δHα em relação ao valor de referência (∆δHα) for entre ± 0,1 

ppm, atribui-se um índice igual a zero. Quando ∆δHα > +0,1 ppm atribui-se um índice de +1 e ∆δHα < -0,1 

ppm para um índice de -1. A Figura 1.15 mostra um diagrama da posição dos resíduos na cadeia contra os 

valores de CSI obtido para a estrutura ARC Repressor. Os agrupamentos densos de índices -1 não 

interrompidos por índices “+1” são considerados como evidências de formas α-hélice. Por sua vez, os 

agrupamentos densos de índices “+1” não interrompidos por índices “-1” são considerados como evidências 

de formas folha-β. 

 

 

 

 

 

Figura 1.15. Diagrama de valores de CSI para cada resíduo da seqüência do peptídeo ARC Repressor, com 
representação das estruturas secundárias (Wishart, D. S. et al., 1992). 
 
 

1.3.2. METODOLOGIAS TEÓRICAS DE CONVERSÃO E INTERPRETAÇÃO DOS 

DADOS DE RMN 

 

1.3.2.1. O Uso da Dinâmica Molecular nas Otimizações de Geometria 

 

O emprego do método de dinâmica molecular (DM) na otimização de geometria de 

biomacromoléculas obtidas por RMN foi realizada pela primeira vez em meados da década de 1980 
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(Kaptein, R. et al., 1985; Clore, G. M. et al., 1986; Brünger, A. T. et al., 1986). Esse método requer menor 

tempo computacional e converge frequentemente ao mínimo global, devido a componentes de energia 

cinética utilizadas no cálculo. Entretanto, a otimização de geometria por DM está relacionada à evolução das 

conformações em um determinado intervalo de tempo, podendo resultar em informações estruturais distintas 

daquelas obtidas pelos dados de RMN (Güntert, P., 1998). Para a determinação estrutural por RMN, no 

entanto, a dimensão temporal não é importante nessa etapa de otimização de estrutura. Foram adotados, 

então, métodos que possuem a mesma capacidade de aproximar-se de um mínimo global que a DM. 

O método de recozimento simulado (simulated annealing, SA) é um procedimento de minimização de 

energia por DM. O método é baseado em uma técnica comum em metalurgia para preparo de estruturas 

metálicas mais estáveis através de um aquecimento rápido do metal e, subseqüentemente, resfriamento lento 

e controlado. No estudo de biomacromoléculas, essa variação de temperatura é simulada teoricamente, 

mostrando bastante eficiente para a obtenção de estruturas estáveis (Brünger, A. T. et al., 1990).  

A Figura 1.16 mostra esquematicamente as mudanças de conformação sofridas durante uma 

simulação de SA. Como resultado, seria esperada a obtenção de geometrias com energias próximas ao do 

mínimo global da estruturas estudadas (Nilges, M. et al., 1988). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 
 
Figura 1.16. Representação das mudanças sofridas pela molécula durante o processo de cálculo por 
recozimento simulado: (a) na conformação e (b) na energia. (Nilges, 2001) 

 
 
Técnicas híbridas têm sido empregadas também na análise conformacional de peptídeos, 

principalmente a combinação de geometria de distâncias de matrizes métricas com o método recozimento 

simulado (Nilges, M. et al., 1988; Brünger, A. T. et al., 1997). A primeira relaciona-se com a estrutura de 

partida e a segunda, com a otimização de geometria ou refinamento estrutural. No entanto, como a 

metodologia de geometria seleciona randomicamente valores de distâncias interatômicas dentro de limites 
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específicos, estruturas muito distorcidas podem ser obtidas empregando essa metodologia, necessitando de 

altos tempos de processamento computacional para otimização de geometria. 

Além de o algoritmo utilizado desconsiderar a influência da trajetória na otimização de geometria, o 

método de recozimento simulado apresenta outras características. A função de energia potencial inclui 

parâmetros que mantêm as condições de covalência da estrutura. Esses parâmetros são uma componente 

harmônica relativa ao comprimento de ligação, potenciais de ângulos de ligação, potenciais de ângulos de 

torção, termos para reforçar quiralidades e planaridades adequadas e um potencial simples de repulsão, 

conforme descritos na Equação 8. Os termos kb, kθ, kφ, krepul, kd e ka são constantes de força; r é o 

comprimento de ligação calculado; r0 é o comprimento de ligação correto; θ e θ0 são, respectivamente, os 

ângulos de ligação calculado e correto; φ é o valor do ângulo de torção ou do ângulo impróprio; n é o 

número de mínimos do potencial de ângulos de torção; δ é o desvio do ângulo de torção e potenciais 

impróprios; s é um fator de escalamento; Rmin é a distância em que o potencial de van der Waals tem seu 

valor mínimo; R é a distância calculada entre um par de átomos não ligados; ∆a e ∆d são os tamanhos das 

violações de restrições de distância e angulares, respectivamente. 

 

 

                                                                                                                                                       (8) 

 

 

1.3.2.2. Atribuições Estereoespecíficas 

 

A verificação da consistência e conversão dos dados de entrada para o cálculo, bem como a atribuição 

estereoespecífica de hidrogênios diastereotópicos podem ser feitas pelo método de busca em grades (Grid 

Search). Esse método consiste na decomposição da estrutura em diversas grades multidimensionais e cada 

dimensão corresponde a um ângulo diedro, utilizando-se normalmente apenas os ângulos φ, ψ e χ1 de cadeias 

peptídicas (Figura 1.11, p. 13). Modelando a estrutura como se fosse uma grade, torna-se possível realizar 

com maior rigor buscas conformacionais de regiões definidas de biomacromoléculas, detectando-se 

facilmente inconsistências entre os dados (Güntert, P. et al., 1998).  

Para atribuição estereoespecífica, hidrogênios metilênicos e grupos isopropila podem ser tratados 

apropriadamente como pseudo-átomos. Quando essa atribuição não pode ser feita manualmente, utilizam-se 

os dados de nOe e 3J  (Güntert, P. et al., 1989). Pelo Método Local, duas buscas em grade de forma paralela 

são empregadas, sendo uma para cada possibilidade de atribuição. Assim, as conformações locais são 

verificadas próximas aos grupos a serem atribuídos. Quando há convergência de dados apenas para uma 

busca em grade, considera-se que a atribuição seja inequívoca.  
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O Método Global é uma outra alternativa para atribuição estereoespecífica no cálculo da estrutura 

tridimensional ou por referência a estruturas de homólogos. Embora esse método apresente a vantagem de 

levar em consideração a estrutura como um todo e, por conseqüência, todas as restrições conformacionais 

presentes, uma análise sistemática de conformações locais não é viável. Dessa forma, as atribuições 

estereoespecíficas são baseadas apenas em análises estatísticas de um número limitado de confôrmeros.  

Quando a atribuição inequívoca pelos métodos local e global não for possível, diversos tratamentos 

de restrições de distância de átomos diástereotópicos podem ser empregados. Um tratamento considera que 

os nOe’s advêm de um pseudo-átomo localizado no centro entre os átomos diástereotópicos (Wüthrich, K., 

1986). Como os nOe’s referem-se a átomos, uma correção deve ser adicionada à restrição de distância. Para 

nOe’s inter-residuais, a correção é igual à distância entre o pseudo-átomo e o átomo ou grupo que ele 

substitui e, para nOe’s intra-residuais, igual à diferença máxima estericamente permitida entre as distâncias 

relevantes aos átomos ou grupos e aos pseudo-átomos, respectivamente. No caso de hidrogênios β-

metilênico e grupos metila, as correções são respectivamente de 0,3 e 1 Å, ambos os valores adicionados ao 

limite superior da restrição de distâncias. A relação entre o limite superior da restrição de distância relativa 

ao pseudo-átomo (Qb ) e os limites superiores das restrições relativas aos hidrogênios metilênicos (1b  e 2b ), 

com a correção, é dada pela Equação 9. 

 

b
Q
 = min(b

1
,b

2
) + c

Q
 (9) 

 

O método de simetrização trata restrições de distância relativas a hidrogênios diastereotópicos não 

atribuídos de forma estereoespecífca. Nesse método considera-se o limite superior menos restritivo possível 

para os dois hidrogênios envolvidos, conforme Equação 10. 
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) (10) 

 

Outro método combina técnicas de simetrização com pseudo-átomos, empregando os programas 

DIANA (Güntert, P. et al., 1991a) e DYANA (Güntert, P. et al., 1997), conforme Equação 11. Esse método 

pode fornecer resultados melhores que os dois métodos quando tratados independentemente. 
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Um outro método utiliza a soma da média das duas distâncias relativas aos substituintes 

diastereotópicos (1d  e 2d ), conforme Equação 12 (p. 23). Esta técnica não considera explicitamente 
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pseudo-átomos, mas considera que os dados de nOe’s originam-se de ambos os substituintes 

diastereotópicos simultaneamente, podendo ser utilizada para todos os grupos de hidrogênios não atribuídos 

estereoespecificamente, sem a necessidade de correções de pseudo-átomos ou de dados de multiplicidade 

(Brünger, A. T., 1992). 

            (12) 

 

 

1.3.2.3. Metodologia de geometria de distância 

 

A geometria de distâncias foi a primeira metodologia teórica empregada na análise conformacional a 

partir de dados de RMN. Através deste método há conversão em coordenadas cartesianas de dados de 

contornos NOESY em distâncias espaciais entre átomos ou grupos (Blumenthal, L. M., 1953). Com o 

desenvolvimento de programas computacionais para análises estruturais, na década de 1980 (Braun, W. et 

al., 1981; Havel, T. F. e Wüthrich, K., 1984; Williamson, M. P., et al., 1985) essa metodologia foi aplicada 

também a biomacromoléculas. Inicialmente, a metodologia baseou-se em geometria de distâncias de 

matrizes métricas, fornecendo as primeiras estruturas calculadas a partir de dados de RMN. Tendo em vista 

os limites computacionais daquela época, muitas informações estruturais não eram consideradas 

explicitamente nos cálculos. Simplificações da representação de resíduos de aminoácido como conjuntos de 

pseudo-átomos foram realizadas para diminuir o tempo de processamento (Arseniev, A. S. et al., 1984; 

Havel, T. F. et al., 1983).  

O DISGEO foi o primeiro software completo para análise conformacional a partir de dados de RMN 

(Havel, T. F. e Wüthrich, K., 1984). O algoritmo do programa permitiu a utilização de medidas de distância, 

incluindo aquelas pouco precisas, para estruturas peptídicas. O alto tempo computacional (proporcional a N3 

para um sistema de N átomos) e o fato de o programa não ser capaz de reconhecer diferença entre imagens 

especulares para especificar quiralidade (pois os dados de entrada baseavam-se em distâncias interatômicas) 

não permitiram, no entanto, um largo uso do DISGEO na análise conformacional de peptídeos de maiores 

massas molares.  

A geometria de distâncias de matrizes métricas (metric matrix distance geometry) foi a primeira 

metodologia utilizada para a conversão de restrições de distância obtidas por RMN em estruturas 

tridimensionais. Através dos valores exatos de todas as distâncias entre um conjunto de pontos em um 

espaço euclidiano, torna-se possível determinar as coordenadas cartesianas para esses pontos (Crippen, G. 

M., 1977; Crippen, G. M. e Havel, T. F., 1978). 

No cálculo de estruturas tridimensionais, os dados experimentais são inseridos no arquivo de entrada 

do programa que é constituído por uma tabela de restrições de distância e de conectividades entre os átomos. 

6

1
6

2
6

1 )(
−−− += ddd



 24

Primeiramente, são especificadas as faixas de valores de distância entre pares de átomos, realizando todas as 

combinações possíveis entre os átomos presentes na molécula, incluindo-se as restrições de distância obtidas 

experimentalmente. Todas as faixas de valores de distâncias são submetidas a análise de consistência, 

utilizando-se a desigualdade de triângulos em conjuntos de três átomos (A, B e C, Figura 1.17). Para cada 

conjunto, A e C não se encontram ligados e as distâncias entre A – C , A – B e B – C  ( ACd , ABd  e BCd , 

respectivamente) devem satisfazer a Equação 13. Se um limite superior de distância for maior que a 

permitida, esse limite deve ser diminuído até que seja satisfeita a equação. Os limites superiores também são 

submetidos às mesmas considerações. 

 

 (13) 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.17. Representação de um conjunto de três átomos, A, B e C, mostrando a distância entre eles. 
 

Em seguida, para cada valor de restrição de distância, um valor é escolhido aleatoriamente entre os 

limites superior e inferior. A conversão desses valores de distância para coordenadas cartesianas é realizada 

fixando um ponto centróide em que todos os valores dos eixos cartesianos serão zero, de tal forma que todos 

os átomos passam a ter sua posição determinada pelas coordenadas xi, yi e zi (Equação 14, Figura 1.18).  
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Figura 1.18. Conjunto de três átomos, A, B e C, com os vetores de distância entre o ponto central do plano 
cartesiano e cada átomo, localizados no espaço por suas respectivas coordenadas cartesianas. 
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Os vetores di0, que representam a distância de um átomo i ao ponto centróide 0, são então definidos e as 

matrizes métricas são construídas considerando os átomos dois a dois. Para dois átomos i e j, os elementos 

de uma matriz métrica NN × , em que N é o número total de átomos na estrutura, podem ser calculados pela 

Equação 15.  

            (15) 

Através da Equação 16 podem ser calculados os valores de di0 e dj0 sem as coordenadas cartesianas para uma 

estrutura de N átomos. 

              (16) 

 

As coordenadas cartesianas podem ser calculadas a partir dos autovalores (λi) e autovetores (wi) da matriz 

métrica G (Equação 17), em que i corresponde aos eixos x, y, e z. As coordenadas cartesianas relacionam-se 

com os autovalores e autovetores, conforme Equação 18. 

 

 (17) 

 

   (18) 

 

As coordenadas geradas pelo algoritmo de geometria de distâncias não são ainda satisfatórias, 

ocorrendo distorções devidas à amostragem aleatória de distâncias entre os valores permitidos pelas 

restrições conformacionais. Portanto, otimizações de geometria por mecânica molecular (MM) tornam-se 

necessárias. Um campo de força simplificado é indicado para verificar violações de restrições de distância, 

se a distância dij entre os átomos i e j está fora dos limites permitidos. A determinação do erro e é calculada 

pela Equação 19, em que Bij é o valor do limite (superior ou inferior) da restrição de distância (restrição 

conformacional) que foi violada. 

 

 (19) 

 

No método de geometria de distâncias de matrizes métricas, apesar de ser intuitivo e de possuir uma 

base teórica sólida, todas as propriedades conformacionais estão codificadas em valores de distância. 

Portanto, informações sobre quiralidade e ângulos diedros não podem ser consideradas nos resultados da 

análise conformacional. As restrições de quiralidade (restrições de distância que são inequívocas somente 

para uma configuração de um determinado centro quiral) podem ser corrigidas pela otimização de geometria 

por MM, cujo campo de força pode verificar as possíveis violações. As restrições dadas pelos ângulos 
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diedros devem ser primeiramente convertidas em restrições de distância para poderem ser utilizadas nos 

cálculos. 

A aleatoriedade dos valores escolhidos de distâncias interatômicas pelo método de geometria de 

distâncias permite gerar um grande número de estruturas tridimensionais diferentes que satisfazem as 

restrições conformacionais. Muitas estruturas geradas podem ser distorcidas, provenientes do método de 

seleção das distâncias que considera essa variável uniforme, independente e distribuída entre os limites das 

restrições consideradas. Além disso, como há igual probabilidade de o valor de distância estar próximo tanto 

do limite inferior quanto do superior, geometrias estendidas são freqüentemente geradas (Metzler, W. J. et 

al., 1989; Havel, T. F., 1990). Esse efeito é especialmente pronunciado em cadeias peptídicas para as quais 

há apenas um pequeno número de restrições. Para reduzir essas distorções pode-se aplicar o processo de 

triangulação (Equação 13, p. 24) cada vez que uma distância seja escolhida. Contudo, esse tratamento exige 

alto trabalho computacional. Devido a essas desvantagens, a geometria de distâncias de matrizes métricas 

tem sido pouco usada atualmente na análise conformacional de peptídeos, porém continua sendo usada mais 

freqüentemente em métodos estatísticas de busca por homologia e previsão de estruturas secundárias 

(Huang, E. S, et al., 1999). 

 

1.3.2.4. Metodologia de Função Alvo Variável 

 

O método de função alvo variável (Variable Target Function, VTF) é baseado em informações de 

distâncias interatômicas e de ângulos de torção. A VTF define a quiralidade a partir de geometrias 

covalentes previamente parametrizadas, construindo por etapas uma outra estrutura que satisfaça os dados de 

RMN. Essa metodologia foi empregada primeiramente pelo pacote computacional DISMAN (Braun, W. e 

Gō, N., 1985) sendo apropriadas para estruturas ricas em formas α-hélice. Porém, o uso desse programa não 

se tem mostrado satisfatório para formas folha β ou estruturas de topologias muito complexas (Kline, A. D. 

et al., 1988).  

Técnicas híbridas de VTF com recozimento simulado têm sido utilizadas na análise conformacional de 

peptídeos (Pfeiffer, S. et al., 1997). Porém, o caráter randômico da busca da estruturas de partida, incluindo 

os valores iniciais de distâncias interatômicas e de ângulos diedros, resulta em uma pequena porcentagem de 

convergência das estruturas de partida em geometrias que satisfaçam as condições de contorno impostas 

pelos resultados de RMN. O programa DIANA implementa um algoritmo de função alvo variável que reduz 

drasticamente o tempo computacional dessa técnica (Güntert, P. et al., 1991). 

A função alvo (target function) inclui termos de restrições conformacionais obtidas 

experimentalmente. Pelo método de função alvo variável (variable target function) restrições 

conformacionais obtidas experimentalmente são consideradas sucessivamente para estruturas randômicas 
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geradas de forma computacional. A Figura 1.19 mostra um esquema do algoritmo utilizado neste 

procedimento. Na primeira etapa da otimização conformacional (L = 0) consideram-se apenas as restrições 

intra-residuais das estruturas randômicas que passam a adotar de forma independente essas restrições. Em 

seguida (L = 1), são consideradas as restrições entre resíduos vizinhos.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.19. Restrições utilizadas em vários níveis de minimização L do algoritmo função alvo variável. Em 

um dado nível L, todas as restrições de distância entre os resíduos i e j, com Lij ≤−  são considerados 

(Güntert, P., 1997) 
 

Posteriormente, as restrições entre átomos mais distantes na estrutura primária são consideradas (L = j 

– i) e, finalmente, restrições entre extremos opostos da molécula podem ser consideradas, caso existam.  

As estruturas de partida empregando função alvo variável são parametrizadas, apresentando 

configurações definidas de centros quirais, comprimentos das ligações e restrições angulares. Assim, esta 

metodologia apresenta vantagens em relação à determinação estrutural a partir da geometria de distâncias, 

principalmente quando são tratadas as questões de quiralidade ou distorção das moléculas. Em contrapartida, 

o método de função alvo variável não é efetivo para estruturas de biomacromoléculas de topologias muito 

complexas. Apenas uma pequena fração das geometrias de partida converge para conformações com 

pequenas violações de restrição, necessitando, portanto, de um maior número de geometrias de partida 

randômicas para se obter um maior número de estruturas finais satisfatórias (com pequenas violações de 

restrição). 

 

1.3.2.5. Dinâmica Molecular de Ângulos de Torção 

 

A dinâmica molecular (DM) de coordenadas cartesianas pode ser empregada eficientemente tanto para 

sistemas de poucos números de átomos quanto para biomacromoléculas. Entretanto, cada átomo deve ser 

definido por três variáveis de posição (x, y, z) e, conseqüentemente, três graus de liberdade. Como resultado, 
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os cálculos de otimização de geometria tornam-se enormemente dispendiosos computacionalmente, em 

especial para biomacromoléculas que podem conter mais de centenas de milhares de átomos. Contudo, o uso 

de ângulos de torção pode reduzir consideravelmente os graus de liberdade da estrutura, pois a variação de 

um ângulo diedro afeta normalmente três átomos (Güntert, P., 1997). A Equação 20 descreve o emprego das 

equações de movimento para ângulos de torção e a energia cinética utilizada na otimização de geometria por 

DM de ângulos de torção é dada pela Equação 21, em que M(θ) é uma matriz de massa. 

 

 (20) 

 

 (21) 

 

Para o tratamento de dados, utiliza-se o modelo de estrutura em árvore (tree structure), em que a 

molécula é representada como um conjunto de corpos rígidos conectados entre si pelos ângulos diedros, que 

constituem os únicos graus de liberdade da estrutura. Os corpos rígidos são constituídos por um ou mais 

elementos de massa (átomos) com distâncias relativas invariáveis, sendo numerados de 0 a n, a partir da 

extremidade N-terminal (denominada de base), finalizando na extremidade C-terminal. Cada corpo rígido, 

com uma numeração de 1≥k , tem um único corpo rígido vizinho mais próximo em direção à base, que 

possui o número kkp <)( . O ângulo de torção entre os corpos rígidos k e p(k) é denominado θk. A 

conformação da molécula é definida unicamente por ( )nθθθ ,,1 K= . As energias cinética e potencial, bem 

como as posições dos átomos e a aceleração torcional, podem ser calculadas com tempo computacional 

proporcional ao número de ângulos diedros, bem menor se comparado cálculos de DM que empregam 

coordenadas cartesianas.  

Além disso, como apenas os graus de liberdade diferenciam ambos os métodos, os princípios teóricos 

são conservados, permitindo a otimização de geometria por DM tanto em coordenadas cartesianas quanto 

em ângulos de torção empregando recozimento simulado. 

 

1.3.3. ANÁLISE E VALIDAÇÃO DE ESTRUTURAS 

 

1.3.3.1. Violação de restrições 

 

A conversão de informações de RMN de proteínas e ácidos nucléicos em estruturas tridimensionais 

tem se mostrado dependente de metodologias computacionais, bem como as subseqüentes minimizações e 

análises. Se essas informações não forem suficientes para se obter estruturas definidas, ou se as geometrias 
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resultantes são inconsistentes com essas restrições, então deve-se determinar novamente o conjunto de dados 

de entrada até que se obtenha uma estrutura satisfatória. Logo após se obter esse conjunto de estruturas, estas 

são submetidas à etapa posterior de análise, para determinar o grau de dispersão entre os confôrmeros 

calculados, inferir a qualidade do conjunto resultante de estruturas e, por fim, validar ou não o método. 

Uma violação de restrição significa que o algoritmo utilizado não satisfez as condições 

conformacionais impostas pelas restrições. A maior parte dos erros inerentes aos cálculos pode levar a dois 

tipos de violação. A violação randômica é verificada normalmente ao final dos cálculos, ocorrendo em 

regiões diferentes de apenas algumas conformações obtidas. Quando o desvio dos valores finais das 

variáveis geométricas não difere consideravelmente das restrições, essas violações randômicas não 

comprometem a análise conformacional. Contudo, a discrepância muito grande entre as geometrias finais e 

as restrições conformacionais correspondentes pode surgir de erros em etapas anteriores ou do fato de que os 

dados utilizados não foram suficientes para gerar um grupo definido de conformações similares. 

As violações consistentes são assim consideradas caso ocorram em aproximadamente 75% das 

conformações do conjunto final calculado, indicando falhas mais graves em regiões definidas, 

principalmente na atribuição nos mapas de contornos de RMN. O número e magnitude das violações de 

restrição de um conjunto de conformações podem indicar o grau de concordância entre os dados 

experimentais e os modelos teóricos empregados. Entretanto, a interpretação desse número de violações 

pode ser dificultada pelos critérios de seleção das conformações baseada em energia. 

Os programas computacionais de identificação de violações utilizam um parâmetro denominado valor 

de corte. As distâncias ou ângulos abaixo do valor de corte não são considerados violações, porém, aqueles 

valores acima são tratados como violações. Isto permite avaliar se no conjunto final de geometrias de uma 

estrutura há violações de restrições. No entanto, a indicação de um valor de corte pode encobrir restrições 

oriundas de violações consistentes, resultando em análises conformacionais incorretas. Assim sendo, torna-

se apropriada também a verificação de ocorrência de violações de restrição a valores de corte mais baixos. 

As geometrias geradas a partir das informações dos dados de RMN podem apresentar violações 

estruturais, resultando em imprecisões de algumas regiões específicas do conjunto de geometrias geradas ou, 

até mesmo, em estruturas terciárias totalmente incorretas. Desta forma, a validação das geometrias obtidas 

pelas informações dos dados de RMN torna-se muito importante para que a análise conformacional tenha 

um grau satisfatório de qualidade.  

Os programas utilizados no cálculo estrutural possuem uma gama de algoritmos que medem a 

qualidade dos resultados da análise. Este não é um procedimento trivial, pois envolve aspectos como a 

qualidade da teoria ou modelo, amostragem e convergência dos resultados, bem como a exatidão do campo 

de força, a eficiência e adequação do software utilizado nos cálculos (Spronk, C. A. E. M. et al., 2004). A 

validação pode resultar em uma concordância entre o experimento e o modelo. Isso pode indicar que a 



 30

simulação reflete realmente o sistema experimental, a técnica de simulação utilizada é insensível à 

propriedade estudada ou houve compensação de erros. Por sua vez, a não concordância entre os resultados 

teóricos e experimentais pode ser devida ao modelo estar incorreto, a um campo de força inadequado, à não 

convergência da simulação, a problemas e a usos incorretos do  software ou a dados incorretos (van 

Gunsteren, W. F., 1998).  

 

1.3.3.2. Distribuição de Ângulos Diedros 

 

Combinações dos ângulos diedros φ e ψ (Figura 1.4, p. 4) são indicadores importantes da qualidade 

da conformação de regiões definidas de cadeias peptídicas. As possíveis combinações desses dois ângulos 

estão restritas por fatores estéricos a certas regiões do diagrama de Ramachandran (Figura 1.20). O 

diagrama de Ramachandran (Ramachandran, G. N. et al., 1963) mostra também que essas combinações 

estão relacionadas com as estruturas secundárias adotadas. A análise da qualidade dos modelos é feita 

geralmente classificando as combinações de φ e ψ em quatro regiões do diagrama, que são apresentados  

com cores diferentes na Figura 1.20. Na região favorável há conformações que não envolvem sobreposições 

estéricas. A região adicionalmente permitida indica conformações permitidas nos limites extremos para os 

contatos atômicos desfavoráveis. A região generosamente permitida reflete conformações que são permitidas 

somente se houver certa flexibilidade nos ângulos de ligação. Na região proibida, as conformações são 

totalmente impedidas por fatores estéricos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.20. Diagrama de Ramachandran de um conjunto de vinte confôrmeros da proteína Ciclofilina A 
(Ottiger et al., 1997). Cada círculo corresponde aos valores φ/ψ de resíduos que não sejam glicina em um 
dos vinte confôrmeros. As regiões favoráveis, adicionalmente permitidas, generosamente permitidas e 
proibidas, estão representadas, respectivamente, por cinza-escuro, cinza-médio, cinza-claro e branco. 

 

A representação pelo diagrama de Ramachandran não considera os valores específicos de φ e ψ dos 

diferentes resíduos de aminoácido, à exceção de resíduos de prolina e glicina (Spronk, C. A. E. M. et al., 
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2004). Um método que leva em consideração valores de φ e ψ característicos de cada resíduo foi 

desenvolvido no programa WHAT IF (Hooft, R. W. et al., 1997). Esse método utiliza Z-scores calculados 

tanto para cada resíduo quanto para a cadeia peptídica, resultando em uma distribuição de ângulos mais 

precisa. Normalmente, utiliza-se Z-scores combinados à representação gráfica do diagrama de 

Ramachandran.  

Os dados em regiões proibidas podem significar conformações anormais ou erros de cálculo, o que 

será verificado apenas pela análise dos dados de entrada. Os resíduos de D-aminoácidos são um exemplo de 

valores em regiões proibidas que não necessariamente constituem um erro. Todavia, resíduos em regiões 

permitidas do diagrama de Ramachandran não significam necessariamente ausência de erros. Em todos os 

casos, os Z-scores calculados, bem como a dispersão desses valores no diagrama devem ser levados em 

consideração. 

Uma validação pode ser baseada também nos ângulos ω (Figura 1.11, p. 13). Entretanto, esse ângulo 

pode assumir somente valores de 0º (forma cis) e 180º (forma trans) devido ao caráter parcial de ligação 

dupla entre o carbono e o nitrogênio da ligação peptídica. A maioria dos resíduos adota preferencialmente a 

forma trans. A forma cis pode adotada por resíduos de prolina devido a ausência de ligações de hidrogênio 

dos nitrogênios N-terminais e a cadeia lateral ser mais rígida que as dos outros aminoácidos (Rundgren, H. et 

al., 2007). No entanto, os campos de força na etapa de cálculo podem restringir à forma trans muitos 

modelos com resíduos de prolina. Neste caso, os valores de ω devem ser explicitamente especificados antes 

do cálculo. 

 

1.3.3.3. Outras Propriedades Geométricas 

 

Além da distribuição de ângulos diedros, diversos outros métodos de validação diretamente 

relacionados às propriedades geométricas têm sido empregados para inferir sobre a qualidade das geometrias 

calculadas. A maioria desses métodos utiliza-se do parâmetro estatístico Z-score ou do RMS Z-score, que 

são capazes de indicar a aceitabilidade das propriedades calculadas (Linge, J. P. et al., 2003). O Z-score 

relaciona um valor x de um parâmetro a uma distribuição gaussiana de um banco de dados (Equação 22). 

Nesta equação, bdx  e )( bdxσ são respectivamente a média e o desvio padrão desse valor. Pelos valores de 

Z-score calculados sabe-se quais dados são valores isolados (outliers), ou seja, quais são improváveis de 

ocorrer. 

 

 (22) 
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O RMS Z-score permite a análise da qualidade dos dados e do Z-score, checando se a distribuição de valores 

tem mais ou menos valores isolados que o esperado e é dado pela seguinte Equação 23. O parâmetro Zj é o 

Z-score definido pela Equação 22 para a observação j, sendo que N é o número total de observações. 

 

 (23) 

 

Alguns métodos de validação de geometria utilizam tratamentos estatísticos para os comprimentos e 

ângulos de ligação. Esses parâmetros são descritos na literatura com um considerável grau de exatidão para 

um vasto número de estruturas (Allen, F. H. et al. 1983; Engh, R. A. et al., 1991), encontrando-se definidos 

nos campos de força utilizados nos cálculos. No entanto, a aplicação de outras restrições desses valores 

disponíveis em bancos de dados pode limitar enormemente o número de confôrmeros calculados (Spronk, C. 

A. E. M. et al., 2002). 

Analogamente, outras propriedades como a quiralidade e a geometria tetraédrica de certos carbonos 

podem ser também utilizadas. Em relação à quiralidade, sua utilização para a validação tornou-se de pouco 

uso, pois as configurações dos carbonos não são definidas experimentalmente. A configuração é definida 

durante o cálculo estrutural e não há riscos de inversão de configurações. Por outro lado, a geometria 

tetraédrica de átomos de carbono pode ser utilizada ainda, uma vez que grandes desvios dessa propriedade 

são improváveis de ocorrer em estruturas reais. Portanto, distorções significativas dessa geometria são forte 

indício de erro. 

A planaridade de certos grupos pode fornecer informações sobre a qualidade da análise estrutural. 

Grupos planos estão presentes em nove dos vinte aminoácidos naturais. Os desvios da planaridade que 

podem ocorrer nos resíduos da cadeia peptídica foram extensamente estudados por difração de raios-X e 

encontram-se descritos em bancos como o CSD (Cambridge Structural Database) (Allen, F. H. et al. 1983; 

Engh, R. A. et al., 1991). Como esses grupos podem ser modelados de forma incorreta, com distorções em 

relação à geometria plana, torna-se importante a comparação com os bancos de dados. 

Além da planaridade, validações de geometria podem ser realizadas pelas conformações das cadeias 

laterais ou, mais especificamente, de seus rotâmeros. As cadeias laterais apresentam-se preferencialmente 

em conformações alternadas (anti ou gauche) em detrimento das conformações eclipsadas. Essas populações 

conformacionais dependem da natureza do aminoácido, estrutura secundária presente e o meio em que se 

encontra, sendo conhecidas por difração de raios-X de alta resolução e indexadas em bancos de dados. A 

validação utiliza esses valores dos bancos de dados como parâmetros para comparação com as conformações 

calculadas (Kuszewski, J. et al., 1996; Kuszewski, J. et al., 1997; Kuszewski, J. et al., 2000; Kuszewski, J. 

et al., 2001; Bertini, I. et al., 2003).  
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Esse tipo de validação é importante em geometrias obtidas por dados de RMN, pois quando os termos 

relativos aos ângulos diedros são desconsiderados nos cálculos, podem ocorrer conformações eclipsadas. 

Assim, a qualidade do modelo aumenta significativamente quando se aplicam os valores de distribuição de 

populações obtidos a partir desses bancos de dados. Contudo, uma validação das conformações baseada 

apenas nesses mesmos bancos de dados pode mascarar possíveis erros estruturais.  

 

1.3.3.4. Interações entre Átomos Não Ligados 

 

Interações interatômicas podem ser utilizadas como critério para verificar a qualidade dos modelos. As 

ligações de hidrogênio são muito utilizadas por serem responsáveis pela estabilização de estruturas 

secundárias e terciárias de cadeias peptídicas. Esse método baseia-se em distâncias ótimas entre os átomos 

que participam da ligação de hidrogênio, tendo-se como referência as posições dos heteroátomos envolvidos 

na ligação. A qualidade e validação do modelo de conformações derivadas por RMN são dependentes da 

variação permitida das coordenadas desses heteroátomos. No entanto, esse problema pode ser minimizado 

aliando-se este método à validação por potenciais eletrostáticos. 

As interações eletrostáticas têm uma importância especial na estabilização de conformações e podem 

ser empregadas eficientemente para a validação de modelos calculados. Um exemplo é o uso de dados de 

constante de pKa na análise conformacional de certas cadeias laterais (Powers, N. e Jensen, H. J., 2006). 

Porém, as interações eletrostáticas apresentam certas dificuldades em serem detectadas por RMN, uma vez 

que diversos grupos responsáveis pela interação, como grupos carboxilatos, só podem ter suas posições 

inferidas por meios indiretos, através de hidrogênios de outras cadeias laterais e variações no deslocamento 

químico de átomos próximos a esses grupos. Um tratamento às propriedades eletrostáticas pode ser dado 

durante o cálculo, escolhendo-se um campo de força apropriado e adição explícita de moléculas de solvente 

(Spronk, C. A. E. M. et al., 1999). 

 

1.3.3.5. Desvio Quadrático Médio (RMS – Root Mean Square) 

 

O desvio quadrático médio (RMS) é um método utilizado geralmente para quantificar as diferenças 

entre as geometrias de um conjunto de átomos. Os cálculos do RMS dependem da forma da função 

restringente. A função potencial bi-harmômica inclui todos os desvios em relação a uma distância definida. 

No caso da função do tipo “potencial de poço quadrado”, serão considerados somente os desvios que se 

encontrarem fora dos limites superior e inferior (Brünger, A. T. et al., 1998), resultando a Equação 24 (p. 

34). O parâmetro dkl é a distância calculada para a restrição k no modelo l, sup
kr  o limite superior da restrição 
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k e inf
kr é o limite inferior da restrição k. A soma é calculada para todas as Nr restrições de distância e para 

todos os Nm modelos. Como resultado, tem-se a medida da diferença das posições entre os átomos nas 

estruturas. 

 

                                                              Com     (24) 

 

O “raio de RMS” (RMS radius) é um método relativamente intuitivo, constituindo o raio de uma 

circunferência que envolve as geometrias com RMS’s mais próximos entre si. Esse método é usado 

normalmente para medir a dispersão de geometria em um conjunto de conformações e trata-se de uma média 

dos valores de RMS’s calculados dos pares de conformações com a geometria média. Essa geometria média 

é determinada sobrepondo as geometrias e medindo a média aritmética entre as suas coordenadas cartesianas 

de forma a se obter um menor valor de RMS (Güntert, P., 1997).  

O valor de RMS não fornece informações sobre a consistência entre os dados experimentais, 

tampouco corresponde necessariamente ao espaço conformacional permitido pelas restrições 

conformacionais. Além disso, a amostragem das geometrias pelo algoritmo de cálculo pode estar viciada, 

com geometrias em acordo com os dados, mas que diferem significativamente das resultantes do cálculo 

estrutural. Isso pode ocorrer quando são empregadas poucas geometrias para o tratamento estatístico. De um 

modo geral, a qualidade/confiabilidade dos resultados desse método está relacionada à menor dispersão das 

geometrias e, consequentemente, a menores valores de RMS. Normalmente, um valor de RMS entre 0 e 3 Å 

sugere forte similaridade entre as geometrias (Tsai, C. S., 2002). Entretanto, podem ocorrer situações em que 

o valor de RMS é baixo, mas a qualidade dos resultados seja baixa.  

 

1.3.3.6. Fatores R de RMN e Validação Cruzada 

 

O fator R (R-factor) é um modelo utilizado inicialmente em cristalografia de raios-X para se 

quantificar a qualidade e exatidão da geometria otimizada por cálculos computacionais. Apesar de valores 

baixos do fator R indicarem uma concordância entre modelos experimentais e calculados, têm sido 

verificados também baixos valores para modelos incorretos (Brünger, A. T., 1992b). Como alternativa, foi 

proposto o uso do fator R livre (free R-factor), que consiste na divisão dos dados de difração em um 

conjunto de trabalho e um conjunto de teste. O conjunto de trabalho, com aproximadamente 90% dos dados, 

é usado para calcular o modelo estrutural e o outro, validar o modelo estrutural. A geometria calculada 

apresenta-se próxima àquela obtida experimentalmente quando os valores do fator R livre tornam-se mais 

próximos aos valores do fator R. Este método minimiza os erros de superajustamento (overfitting) presentes 

no cálculo do fator R e aumenta a robustez dessa grandeza. Em RMN, o uso do fator R para intensidades de 
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nOe’s é análogo aos realizados em Cristalografia de raios-X, sendo definidas pela Equação 25. Nesta 

equação, calc
ijA  e exp

ijA são, respectivamente, as intensidades dos sinais de nOe calculados e experimentais 

resultantes da interação entre os spins i e j, ( )mijW τ  é o fator de peso dependente do tempo de mistura mτ  e 

a variável p pode possuir um valor unitário ou igual a 1/6, para mostrar a dependência entre a intensidade do 

nOe e a distância interatômica. 

 

 (25) 

 

Os fatores R obtidos a partir de nOe’s não são utilizados normalmente em análises conformacionais, 

pois as intensidades dos sinais de nOe’s nem sempre representam fielmente as distâncias interatômicas. Por 

isso, a validação cruzada tem sido utilizada para calcular o fator R livre de um conjunto de restrições de 

distâncias obtidas por RMN. Como as restrições de distância contêm apenas informações sobre posições 

relativas dos átomos, um único conjunto de testes não é suficiente para calcular um fator R livre confiável, 

necessitando de um número de conjuntos escolhido aleatoriamente para se calcular um fator R livre médio. 

A utilização de valores de RDC tem sido uma alternativa para o cálculo de fatores R , conforme 

descrito na Equação 25, em que Dobs e Dcalc são respectivamente os acoplamentos dipolares residuais 

observados e calculados; AB
aD  e η são respectivamente a componente axial e a rombicidade do tensor de 

acoplamento (Clore, G. M. et al., 1999). 

 

 (26) 

 

 

1.3.3.7. Validação Independente e Fatores Q 

 

Na validação independente de geometrias, um tipo específico ou subconjunto dentre os dados 

experimentais é desconsiderado e utilizado somente para validar o resultado. A validação independente foi 

utilizada na análise conformacional da ubiquitina (Cornilescu, G. et al., 1998), utilizando-se deslocamentos 

químicos anisotrópicos de carbonos carbonílicos. Alterações de deslocamento químico foram medidas em 

meio líquido cristalino e comparadas com valores calculados de modelos não considerando essas 

informações. Estruturas calculadas empregando acoplamentos dipolares residuais como restrições 

orientacionais mostraram alta concordância com as estruturas calculadas sem acoplamento dipolar residual. 

Essa concordância foi medida pelo fator Q: , conforme Equação 26. Nessa equação, medδ∆ e calcδ∆ são as 
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variações medidas e calculadas de deslocamento químico, respectivamente. A maior concordância entre o 

modelo e o dado independente observado está relacionada com o menor valor do fator Q. 

 

 (27) 

 

 

1.4. SÍNTESE EM FASE SÓLIDA DE PEPTÍDEOS, PELA ESTRATÉGIA 

FMOC. 

  

A síntese em fase sólida baseia-se na construção de uma cadeia peptídica, resíduo a resíduo, sobre 

um suporte sólido insolúvel, resíduo a resíduo. Esse método tem algumas vantagens claras: possibilita 

separar as cadeias peptídicas intermediárias somente pela retirada de solventes ou filtração, e utiliza um 

menor volume de solventes, em comparação com as sínteses em solução. Esse método consiste em 

acoplamentos de aminoácidos, lavagens da resina e desproteções dos grupos N-teminais sucessivos, sendo 

possível automatizar todo o procedimento. Pelo fato de sempre se utilizar reagentes em excesso, os 

rendimentos dessa modalidade de síntese são, em geral, consideravelmente altos. Contudo, existem algumas 

desvantagens, tais como a perda sucessiva de rendimento quando um determinado acoplamento for 

incompleto e o acúmulo de impurezas na resina, que pode ocasionar reações secundárias com o produto 

(Chan e White, 2000). 

 Em geral, para se certificar do sucesso das reações, utilizam-se testes qualitativos simples e de fácil 

execução de forma a poderem ser utilizados a cada acoplamento ou desproteção. O teste mais utilizado para 

esse fim é o Teste de Kaiser (Troll e Cannan, 1953), que identifica aminas primárias na estrutura por meio 

de uma variação da coloração da resina. 

 Toda síntese em fase sólida, independentemente da estratégia empregada, tem o mesmo fundamento. 

Primeiramente, todas as resinas empregadas têm uma base polimérica insolúvel e ligada a ela, vários grupos 

reativos, denominados ligantes, que irão reagir com os aminoácidos e prendê-los ao suporte insolúvel. Todos 

os aminoácidos utilizados têm seus grupos reativos (amino ou carboxila e alguns grupos de cadeias laterais) 

protegidos para não ocorrerem muitas reações secundárias. Os grupos protetores da extremidade responsável 

pelo acoplamento (extremidade amino ou carboxi) devem ser lábeis em um meio que não cause a 

desproteção dos grupos protetores das cadeias laterais, de forma que estes últimos devem permanecer 

ligados aos resíduos de aminoácidos até o final da síntese. Cada aminoácido da seqüência é adicionado à 

cadeia pelo grupo não protegido, sendo que, ao final do acoplamento, tem-se a outra extremidade ainda 

protegida. É feita, então, a desproteção dessa extremidade e o subseqüente acoplamento do próximo resíduo. 
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Ao final da síntese, é feita a clivagem do peptídeo, separando-o da resina, e, concomitantemente, a 

desproteção de todos os grupos protetores das cadeias laterais A Figura 1.21 mostra uma representação 

esquemática da síntese de peptídeos em fase sólida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.21. Representação esquemática do princípio da síntese de peptídeos em fase sólida. Modificado de 
http://www.cem.com.  
 

 A estratégia Fmoc é uma metodologia que envolve o uso do 9-fluorenil-metoxi-carbonila (Fmoc, 

Figura 1.22, p.38) como protetor do grupo α-amino. Esse grupo é facilmente removido em meio básico, 

enquanto que os grupos protetores das cadeias laterais devem ser facilmente removidos em meio ácido. Em 

geral, utiliza-se para a desproteção uma solução de piperidina e, para a clivagem final emprega-se TFA, que 

provoca a quebra da ligação entre o peptídeo e a resina e retira os grupos protetores das cadeias laterais, 

além de ser uma substância extremamente volátil, podendo ser retirada do meio por evaporação simples. 

Juntamente com os aminoácidos são utilizados compostos denominados ativadores, que irão ativar o 

componente carboxílico que irá reagir com a extremidade N-terminal desprotegida. Comumente, utilizam-se 

compostos como carbodiimidas, sais de fosfônio e hidroxibenzotriazola como ativadores. Os principais 

ativadores utilizados nessa estratégia de síntese são mostrados na Figura 1.23, p. 38. 
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Figura 1.22. Grupo protetor 9-fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc) de terminação α-amino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1.23. Reagentes ativadores da carbonila mais utilizados na síntese em fase sólida de peptídeos, na 
estratégia Fmoc 
 

 

1.5. DICROÍSMO CIRCULAR 

 

 A espectroscopia de dicroísmo circular (CD) baseia-se na absorção preferencial de uma das 

componentes circulares da luz plano-polarizada por grupos cromóforos de uma amostra opticamente ativa. 

Entrando em contato com a amostra, essa luz passa a apresentar certa diferença de fase entre as amplitudes 

de suas componentes circulares (Brahms e Brahms, 1980; Cantor e Timasheff, 1982). Essa diferença é 

denominada elipsidade, θ, podendo assumir valores positivos ou negativos, dependendo da componente 

preferencialmente absorvida. 
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 A espectroscopia CD é bastante utilizada no estudo estrutural de peptídeos. Nesta classe de 

substâncias, o grupo cromóforo de maior importância é o grupo amida (R1-(C=O)-NH-R2), correspondente à 

ligação peptídica. Apesar de existir influência de grupos armoáticos pertencentes às cadeias laterais de 

determinados resíduos de aminoácido, é a análise das absorvâncias das ligações peptídicas que fornece 

informações valiosas a respeito da estrutura secundária dos peptídeos. 

 As intensidades e energias referentes às absorções por esses cromóforos dependem dos valores 

adotados pelos ângulos diedros ψ e φ (Figura 1.4, p. 4). Isso ocorre porque esses ângulos diedros definem as 

condições de coplanaridade dos orbitais envolvidos na ligação peptídica. Como os valores desses ângulos 

dependem das interações intramoleculares, do estado de agregação e interações que a molécula pode fazer 

com o solvente, as absorções são bastante dependentes das conformações adotadas. 

 Através do estudo por CD, pode-se inferir a predominância das estruturas secundárias α-hélice e 

folha-β, ou a ausência de um padrão estrutural recorrente (denominado estrutura randômica). Cada estrutura 

secundária (ou ausência dela) corresponde a determinadas transições eletrônicas que implicam em 

absorvâncias, de sinal positivo ou negativo em determinado comprimento de onda (λ). A determinação da 

estrutura secundária predominante ou estrutura secundária média é realizada por comparação com espectros 

padrões de CD de outras amostras cuja estrutura secundária é conhecida e bem definida. Essa comparação é 

realizada por meio de cálculos de deconvolução (Cantor e Timasheff, 1982), em que se considera que o 

espectro CD do peptídeo é uma combinação linear de diferentes espectros. Esses espectros de CD padrões e 

suas respectivas absorções e transições são mostrados na Figura 1.24. 

 

 
Figura 1.24. Espectros padrão de dicroísmo circular, em que α se refere a α-hélice; r, a estruturas 
randômicas e β, a estruturas β-folha. 
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2.1. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1.1 MATERIAIS 

 

-Todas as pesagens da síntese foram feitas na balança analítica Metler, modelo AE166, com precisão 

de 0,0001g. 

- Para a síntese da cadeia 1, foi utilizada a resina RINK, com grau de substituição de 0,63 mmol/g. 

Para a síntese da cadeia 2, foi utilizada a resina TENTAGEL SRAM, com grau de substituição de 0,27 

mmol/g. 

- Todos os derivados de aminoácidos tendo Fmoc como grupo protetor da extremidade 

aminoterminal foram da marca NOVABIOCHEM. 

- A lavagem da resina antes e depois das etapas de desproteção foi feita com dimetilformamida 

(DMF), diclorometano (DCM) e álcool isopropílico (IPA) alternadamente. 

- O DMF utilizado foi da marca SYNTH, sendo previamente purificado por destilação a vácuo. 

- Os DCMs utilizados foram das marcas SYNTH e MERCK . 

- O IPA utilizado foi da marca SYNTH. 

- Nas etapas de acoplamento, utilizaram-se como reagentes ativadores a 1-hidroxibenzotriazola 

(HOBT), da marca NOVABIOCHEM, e a N,N’-dimetilcarbodiimida (DIC), da marca SIGMA-ALDRICH. 

Os solventes utilizados para esses reagentes foram DMF e DCM. 

- Para a desproteção dos grupos N-terminais antes de cada acoplamento, utilizou-se, inicialmente 

uma solução 20% v/v de piperidina (previamente destilada) em DMF e, em seguida, uma solução 20% v/v 

de 4-metil-piperidina em DMF. 

- Para uma avaliação qualitativa das reações de acoplamento e desproteção, foi utilizado o teste de 

Kaiser, que emprega três soluções: KCN em piridina, fenol em etanol e ninhidrina em piridina, adicionadas 

em pequenos volumes, na proporção 1:2:1, respectivamente e, em seguida, aquecia-se o sistema a, no 

mínimo, 80ºC por cerca de 5 minutos. 

- Para a clivagem dos peptídeos da resina, utilizaram-se como reagentes seqüestradores de 

carbocátions triisopropilsilano (TIS) e 1,2-etanoditiol (EDT), solubilizados em uma solução composta de 

TFA e água, na proporção de 19:1. 

- A purificação dos produtos de síntese foi realizada em cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE). O método de identificação de substância utilizado foi detecção por ultravioleta na faixa 210-215 

nm, que corresponde à faixa de absorção da ligação peptídica. A purificação foi realizada em escala 

semipreparativa, enquanto que a escala analítica foi utilizada para se obterem perfis iniciais da amostra. 
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- Para a CLAE, utilizou-se um cromatógrafo Varian, do modelo ProStar 210, com detector na região 

do ultravioleta do modelo ProStar 330 e uma válvula de injeção da marca Rheodyne. Todos esses 

equipamentos encontram-se no Departamento de Química do ICEx da UFMG. 

- A coluna analítica utilizada foi uma Microsorb 100-5 C18 250×4,6 mm e a coluna semipreparativa 

utilizada foi uma Dynamax 100-5 C18 250×10 mm, acompanhadas, respectivamente, de loops de 5 µL e 250 

µL. 

- Para as fases móveis da CLAE foram utilizadas soluções de 0,1% v/v de TFA, em água MILI-Q, e 

de 0,08% v/v de TFA, em acetonitrila, para compor os gradientes utilizados. 

- A água no nível de pureza Mili-Q foi obtida pelo aparelho QPAK, da marca Milipore, que se 

encontra no Deartamento de Química, ICEx, UFMG. 

- As amostras foram liofilizadas em um liofilizador LABCONCO, modelo 8910 e utilizou-se uma 

bomba WELCH modelo Directorr 8915, pertencente ao Departamento de Bioquímica e Imunologia do 

Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. 

- Os espectros de massa foram obtidos em espectrômetro Bruker MALDI TOF modelo Autoflex III, 

pertencente ao Departamento de Bioquímica e Imunologia do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG 

para as amostras previamente sintetizadas da Cadeia 1 e para a Cadeia 2 sintetizada manualmente. 

- Os espectros de dicroísmo circular foram obtidos em um aparelho JASCO modelo J-810, com um 

sistema de controle acoplado de temperatura da marca Peltier Jasco modelo PFD-425S, pertencente ao 

Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Foram feitos espectros das 

cadeias 1 e 2, em água mili-Q, em 10%, 20%, 40%, 60% e 80% v/v de TFE em água e em tampão fosfato. 

- Os espectros de RMN de 1H, 13C e 15N foram obtidos no Centro Nacional de Ressonância 

Magnética Nuclear (CNRMN), no Centro de Ciências da Saúde da UFRJ em um Bruker modelo DRX600 da 

série AVANCE, operando a 600,130, 150,903 e 60,834 MHz, respectivamente. Como solvente, foram 

utilizadas soluções de trifluoretanol-d2 em água mili-Q e um tampão fosfato que mantinha o pH da solução 

próximo de 8,0. Para a aquisição dos espectros, utilizou-se uma solução de 4mM de cada peptídeo e o 

volume utilizado dessa solução foi de aproximadamente 0,5 mL.  O padrão utilizado para referência interna 

foi o 2,2-dimetil-2-isopentano-5-sulfonato de sódio (DSS) para os espectros de 1H e 13C. Os espectros de 15N 

foram calibrados com referência aos espectros de 1H e 13C. 

- Empregaram-se seqüências de pulso padrão para experimentos de correlação 2D homo e 

heteronuclear. Foi utilizada uma sonda de detecção inversa multinuclear de 5 mm com pulso 1H 90º e 

largura de 11,3 s. Os mapas de contornos 2D HSQC foram obtidos com seqüência de pulso (1J(C,H) e 
1J(N,H)), empregando incrementos de tempo de 512, coletados para cada conjunto de dados de 1024 para 

zero filling. Foi utilizado o modo de aquisição TPPI. 
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- O tempo de mistura para a aquisição do mapa de contornos 2D 1H ×1H NOESY foi de 120 ms. O 

experimento de TOCSY teve um tempo de mistura de 80 ms. 

- O processamento dos dados de RMN foi feito pelo programa NMRDraw. Utilizando-se o 

algoritmo NMRPipe (Delagio et al., 1995), converteram-se esses dados para o formato do programa 

NMRView 5.0 (Johnson et al., 1994), onde foram interpretados os mapas de contornos. Todos os programas 

e algoritmos utilizados nesta etapa foram criados para serem executados em plataforma Linux. 

- O cálculo do conjunto de estruturas obtidas por análise de RMN foi realizado utilizando-se o 

programa Xplor-NIH versão 2.17 (Schwieters et al., 2003; Schwieters et al., 2006) e o algoritmo de 

simulated annealing sa_new.inp (Schwieters et al., 2003). Utilizou-se uma estrutura de partida randômica 

gerada pelo algoritmo generate_input e com uma topologia determinada pelo programa seq2psf, e que 

levava em conta a terminação amidada da extremidade C-terminal de ambas as cadeias. 

- O cálculo teve como parâmetros iniciais uma temperatura inicial de 1000 K, um número total de 

passos (steps) em altas temperaturas igual a 14000, um número total de passos durante cada resfriamento 

igual a 6000. O resfriamento simulado foi feito de 50 em 50 K até que se chegasse a uma temperatura de 100 

K. O cálculo foi realizado em três etapas principais: uma levando em conta um valor limite de violação de 

nOe de 0,5 Å, a seguinte considerando um valor de 0,3 Å para esse limite, e uma etapa final considerando 

um limite de violação de 0,1 Å. Só se considerou o cálculo concluído quando as vinte estruturas mais 

estáveis não apresentavam mais violações sistemáticas em nenhum dos limites estipulados. 

- Os valores de restrição de distância utilizados foram os diretamente obtidos por meio de sinais de 

nOe. As intensidades dos sinais de nOe foram convertidas em valores de distância por meio da metodologia 

de calibração proposta por Hybert et al. (Güntert et al, 1991) que considera apenas três valores de limite 

superior para essas restrições: 2,8 Å, 3,4 Å e 5,0 Å (os valores de nOe são classificados qualitativamente 

quanto às respectivas intensidades de seus sinais como fraco, médio e forte, respectivamente). Essa 

conversão foi realizada por meio do programa NMRView 5.0 (Johnson et al.,1994). 

- O cálculo estrutural foi realizado para serem geradas 600 estruturas. Desse número, foram 

selecionadas as 20 estruturas de menor energia total e, por meio do programa MOLMOL (Koradi et al., 

1996), elas foram agrupadas de modo a se obter a melhor sobreposição das estruturas. Dessas estruturas 

sobrepostas, foi obtido o valor de RMSD (Root Mean Square Deviation) para parte da validação do cálculo. 
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2.1.2 MÉTODOS 

 

2.1.2.1. Procedimento Geral 

 Ambas as cadeias foram sintetizadas em fase sólida, utilizando a estratégia Fmoc, iniciando-se do 

resíduo de aminoácido C-terminal em direção à extremidade N-terminal, de forma a serem obtidas cadeias 

com a extremidade C-terminal amidada.  

 

2.1.2.1.1. Preparação da Resina 

O primeiro procedimento da síntese constitui na preparação da resina. Isto é feito primeiramente 

colocando a resina seca no recipiente em que a reação ocorrerá. Em seguida, verte-se sobre a resina um 

pequeno volume de DCM (em geral 5 mL são suficientes, mas deve ser, acima de tudo, um volume capaz de 

cobrir toda a resina). A resina deve ficar em contato com o DCM por cerca de 10 minutos. Findo este 

período de tempo, deve-se remover este solvente por meio de uma bomba para criar um vácuo. Em seguida, 

deve-se repetir este processo por mais três vezes. Esta etapa é importante, pois o DCM aumenta a superfície 

de contato da resina, dando a esta um aspecto mais “inflado”, o que facilita o acoplamento dos aminoácidos. 

 

2.1.2.1.2. Desproteção da Resina 

Em seguida, sucede-se a desproteção da resina. Assim como os derivados de aminoácido, resinas 

que originam peptídeos amidados na extremidade C-terminal encontram-se protegidas pelo grupo Fmoc. A 

remoção desse grupo é feita utilizando-se uma solução de piperidina ou 4-metil-piperidina em DMF, na 

concentração 20% v/v. Esta solução para a desproteção é adicionada ao frasco da reação, a um volume 

suficiente para cobrir toda a resina. Submete-se o frasco à agitação moderada, por cerca de 5 minutos e, em 

seguida, remove-se a solução de piperidina por meio de vácuo. Repete-se este procedimento por mais duas 

vezes, porém com um tempo de agitação de 10 minutos. Este procedimento deve garantir a desproteção de 

toda a resina, para que não se tenha diminuições muito grandes do rendimento final da reação. Em seguida, 

deve-se lavar a resina com DMF, IPA e DCM, nesta ordem e alternadamente, por três vezes, removendo-se 

cada solvente aplicando-se vácuo sobre o recipiente. Por fim, deve-se fazer o teste de Kaiser para averiguar a 

desproteção da resina. Neste caso, o teste deve ser positivo, ou seja, os grãos da resina devem estar bem 

azuis. Este procedimento de preparo da resina encontra-se resumido no Esquema 2.1 (p. 45). 
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Esquema 2.1. Preparação da resina amidada, com grupo protetor Fmoc, para a síntese de peptídeos. 
 

2.1.2.1.3. Síntese dos peptídeos 

Feita a preparação da resina, dá-se início à síntese propriamente dita, que consiste em acoplamentos 

consecutivos dos derivados de aminoácido à resina. A cada acoplamento, deve-se verter sobre a resina 

desprotegida uma solução contendo o derivado de aminoácido e as substâncias ativadoras dissolvidos em 

DCM e DMF na proporção 1:1. Para as duas cadeias, utilizaram-se como ativadores HOBT e DIC que eram 

misturados a cada aminoácido a ser acoplado nas mesmas quantidades de equivalente molar. O frasco com a 

solução supracitada é então submetido a agitação moderada durante todo o tempo de reação. Finda a reação, 

realizam-se quatro lavagens de DMF, álcool isopropílico (IPA) e DCM intercaladas, tal qual a lavagem feita 

na etapa de preparação da resina e, após, o teste de Kaiser que, depois da reação de acoplamento, deve 

apresentar resultados negativos, ou seja, os grãos da resina devem mostrar-se claros, em suas cores originais. 

Se o resultado for realmente negativo, submete-se o sistema à desproteção do grupo amino do último resíduo 

acoplado, se não, deve-se repetir a reação de acoplamento até que o teste seja negativo. A desproteção é feita 

utilizando-se uma solução 20% v/v de piperidina ou de 4-metil piperidina adicionada sobre a resina, a um 

volume suficiente para cobri-la completamente. O sistema é, em seguida, submetido a agitação moderada. 

Em geral a desproteção é realizada em duas etapas, de 12 minutos cada, sendo que a solução para a 

desproteção é retirada do frasco entre as duas etapas.  Novamente, realiza-se o teste de Kaiser que, desta vez, 

deverá apresentar resultados positivos, ou seja, os grãos, ao final do tempo de aquecimento devem estar de 
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uma coloração marrom escura, azulada ou arroxeada, dependendo do último resíduo acoplado ou das 

características da cadeia que está sendo sintetizada. Em seguida, acopla-se o próximo resíduo de 

aminoácido. As etapas desse procedimento repetem-se até que todos os resíduos de aminoácido sejam 

acoplados. Quando isso ocorrer, a resina (com a cadeia peptídica ligada a ela) é submetida à clivagem, 

liberando, então, a cadeia peptídica amidada. Este protocolo é ilustrado no Esquema 2.2. 

Acoplamento:

X Eq. Aminoácido

X Eq. HOBt

X Eq. DIC 

Teste de Kaiser

Positivo Negativo

Reacoplamento

Desproteção:

20% v/v piperidina

ou 4-metil piperidina

Teste de Kaiser

Negativo Positivo

Nova desproteção

Fim da reação?

Não Sim

Clivagem

Peptídeo

Próximo acoplamento

 

Esquema 2.2. Organograma do protocolo utilizado nas sínteses das cadeias 1 e 2 da distinctina.  

 

2.1.2.1.4. Clivagem dos peptídeos 

 Ambas as cadeias foram clivadas com solução de 94,5% de ácido trifluoroacético (TFA), 2,5% de 

água Mili-Q, 2,5% de etanoditiol (EDT) e 1% de triisopropilsilano (TIS), seguindo-se o protocolo padrão de 

clivagem da estratégia de síntese Fmoc. Para se realizar a clivagem, deve se utilizar um volume de 10 a 25 

mL dessa solução por grama do sistema resina-peptídeo. Adiciona-se esse volume ao frasco em que se 

encontra a resina a ser clivada e mantém-se o frasco sob agitação moderada durante o tempo reacional, que 

é, em geral, cerca de 1h30min. Após o fim da reação, o peptídeo estará solubilizado nessa solução de 

clivagem juntamente com os grupos protetores das cadeias laterais, e não mais ligado à resina. Separa-se, 

então, a fase líquida da resina, transfere-a a um tubo falcon, submetendo-a à ação de nitrogênio gasoso para 

evaporar todos os compostos voláteis utilizados, de forma a restar, na fase líquida, basicamente água, o 

peptídeo e os demais produtos secundários. Considera-se que se chegou a esta condição quando o volume da 

solução de clivagem não estiver mais reduzindo. É então adicionado ao tubo certo volume de éter 

diisopropílico (aproximadamente 10 mL) previamente resfriado em banho de gelo. O sistema é centrifugado 

e as fases sólida e líquida são separadas. Novamente, adiciona-se o éter ao sólido restante e, mais uma vez, 

centrifuga-se a amostra e separa-se o líquido do sólido, repetindo-se este passo por pelo menos mais três 

vezes. Ao fim das centrifugações, quando o sólido estiver bem compactado, este é dissolvido em água de 
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alto grau de pureza e a amostra é, por fim, liofilizada, para o produto ser caracterizado e purificado. O 

procedimento de clivagem está representado no Esquema 2.3. 

Resina + peptídeo
Solução de
clivagem

~1h30min de reação
(agitação moderada)

Fase sólida
(resina)

Fase líquida
Redução de 
volume por N2(g)

Adição de éter
diisopropílico

Centrifugação

Fase sólida Fase etérea

Solubilização
em águaLiofilizaçãoPeptídeo

Descarte ou
recuperação

Descarte

~5X

 

Esquema 2.3 Representação do protocolo da reação de clivagem dos peptídeos 
 

2.1.3. SÍNTESE DA CADEIA 1 DA DISTINCTINA 

  

 A cadeia 1, cuja seqüência encontra-se na Tabela 2.1, foi sintetizada utilizando-se 220 mg de resina 

da marca Rink, com grau de substituição 0,63 mmol/g, objetivando-se obter cerca de 350 mg de peptídeo 

bruto ao final da síntese. Como se tratava de uma resina amidada, a síntese se deu a partir da extremidade C-

terminal em direção à N-terminal. Desta forma, o primeiro acoplamento foi do resíduo Ile22 e o último 

acoplamento, do resíduo Glu1. Utilizou-se, para todos os reagentes envolvidos na síntese uma quantidade de 

4 equivalentes molares em relação à quantidade esperada do produto final. Como ativadores foram 

utilizados, para cada acoplamento, 85,7 mg de N-hidroxibenzotriazol (HOBt) anidro da marca Novabiochem 

e 88 µL de N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) da marca Sigma-Aldrich. Foram utilizados ainda 

aminoácidos da marca Novabiochem com as cadeias laterais protegidas quando necessário. 

 

Tabela 2.1. Seqüência do monômero Cadeia 1 da distinctina. 

Monômero Seqüência Peptídica 

Cadeia 1 ENREV PPGFT ALIKT LRKCK II -NH2 
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As condições reacionais foram as mesmas para todos os acoplamentos, variando-se somente o 

aminoácido utilizado em cada etapa. O tempo reacional para o primeiro acoplamento foi de 3h30min e, para 

os demais acoplamentos, foi de cerca de 1h30min. Após o término da síntese, deu-se início à etapa de 

clivagem. A clivagem foi realizada utilizando-se sobre a resina utilizando-se a solução descrita 

anteriormente (p. 46).  

 

2.1.4. SÍNTESE DA CADEIA 2 DA DISTINCTINA. 

  

A cadeia 2, cuja seqüência encontra-se na Tabela 2.2, foi sintetizada a partir de 313 mg de resina 

amidada Tentagel SRAM com grau de substituição de 0,27 mmol/g. A síntese foi planejada de forma a 

produzir aproximadamente 250 mg do peptídeo, com marcação isotópica por 15N no resíduo de leucina na 

posição 16 (Leu16). O primeiro acoplamento foi realizado utilizando-se reagentes a 4 equivalentes molares 

em relação ã quantidade final de peptídeo. Assim como na síntese da cadeia 1, a seqüência de reações de 

acoplamento se deu da extremidade C-terminal para a N-terminal, ou seja, do resíduo de valina na posição 

25 da estrutura primária (Val25) para o resíduo de asparagina na posição 1 (Asn1). As quantidades utilizadas 

para os ativadores HOBt e DIC foram, respectivamente, 51,7 mg 53 µL.  

 

Tabela 2.2. Seqüência do monômero Cadeia 2 da distinctina. 

Monômero Seqüência Peptídica 

Cadeia 2 NLVSG LIEAR KYLEQ LHRKL KNCKV -NH2 

 

 A clivagem foi realizada de forma análoga à reação de clivagem da cadeia 1, utilizando-se 4 mL da 

solução de clivagem.  
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3.1. SÍNTESE DAS CADEIAS DA DISTINCTINA 

 

3.1.1. ANÁLISE CROMATOGRÁFICA DE AMOSTRAS DA CADEIA  1. 

Algumas amostras da Cadeia 1 obtidas previamente em sintetizador automático (CH1-A, CH1-

B e CH1-C) foram utilizadas para estabelecer condições de análise e purificação por CLAE, apesar de 

apresentarem bem degradadas com aspectos úmidos e escurecidas. A Tabela 3.1 apresenta as 

condições de análise da amostra CH1-C-1. A Figura 3.1 mostra o cromatograma obtido nas 

condições dadas pela Tabela 3.1. O baixo grau de pureza do peptídeo foi evidenciado pelo grande 

número de picos até um tempo de retenção (tr) de 24 min, destacando-se os picos em tempo de 

retenção de 25,7, 28,9 e 30,9 min (FCH1-C-1, FCH1-C-2 e FCH1-C-3, respectivamente), sendo um 

desses provavelmente o monômero da Cadeia 1 por serem os mais abundantes e pelo tr de polaridade 

similar a peptídeos e proteínas. Os picos de tr maior do que 31 min podem ser devidos a impurezas 

em concentrações significativas. 

 

Tabela 3.1. Variação da composição da fase móvel com o tempo da análise CH1-C-1, sob um fluxo 
de 1,0 mL/min. 

Água (0,1% v/v TFA) Acetonitrila (0,08% v/v TFA) Tempo (minutos) 

100% 0% 0 

0% 100% 60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo de retenção (min) 

Figura 3.1. Perfil de CLAE da amostra CH1-C, nas condições análise CH1-C-1 (coluna analítica 
Microsorb C18; fluxo de 1 mL/min; solventes A: H2O:TFA (10:1) e B: ACN:TFA (100:8); gradiente 
linear de 0 a 100% em 60 min. 
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As condições dadas na Tabela 3.1 forneceram uma boa resolução dos sinais. No entanto, o 

tempo de análise nessas condições foi restritiva. Assim, as condições foram alteradas para se obter 

uma menor duração do experimento. A Tabela 3.2 apresenta as condições de análise da amostra CH1-

C-2, agrupando as impurezas em um tempo de análise próximo a 10 min todos os picos que foram 

registrados em até 20 min nas nas condições anteriores (Figura 3.1, p. 50) Os picos correspondentes a 

FCH1-C-1 e FCH1-C-2 da Figura 3.1 seriam esperados de 10 a 20 min e a faixa isocrática de 20 a 30 

min para resolver melhor a região correspondente ao pico de FCH1-C-3. Pelo cromatograma da 

Figura 3.2, os picos atribuídos a FCH1-C-1 e FCH1-C-2 foram registrados em tempos de retenção de 

15,4 e 19,1 min, respectivamente. Nestas condições, o pico correspondente a FCH1-C-3 da Figura 

3.1 (p. 50) foi registrado em um tempo de retenção de 22,4 min e com menor intensidade relativa 

(Figura 3.2). Em 25 min de análise foram registrados todos os sinais de interesse. Assim, o gradiente 

da fase móvel dada na Tabela 3.2 fornece uma análise mais efetiva em tempo bem menor e com 

menos gasto de solventes.  

 

Tabela 3.2. Variação da composição da fase móvel com o tempo da análise CH1-C-2, sob um fluxo 
de 1,0 mL/min. 

Água (0,1% v/v TFA) Acetonitrila (0,08% v/v TFA) Tempo (minutos) 
100 % 0% 0 
60% 40% 10 
55% 45% 20 
55% 45% 30 
0% 100% 40 
0% 100% 50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo de retenção (min) 

Figura 3.2. Perfil de CLAE da amostra CH1-C sob a condição CH1-C-2 (coluna Microsorb C18; 
solventes H2O:TFA 10:1 e ACN:TFA 100:8). 
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As mesmas condições CH1-C-2 (Tabela 3.2, p.51) foram empregadas na análise das amostras 

CH1-A e CH1-B. O cromatograma de CH1-A (Figura 3.3, p.52) apresenta um perfil semelhante ao 

de CH1-C (Figura 3.2, p.51). Porém, os picos FCH1-A-1 (tr= 15,3 min) e FCH1-A-2 (tr= 19,1 min) 

são correspondentes respectivamente aos picos de FCH1-C-1 e FCH1-C-2 do cromatograma da 

Figura 3.2 (p.51) e com menores intensidades relativas. O pico de FCH1-A-3 (tr= 22,4 min) 

correspondente a FCH1-C-3 apresenta intensidade bem menor em relação a CH1-C (Figura 3.2, p. 

51). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo de retenção (min) 

Figura 3.3 Perfil de CLAE da amostra CH1-A sob a condição CH1-C-2 (coluna Microsorb C18; 
solventes H2O:TFA 10:1 e ACN:TFA 100:8). 
 

A Figura 3.4 apresenta o cromatograma da amostra CH1-B. O pico de FCH1-B-3 (tr = 22,2 

min) correspondente a CH1-C-3 no cromatograma da Figura 3.2, (p. 51), apresenta maior intensidade 

do que os picos de FCH1-B-1 (tr = 15,4 min) e FCH1-B-2 (tr = 19,1 min), relativos a FCH1-C-1 E 

FCH1-C-2, respectivamente. A relação das frações e seus respectivos tempos de retenção estão 

mostrados na Tabela 3.3 (p. 53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo de retenção (min) 

Figura 3.4. Perfil de CLAE da amostra CH1-B sob a condição CH1-C-2 (coluna Microsorb C18; 
solventes H2O:TFA 10:1 e ACN:TFA 100:8). 
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Tabela 3.3. Frações coletadas nas análises cromatográficas das amostras A (Fig. 3.3, p. 52), B (Fig. 
3.4, p. 52) e C (Fig. 3.2, p. 51), apresentadas de acordo com seus respectivos tempos de retenção. 

Frações Tempos de retenção médios aproximados (min.) 

FCH1-A-1, FCH1-B-1, FCH1-C-1 15,4 

FCH1-A-2, FCH1-B-2, FCH1-C-2 19,1 

FCH1-A-3, FCH1-B-3, FCH1-C-3 22,4 

 

 

As frações FCH1-A-1, FCH1-A-2, FCH1-A-3, FCH1-B-1, FCH1-B-2, FCH1-B-3, FCH1-C-1, 

FCH1-C-2 e FCH1-C-3 foram recolhidas seqüencialmente na coluna semi-preparativa, liofilizadas e 

enviadas para análise por espectrometria de Massas (EM). A Figura 3.5 mostra o perfil CLAE da 

purificação da amostra CH1-C. As frações da amostra CH1-B não apresentaram quantidade suficiente 

de produto para análise e, portanto, foram obtidos os ionogramas de massas apenas para as outras 

duas amostras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo de retenção (min) 

Figura 3.5. Perfil CLAE da purificação da amostra CH1-C sob a condição CH1-C-2, com um fluxo 
de 4,5 mL/min, destacando FCH1C-1 (tr = 11,6 min), FCH1C-2 (tr = 13,5 min) e FCH1C-3 (tr = 14,1 
min); coluna Dynamax C18 e solventes H2O:TFA 0,1% e ACN:TFA 0,08% 
 

 

A Figura 3.6 (p. 54) apresenta o ionograma por espectrometria de massas da fração FCH1-A-1. 

Alguns picos podem ser destacados, como os registrados em m/z 2219,640, 2397,848, 2412,666, 

2377,596, além do pico em m/z 2460,704 predominante nos três ionogramas. O ionograma da fração 

FCH1-C-1 (Figura 3.7, p. 54) apresenta o pico-base em m/z 2168, seguido do pico em m/z 670. 

Nenhm pico corresponde ao valor de massa/carga do íon molecular da Cadeia 1, indicando que essas 

frações correspondem a produtos secundários da síntese. 
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Figura 3.6. Ionogramas: (a) da amostra CH1-A-1 e (b) da fração FCH1-C-1. 

 

As Figuras 3.7 e 3.8 mostram os ionogramas por EM das frações FCH1-A-2 e FCH1-C-2, 

respectivamente. O pico-base em m/z 2525, encontra-se próximo à massa molecular da cadeia 1 (cujo 

valor calculado é de 2526 g/mol), podendo ser atribuído ao pico 1−+M , além de um sinal em m/z 

1263, correspondendo ao pico +2M  conforme mostra as Figuras 3.7 e 3.8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.7. Ionograma da fração FCH1-A-2 da amostra CH1-A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.8. (a) Ionograma da fração FCH1-C-2; (b) ampliação da região próxima ao pico do íon 
molecular. 
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As Figura 3.9 apresenta os ionogramas das frações FCH1-A-3 e FCH1-C-3. Em ambos os 

ionogramas pode-se verificar apenas um pico-base em m/z 2573, indicando haver predominantemente 

um produto secundário nessas amostras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.9. Ionogramas (a) da amostra CH1-A-3 e (b) da fração FCH1-C-3. 

 

 

 

3.1.2. SÍNTESE DA CADEIA 1 

 

A síntese da Cadeia 1 foi feita manualmente, pela estratégia Fmoc (Chan e White, 2000). O 

sentido de acoplamento é apresentado na Tabela 3.4. O acoplamento e a desproteção foram 

acompanhados pelo teste de Kaiser, um teste qualitativo para a identificação de aminas primárias. 

Assim, a presença de grupos amino livres na seqüência peptídica é evidenciada pela cor púrpura nos 

grãos em que o teste é realizado.  

 

Tabela 3.4. Seqüência peptídica da cadeia 1 da distinctina, com a ordem de acoplamento dos 
aminoácidos 

Peptídeo Seqüência peptídica 

Cadeia 1 E N R E V      P P G F T      A L I K T      L R K C K      I I 
22  21  20 19  18        17 16  15  14 13          12 11 10  9    8          7    6     5    4    3          2  1  

 

 A síntese da cadeia 1 foi realizada eficientemente, não necessitando de reacoplamentos. A 

Tabela 3.5 (p. 56) mostra as quantidades dos demais reagentes utilizados para cada etapa, bem como 

os resultados de acoplamento e desproteção através dos testes de Kaiser. Após a conclusão da síntese, 

foi realizada a etapa de clivagem, utilizando-se a solução descrita anteriormente (p. 46) sobre a resina. 

Foram obtidos 286 mg do peptídeo bruto ao final da síntese, consistindo em 95% de rendimento. 
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Tabela 3.5. Acompanhamento da síntese da Cadeia 1 – ENREV PPGFT ALIKT LRKCK II-NH 2. 

 

Número do 
Acoplamento 

Derivado de 
Aminoácido 

Acoplamento Desproteção 
Massa de 

Aminoácido 
Teste de 
Kaiser 

Reacoplamento Solvente Tempo de 
reação 

Tempo de 
desproteção 

Teste de 
Kaiser 

1 Fmoc-Ile-OH 198 mg Negativo Não DMF 3 h 30 min 15 min Positivo 
2 Fmoc-Ile-OH 198 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
3 Fmoc-Lys(Boc)-OH 262 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
4 Fmoc-Cys(Trt)-OH 328 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
5 Fmoc-Lys(Boc)-OH 262 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
6 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 363 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
7 Fmoc-Leu-OH 198 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
8 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH 223 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
9 Fmoc-Lys(Boc)-OH 262 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
10 Fmoc-Ile-OH 198 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
11 Fmoc-Leu-OH 198 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
12 Fmoc-Ala-OH 174 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
13 Fmoc-Thr(t-Bu)-OH 223 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
14 Fmoc-Phe-OH 297 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
15 Fmoc-Gly-OH 120 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
16 Fmoc-Pro-OH 189 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
17 Fmoc-Pro-OH 189 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
18 Fmoc-Val-OH 190 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
19 Fmoc-Glu(Trt)-OH 248 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
20 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 363 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
21 Fmoc-Asn(Trt)-OH 334 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
22 Fmoc-Glu(Trt)-OH 248 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
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3.1.3. SÍNTESE DA CADEIA 2 

A síntese da Cadeia 2 foi feita manualmente, pela estratégia Fmoc (Chan e White, 2000), com 

resina amidada. O sentido de acoplamento é apresentado na Tabela 3.6, da extremidade C-terminal 

para a extremidade N-terminal. O acoplamento e a desproteção foram acompanhados pelo teste de 

Kaiser, um teste qualitativo para a identificação de aminas primárias. Assim, a presença de grupos 

amino livres na seqüência peptídica é evidenciada pela cor púrpura nos grãos em que o teste é 

realizado. 

 

 

Tabela 3.6. Seqüência peptídica da Cadeia 2 da distinctina, com a ordem de acoplamento dos 
aminoácidos 

Peptídeo Seqüência peptídica 

Cadeia 2 N L V S G      L I  E A R     K Y L E Q      L H R K L      K N C K V 
25 24  23 22  21        20  19  18  17 16        15 14  13  12  11         10    9   8    7    6            5   4     3   2     1 

 

 

A síntese foi iniciada com a resina mantida por 15 min em um meio para desproteção (neste 

caso, o meio utilizado foi a piperidina). Procedeu-se a síntese pela etapa de acoplamento do primeiro 

resíduo, a valina, por uma reação de cerca de 210 min. Os acoplamentos seguintes ocorreram sob 

agitação moderada por um tempo de reação de cerca de 90 min.  

Até o oitavo acoplamento (Arg18) a reação foi realizada eficientemente.No entanto, o nono 

acoplamento, adição do resíduo His17, o resultado do teste de Kaiser foi duvidoso, apresentando grãos 

de resina mais escuros que o usual, sendo realizado um reacoplamento com tempo de reação maior 

(120 min). O mesmo procedimento foi realizado para os dois acoplamentos subseqüentes (adição dos 

resíduos Leu16 e Gln15). Para os próximos acoplamentos, os reagentes de Kaiser foram preparados 

recentementes, mantendo o tempo de reação por 120 min. Apenas nos dois últimos acoplamentos, 

realizaram-se as reações sob agitação moderada por cerca de 150 min. Além disso, houve problemas 

na desproteção do resíduo Leu2, sendo que o teste de Kaiser apresentou grãos de resina demasiado 

claros. Adicionaram-se, então, algumas gotas de Triton X-305 da Sigma-Aldrich a fim de desagregar 

os grãos da resina, cuja compactação poderia estar impedindo a ação da solução de piperidina. Em 

seguida foi realizada mais uma desproteção por 20 min. Observou-se que, desta vez, os grãos ficaram 

mais escuros, mas, mesmo assim, ainda estavam mais claros que o esperado. A Tabela 3.7 mostra um 

resumo da síntese, com as massas utilizadas de cada aminoácido, tempos de reação e resultados dos 

testes de Kaiser. 
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Tabela 3.7 Acompanhamento da síntese da Cadeia 2 – NLVSG LIEAR KYLEQ LHRKL KNCKV-NH 2 

 

 Número do 
Acoplamento 

Resíduo de 
Aminoácido 

Acoplamento Desproteção 
Massa de 

Aminoácido 
Teste de 
Kaiser 

Reacoplamento Solvente Tempo de 
reação 

Tempo de 
desproteção 

Teste de 
Kaiser 

1 Fmoc-Val-OH 115 mg Negativo Não DMF 3 h 30 min 15 min Positivo 
2 Fmoc-Lys(Boc)-OH 158 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
3 Fmoc-Cys(Trt)-OH 198 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
4 Fmoc-Asn(Trt)-OH 202 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
5 Fmoc-Lys(Boc)-OH 158 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
6 Fmoc-Leu-OH 120 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
7 Fmoc-Lys(Boc)-OH 158 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
8 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 219 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
9 Fmoc-His(Trt)-OH 209 mg Ambíguo Sim DMF/DCM 1:1 1 h 30 min 12 min Positivo 
10 Fmoc-Leu*-OH 120 mg Ambíguo Sim DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
11 Fmoc-Gln-OH 124 mg Ambíguo Sim DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
12 Fmoc-Glu-OH 144 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
13 Fmoc-Leu-OH 120 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
14 Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 155 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
15 Fmoc-Lys(Boc)-OH 158 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
16 Fmoc-Arg(Pbf)-OH 219 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
17 Fmoc-Ala-OH 105 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
18 Fmoc-Glu-OH 144 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
19 Fmoc-Ile-OH 120 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
20 Fmoc-Leu-OH 120 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
21 Fmoc-Gly-OH 100 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
22 Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 130 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
23 Fmoc-Val-OH 115 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 12 min Positivo 
24 Fmoc-Leu-OH 120 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 30 min 20 min Ambíguo 
25 Fmoc-Asn(Trt)-OH 202 mg Negativo Não DMF/DCM 1:1 2 h 30 min 20 min Posiivo 
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3.1.4. PURIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS PEPTÍDEOS 

 

3.1.4.1. Purificação e caracterização da Cadeia 1 

A partir das condições experimentais das análises de espectrometria de massas e cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE) no estudo das amostras CH1-A, CH1-B e CH1-C (ver item 3.1.1), a Cadeia 1 

apresenta um tr = 19,4 min (Tabela 3.3, p. 53). A análise por CLAE da Cadeia 1 sintetizada manualmente 

apresenta um pico muito intenso de tr = 19,8 min (Figura 3.10), confirmando o produto desejado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo de retenção (min) 

Figura 3.10. Perfil CLAE da amostra bruta da Cadeia 1 sintetizada manualmente (método CH1-C-2 descrito 
na Tabela 3.2 - p. 51; coluna Microsorb C-18; solventes, H2O:TFA 0,1% e ACN:TFA 0,08%. 
 

O produto bruto (40 mg) foi purificado por CLAE, com injeções de 200 µL de solução 5 mg/mL da 

amostra em coluna semi-preparativa. O perfil cromatográfico resultante dessa purificação é apresentado na 

Figura 3.11. Todas as alíquotas referentes ao produto foram reunidas e liofilizadas, obtendo-se 30 mg 

(rendimento de 75%) de produto. As condições de fluxo e gradiente utilizadas encontram-se resumidas na 

Tabela 3.8 (p. 60) . O fluxo utilizado foi de 3,0 mL/min e tr = 17,1 min. 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo de retenção (min) 

Figura 3.11. Perfil CLAE da amostra purificada da Cadeia 1 sintetizada manualmente (método descrito na 
Tabela 3.8 – p. 60; fluxo de 3,0 mL/min; coluna Dynamax C18; solventes H2O:TFA 0,1% e ACN:TFA 
0,08%). 
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Tabela 3.8. Gradiente utilizado para a purificação da cadeia 1, empregando fluxo de 3,0 mL/min. 
Água (0,1% v/v TFA) Acetonitrila (0,08% v/v TFA) Tempo (minutos) 

100 % 0% 0 

60% 40% 10 

55% 45% 20 

0% 100% 25 

 

 

3.1.4.2. Purificação e caracterização da Cadeia 2 

Após a liofilização da Cadeia 2 sintetizada manualmente, foi realizada análise por CLAE. O produto 

(1,0 mg) foi dissolvido em 1 mL de água e as análises foram realizadas por injeções de 20 µL dessa solução. 

Inicialmente foi empregado um gradiente de 100% de solução de 0,1% de TFA em água e, no final, de 100% 

de solução 0,08% de TFA em acetonitrila, por 6 min (Tabela 3.9). O cromatograma resultante é mostrado na 

Figura 3.14. 

 

Tabela 3.9. Primeiro gradiente utilizado para análise da cadeia 2, empregando fluxo de 3,0 mL/min 

Água (0,1% v/v TFA) Acetonitrila (0,08% v/v TFA) Tempo (minutos) 

100% 0% 0 

0% 100% 60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.12. Perfil de CLAE da Cadeia 2 sintetizada manualmente (condições dadas na Tabela 3.9; coluna 
Microsorb C18; solventes H2O:TFA 0,1% e ACN:TFA 0,08%).  
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O cromatograma da Figura 3.12 (p. 60) registra um pico intenso em tr = 27,6 min, indicando um alto 

grau de pureza do produto sintetizado. Para diminuir o tempo de análise e resolver melhor os picos nas 

regiões próximas ao da Cadeia 2, foi utilizado um gradiente com duração de 40 minutos, conforme descrito 

na Tabela 3.10. Nesta análise o pico predominante foi registrado em tr = 27,5 min, conforme mostrado na 

Figura 3.13. 

 

Tabela 3.10. Segundo gradiente utilizado para a análise do produto obtido da síntese da cadeia 2. O fluxo 
para este gradiente foi de 3,0 mL/min. 
Água (0,1% v/v TFA) Acetonitrila (0,08% v/v TFA) Tempo (nimutos) 

100% 0% 0 

75% 25% 10 

50% 50% 35 

0 100% 40 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tempo de retenção (min) 
Figura 3.13. Cromatograma do produto de síntese da cadeia 2, utilizando-se o gradiente descrito na Tabela 
3.10 (coluna Microsorb C18, solventes H2O:TFA 0,1% e ACN:TFA 0,08%). 
 

 

A purificação do produto de síntese da Cadeia 2 foi realizada após terem sido estabelecidas as 

condições de análise. As condições utilizadas são descritas na Tabela 3.10, porém com um fluxo de 4,5 

mL/min. Uma solução do produto foi preparada a uma concentração de 5 mg/mL, injetando-se 200 µL de 

cada vez. O cromatograma obtido é mostrado na Figura 3.14 (p. 62). Durante a purificação, foram 

recolhidas duas frações: FCH2-1, que consistiu em um pico de intensidade muito baixa, com tempo de 
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retenção muito próximo ao do sinal principal, e FCH2-2, que consistiu no pico predominante do 

cromatograma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo de retenção (min) 

Figura 3.14. Cromatograma do produto purificado da síntese da cadeia 2, nas condições descritas na Tabela 
3.10. 
 

Ambas as frações foram recolhidas e liofilizadas para análise por espectrometria de massas. Apesar de 

quantidade recolhida de FCH2-1 não ter sido suficiente para análise, pôde-se obter o ionograma de FCH2-2 

(Figura 3.15), que confirmou ser esta fração a cadeia 2, uma vez que foram observados picos em m/z 2952, 

correspondendo a 1−+M , e de m/z 1479, relativo a +2M . Além disso, pôde ser verificar o alto grau de 

pureza apresentado pelo produto final da síntese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.15. (a) Ionograma da fração FCH2-2; (b) ampliação da região do ionograma próxima ao pico do 
íon molecular. 
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3.2. DICROÍSMO CIRCULAR (CD) 

 

 Os estudos de dicroísmo circular (CD) foram realizados com o intuito de serem obtidas informações 

a respeito das estruturas secundárias de ambos os monômeros da distnctina (Cadeia 1 e Cadeia 2), em 

diferentes concentrações de TFE, que foi o meio utilizado nos experimentos de RMN. A literatura registra 

que 2,2,2-trifluoroetanol é um solvente que promove a formação de ligações de hidrogênio intramoleculares 

em regiões de peptídeos onde há tendência α-helicoidal, porém não induz estruturas onde não há essa 

tendência (Goodman et al., 1971; Marion et al., 1988; Brusch e Gierasch, 1990; Blanco et al., 1994; Gesell 

et al., 1997). 

 O espectro de CD do monômero Cadeia 1, mostrado na Figura 3.16, indica um certa tendência 

desse peptídeo em adotar a forma α-helicoidal. Isso é evidenciado pela presença de uma região positiva 

próximo a 190 nm, correspondente a uma transição π→π
*, seguida de dois mínimos com valores negativos 

em 205 nm e em 220 nm, correspondendo às transições π→π* e n→π*, respectivamente. Entretanto, se 

comparado ao padrão desse tipo de estrutura (Figura 1.24, p. 39), percebe-se que os mínimos do espectro 

registrado para a Cadeia 1 ocorrem a uma menor intensidade e são menos definidos. Isso sugere que, embora 

haja estrutura α-hélice, esta não se encontra presente em grande parte do peptídeo, coexistindo com outras 

formas. Todavia, foi também observado que o aumento da concentração de TFE favorece a forma α-hélice 

desse peptídeo, ocorrendo um máximo de estruturação a 80% de TFE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.16. Espectros de dicroísmo circular (CD) do monômero Cadeia 1 da distinctina, em 10% de TFE 
(vermelho), em 20% de TFE (magenta), em 40% de TFE (azul), em 60% de TFE (preto) e em 80% de TFE 
(marrom). 
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O espectro de CD da Cadeia 2 (Figura 3.17) mostrou uma forte tendência α-helicoidal, 

correspondendo perfeitamente ao espectro padrão dessa estrutura secundária (Figura 1.24, p. 39), 

apresentando dois mínimos na região negativa, em 209 e 222 nm. Foi observado também o aumento da 

estruturação com o aumento da concentração de TFE na solução, apresentando um máximo de estruturação 

em 80% de TFE, assim como observado para a Cadeia 1. Entretanto, se comparada a este monômero, a 

Cadeia 2 apresentou uma predominância de estrutura α-hélice, evidenciada pelo espectro com os mínimos e 

máximo bem definidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.17. Espectros de dicroísmo circular (CD) do monômero Cadeia 2, da distinctina em 10% de TFE 
(azul), em 20% de TFE (preto), em 40% de TFE (vermelho), em 60% de TFE (magenta) e em 80% de TFE 
(marrom). 
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3.3. ANÁLISE CONFORMACIONAL POR RESSONÂNCIA MAGNÉTI CA 

NUCLEAR 

A análise estrutural da distinctina em sua forma heterodimérica e com as extremidades C-terminal 

carboxiladas em ambas as cadeias foi realizada anteriormente por RMN em solução aquosa (Raimondo et 

al., 2005). Como resultados desse estudo, ambas as cadeias, quando condensadas no heterodímero, 

apresentam-se preferencialmente em solução aquosa na forma α-helicoidal e como tetrâmero (estrutura 

quaternária composta por dois dímeros, mantida por ligações de hidrogênio). No entanto, não são descritos 

na literatura estudos sobre a estrutura do heterodímero ou dos seus monômeros por RMN em meios que 

mimetizam membranas. Nesta seção será descrita a análise conformacional por RMN dos monômeros da 

distinctina (Cadeia 1 e Cadeia 2).  

Pelos estudos anteriores (Raimondo et al., 2005) e os dados de dicroísmo circular, ambas as cadeias da 

distinctina apresentam alto conteúdo de formas α-helicoidais, tendo a cadeia 1 um conteúdo menor devido à 

presença de resíduos de prolina. Desta forma, foram realizados experimentos de RMN em que a forma 

helicoidal fosse favorecida, obtendo-se mapas de contorno 2D TOCSY, NOESY, 1H 15N-HSQC e 1H 13C-

HSQC. Nesses experimentos foram empregados trifluoretanol-d2 (TFE-d2) em água, na concentração 50% 

v/v, com os peptídeos amidados na extremidade C-terminal para favorecer adoção de formas α-helicoidais.  

A análise dos espectros de RMN foi realizada pelo método de atribuição seqüencial (Billeter et al., 

1982). Este método consiste na identificação tanto dos resíduos de aminoácido por meio de mapas de 

contornos TOCSY quanto da seqüência peptídica e de elementos de estruturas secundária e terciária por 

meio de mapas de contornos NOESY. Outros experimentos como 1H 13C-HSQC e 1H 15N-HSQC foram 

utilizados como fontes auxiliares de informação para a elucidação estrutural e para resolver ambigüidades da 

análise dos outros mapas de contornos. 

As atribuições dos hidrogênios iniciaram-se pela análise dos mapas de contornos TOCSY, assinalando 

o máximo possível de conectividades intra-residuais, levando-se em conta os padrões TOCSY descritos na 

literatura para cada resíduo (Wüthrich, 1986). Nesta etapa, priorizou-se a identificação de resíduos 

característicos e/ou únicos na seqüência peptídica, permitindo a atribuição de forma inequívoca de 

hidrogênios de uma determinada região da seqüência peptídica. Para ambas as cadeias teve-se como ponto 

de partida o resíduo de glicina, pois apresenta conectividades características que facilita sua identificação, 

além de ser encontrado apenas um deste resíduo em cada cadeia. Os resíduos de aminoácidos aromáticos, 

como fenilalanina (Cadeia 1) e tirosina (Cadeia 2) e os resíduos de valina, isoleucina e alanina em ambas as 

cadeias auxiliaram também a elucidação estrutural. No entanto, como vários resíduos idênticos encontram-se 

em ambas as cadeias, não se pôde concluir as atribuições somente pela análise dos mapas de contornos 

TOCSY.  
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A interpretação dos dados de RMN foi dificultada pela presença de vários resíduos de lisina e 

leucina, pois hidrogênios destes resíduos apresentam deslocamentos químicos e padrões de conectividade 

muito similares entre si. Dessa forma, foram analisadas as correlações inter-residuais advindas do mapa de 

contornos NOESY e de informações complementares dos mapas de contornos HSQC, que foram 

importantes para interpretar correlações sobrepostas, em especial, nos mapas de contornos TOCSY e 

NOESY. 

 

3.3.1. ANÁLISE POR RMN DA CADEIA 1 DA DISTINCTINA. 

 

A Figura 3.18 mostra o mapa de correlação TOCSY da cadeia 1 com as atribuições de sinais. Pela 

análise, foram identificados os sinais relativos a resíduos característicos, como glicina, fenilalanina, treonina 

e arginina e cisteína. Nessa etapa inicial, foram atribuídos os hidrogênios α, β e amídicos de resíduo da 

seqüência peptídica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.18. Mapa de contornos TOCSY da cadeia 1 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1) mostrando 
conectividades intra-residuais dos tipos: (a) HN/Hα e (b) HN/Hβ. 
 

A Figura 3.19, p. 67, apresenta mapas de contornos NOESY da cadeia 1, registrando as quatro regiões 

principais utilizadas para a elucidação estrutural: de correlações entre Hα e HN, HN e HN, HN e Hβ, além de 

correlações entre Hα e Hβ. De acordo com os dados de Dicroísmo Circular da Cadeia 1, a região entre a 

extremidade N-terminal e o resíduo Pro7 não apresenta formas α-helicoidais, diferentemente da região α-
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helicoidal entre Gly8 e Ile22. Apesar do resíduo Pro7 não se encontrar na região α-helicoidal, seus 

hidrogênios puderam ser atribuídos pela proximidade espacial com o resíduo Gly8. A partir da atribuição de 

hidrogênios do resíduo Gly8, foram assinalados hidrogênios de resíduos adjacentes, até a extremidade C-

terminal da Cadeia 1. Em seguida, os sinais relativos a hidrogênios dos resíduos Glu1 a Pro6 foram 

atribuídos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.19. Mapas de contornos NOESY da Cadeia 1 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1) mostrando 
conectividades inter-residuais dos tipos: (a) dαN(i, i+1), dαN(i, i+2), dαN(i, i+3) e dαN(i, i+4); (b) dNN(i, i+1) e 
dNN(i, i+2); (c) dβN(i, i+1) e (d) dαβ(i, i+3). 

 

 

A identificação dos sinais relativos aos hidrogênios do resíduo de Gly8 foi realizada inicialmente pela 

atribuição de Hα no mapa de contornos 13C-1H HSQC (Figura 3.20, p. 68). A correlação entre Cα e Hα foi 

identificada inequivocamente por ser o único sinal desdobrado de fase negativa registrado naquela região, 
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contornos TOCSY mostra correlações dos dois hidrogênios Hα com o hidrogênio amídico. O hidrogênio 

amídico do resíduo de Pro7 foi atribuído pelas correlações NOESY do tipo dαN(i, i+1) (Figura 3.19a, p.67) e 

dβN(i, i+1) (Figura 3.19c, p. 67) com os hidrogênios do resíduo Gly8, além de confirmado pelo padrão de 

correlações escalares de prolina no mapa de contornos TOCSY. O hidrogênio amídico do resíduo Phe9 foi 

atribuído pelo padrão TOCSY. Os hidrogênios aromáticos Hδ e Hε foram atribuídos a partir das correlações 

NOESY de dNN(i, i+1) e dαN(i, i+1) com o resíduo Gly8 (Figuras 3.19b e 3.19a, p. 67, respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.20. Mapa de contornos 13C-1H HSQC da Cadeia 1 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1) mostrando 
conectividades intra-residuais Cα – Hα (em destaque correlações do resíduo Gly8). 

 

Os sinais dos hidrogênios do resíduo Ala11 foram identificados principalmente pela correlação entre 

Cβ e Hβ no mapa de contornos 13C-1H HSQC e pelo fato de não haver correlações com nenhum outro 

hidrogênio de cadeia lateral além dos Hβ. No mapa de contornos 13C-1H HSQC são registradas duas 

correlações relativas aos hidrogênios metílicos deste resíduo. A atribuição foi confirmada pelas correlações 

NOESY dos tipos dαN(i, i+2) (Figura 3.19a, p. 67) e dαβ(i, i+3) (Figura 3.19d, p. 67) entre os hidrogênios da 

Ala11 com Phe9 e Gly8, respectivamente. 

A Cadeia 1 apresenta dois resíduos de treonina, Thr10 e Thr15. O resíduo Thr10 foi identificado pelo 

sinal de RMN de 1H com deslocamentos químicos dos hidrogênios beta em torno de dH 3,9 ppm. A 

atribuição dos hidrogênios do resíduo Thr10 foi realizada pelas correlações de nOe dαN(i, i+1) (Figura 

3.19a, p. 67), dNN(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67) e dβN (i, i+1) com Ala11 (Figura 3.19c, p. 67). Correlações 

de nOe do tipo dNN(i, i+1), dαN(i, i+1) e dβN(i, i+1) com Phe9 não foram observadas, pois os valores de 

deslocamento químico de HN de ambos os resíduos são muito próximos, sobrepostos a outros sinais. 
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O resíduo Leu12 foi identificado pela correlação dαβ(i, i+3) com Phe9 (Figura 3.19d, p. 67) e pelo 

padrão TOCSY característico deste resíduo. Apesar de haver poucas correlações envolvendo esse resíduo, 

através da atribuição das correlações dos resíduos adjacentes foi possível realizar o assinalamento da Leu12. 

A identificação do resíduo Ile13 foi realizada pelas correlações com os hidrogênios do resíduo Leu12, como 

dNN(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67), dβN(i, i+1) (Figura 3.19c p. 67) e dαN(i, i+1) (Figura 3.19a, p. 67). Além 

disso, foram identificados os nOe's dαN(i, i+3) com Thr10 e dαN(i, i+4) com Phe9 (Figura 3.19a, p. 67). 

O resíduo Lys14 apresentou um grande número de correlações no mapa de contornos NOESY. 

Correlações de nOe do tipo dNN(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67), dαN(i, i+1) (Figura 3.19a, p. 67) e dβN(i, i+1) 

(Figura 3.19c, p. 67) com Ile13, dNN(i, i+2) com Leu12 (Figura 3.19b, p. 67) e dαβ(i, i+3) com Ala11 

(Figura 3.19d, p. 67) permitiram identificar o resíduo Lys14, bem como confirmar atribuições anteriores. O 

resíduo Thr15 apresentou também correlações do tipo nOe suficientes para o seu assinalamento. Além disso, 

o padrão TOCSY observado para Thr10 foi utilizado na identificação dos sinais do resíduo Thr15. As 

correlações de nOe encontradas para a Thr15 foram: dαN(i, i+3) com Leu12 , dαN(i, i+2) com Ile13 (Figura 

3.19a, p. 67) e dNN(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67) e dβN(i, i+1) (Figura 3.19c, p. 67) com Lys14. 

O resíduo Leu16 apresentou correlações escalares entre seus átomos de hidrogênio pouco sobrepostas, 

permitindo a identificação através do seu padrão TOCSY. Além disso, foram observados sinais de nOe 

referentes à Leu16 como dαN(i, i+1) (Figura 3.19a, p. 67), dNN(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67) e dβN(i, i+1) 

(Figura 3.19c, p. 67) com Thr15, dNN(i, i+2) (Figura 3.19b, p. 67) com Lys14 e dαN(i, i+3) (Figura 3.19a, 

p. 73) e dαβ(i, i+3) (Figura 3.19d, p. 67) com Ile13. 

O resíduo Arg17 foi identificado pelas correlações TOCSY de Hε com Hβ, Hγ e Hδ, características 

desse resíduo (Figura 3.18, p. 66). A atribuição de Hε foi confirmada pelo mapa de contornos 15N-1H HSQC, 

através da correlação do sinal de nitrogênio em δN 83,5 com o sinal de hidrogênio em δH 7,1 (Figura 3.21). 

A inspeção do mapa de contornos NOESY permitiu atribuir as correlações de nOe do tipo dNN(i, i+1) e dβN(i, 

i+1) com Leu16, dαN(i, i+3) com Lys14 e dαN(i, i+4) com Ile13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.21. Mapa de contornos 15N-1H HSQC da Cadeia 1 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1) mostrando 
conectividades intra-residuais entre Hε e Nε dos resíduos Arg3 e Arg17. 
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O resíduo Lys18 foi identificado pelas seguintes correlações de nOe: dNN(i, i+1) com Arg17, dNN(i, 

i+2) com Leu16 (Figura 3.19b, p. 67) e dαN(i, i+3) com Thr15 (Figura 3.19a, p. 67). A identificação de 

Lys18 foi completada pela identificação do resíduo Cys19, que apresentou correlação de nOe do tipo dαN(i, 

i+1) (Figura 3.19a, p. 67), dβN(i, i+1) (Figura 3.19c, p. 67) e dNN(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67) com Lys18. 

Foram registradas ainda outras correlações de nOe inter-residuais, como dαN(i, i+3) (Figura 3.19a, p. 67) e 

dαβ(i, i+3) (Figura 3.19d, p. 67) com Leu16.  

A presença de uma correlação NOESY devida a nOe intenso relativo a HN do resíduo Cys19 na região 

dos hidrogênios amídicos permitiu a identificação do resíduo Lys20. Esta correlação de nOe foi classificada 

como sendo do tipo dNN(i, i+1) com Lys20 (Figura 3.19b, p. 67). Essa atribuição foi confirmada por outras 

correlações inter-residuais registradas no mapa de contornos NOESY: dαN(i, i+1) (Figura 3.19a, p.67) e 

dβN(i, i+1) (Figura 3.19c, p. 67) com Cys19, dαN(i, i+3) (Figura 3.19a, p. 67) e dαβ(i, i+3) (Figura 3.19d, p. 

67) com Arg17. 

O resíduo Ile21 foi identificado a partir das correlações de nOe dNN(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67) e 

dαN(i, i+1) (Figura 3.19a, p. 67) com Lys20 e Ile22, de dNN(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67) e dαN(i, i+1) 

(Figura 3.19a, p. 67) com Ile21, de dNN(i, i+2) (Figura 3.19b, p. 67) com Lys20 e de dαβ(i, i+3) (Figura 

3.19d, p. 67) e dαN(i, i+3) (Figura 3.19a, p. 67) com Cys19. Esses resíduos apresentaram padrões TOCSY 

de resíduos de isoleucina. Os hidrogênios do grupo amida na extremidade C-terminal foram atribuídos pela 

análise do mapa de contornos 1H-15N HSQC e pelas seguintes correlações de nOe identificadas: dαN(i, i+4) 

com Cys19 e dαN(i, i+2) com Ile21.  

Após a atribuição da região alfa-helicoidal do peptídeo, foi realizada a atribuição dos sinais relativos 

aos demais resíduos. O resíduo Val5 foi considerado primeiramente por ser o único resíduo na cadeia 1 e 

apresentar um padrão TOCSY característico que pode ser facilmente confirmado pelo mapa de contornos 
1H-13C HSQC. O mapa de contornos TOCSY mostra correlações do resíduo Val5 bem definidas e intensas, 

permitindo identificar os sinais relativos aos hidrogênios da cadeia lateral. O mapa de contornos NOESY 

mostra correlações inter-residuais de Val5 e Glu4 do tipo dNN(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67) e dβN(i, i+1) 

(Figura 3.19c, p. 67). O resíduo Glu4 mostra correlações de nOe do tipo dαN(i, i+1) (Figura 3.19a, p. 67) e 

dNN(i, i+1) (Figura 3.19b, p. 67) com o resíduo Arg3, que foi identificada por apresentar os mesmos tipos de 

correlações observadas para o resíduo de Arg17 (Figura 3.21, p. 69). 

O resíduo de Pro6 foi identificado pelo mapa de contornos TOCSY, por apresentar um padrão 

semelhante ao observado para o resíduo Pro7. Este último resíduo apresentou correlações de nOe não 

observados para peptídeos alfa-helicoidais, como dαδ(i, i+2) com Glu4, dαδ(i, i+2) com Val5 e dαδ(i, i+1)  

com Pro7. Os resíduos Glu1 e Asn2 foram identificados somente pelo mapa de contornos NOESY e apenas 

por correlações intra-residuais. Não se encontraram correlações inter-residuais para estes resíduos. 
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Apesar dos mapas de contornos 15N-1H HSQC e 13C-1H HSQC não terem sido empregados de forma 

tão sistemática quanto aos mapas de contornos NOESY e TOCSY, os primeiros foram muito importantes na 

confirmação das atribuições realizadas pela técnica TOCSY, por meio da investigação de sinais relativos a 

hidrogênios de cadeias laterais, bem como na resolução de sinais sobrepostos. Os mapas de contornos HSQC 

foram importantes principalmente quando os sinais dos mapas de contornos TOCSY se apresentaram 

sobrepostos. Como nas dimensões de 15N e 13C não foram observadas sobreposições de sinais, a atribuição 

de todos os resíduos de aminoácidos da Cadeia 1 pôde ser realizada de forma inequívoca. 

Pela análise realizada, a atribuição dos sinais dos resíduos da Cadeia 1 foi quase que totalmente 

atribuída, exceto os grupos CH do resíduo Glu1, hidrogênios Hη e nitrogênios Nη e nitrogênios Nζ de 

resíduos de arginina e os grupos amino da posição ζ de resíduos de lisina. Além disso, foi obtida uma rede 

coerente de correlações de nOe, evidenciando uma predominância da forma α-helicoidal. A Figura 3.22 

mostra um resumo das correlações de nOe características de forma α-helicoidal na Cadeia 1, indicando a 

estrutura secundária esperada do resíduo de Gly8 até a extremidade C-terminal da cadeia. A Tabela 3.11 (p. 

72) mostra os deslocamentos químicos de 1H e 13Cα atribuídos para cada resíduo da Cadeia 1. Tendo 

concluídas as atribuições, pôde-se especificar os tipos de correlações devidas a nOe e, para cada um destes 

tipos de nOe, foram estabelecidas as restrições de distância dos dados de entrada para o cálculo teórico de 

otimização de geometria em nível de dinâmica molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.22. Resumo dos tipos de nOe’s característicos de forma α-helicoidal presentes no mapa de 
contornos NOESY do monômero Cadeia 1 em TFE-d2:H2O (1:1). 
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Tabela 3.11. Deslocamentos químicos dos sinais de RMN de 1H e de 13C da Cadeia 1 (600 MHz; TFE-
d2:H2O 1:1; pH 8,0; 22 ºC) 

 Deslocamentos Químicos  d (ppm) 
Resíduo NH CαH CβH Outros Cα 

Glu1 - - - - - 
Asn2 - - - - - 
Arg3 8,35 4,39 1,92; 1,78 γ-CH2 = 1,67; 1,65 

δ-CH2 = 3,21 
ε-NH = 7,17 

55,0 

Glu4 8,18 4,47 2,20; 2,12 γ-CH2 = 2,40 54,5 
Val5 7,80 4,44 2,05 γ-CH2 = 0,87 59,6 
Pro6 - 4,73 2,44 γ-CH2 = 2,14 

δ-CH2 = 3,90; 3,48 
60,1 

Pro7 - 4,45 2,37 γ-CH2 = 2,16 62,4 
Gly8 8,41 4,03; 3,96 - - 45,7 
Phe9 7.92 4,45 3,30; 3,24 δ-CH = 7,30 58,0 
Thr10 7,96 4,21 3,87 γ-CH2 = 1,27 22,9 
Ala11 7,71 4,10 1,48 - - 
Leu12 7,73 4,11 1,67 - 57,1 
Ile13 7,99 3,65 1,90 γ-CH2 = 1,36 62,2 
Lys14 8,17 3,92 1,92 γ-CH2 = 1,47 

ε-CH2 = 2,95 
59,0 

Thr15 7,90 4,56 3,95 γ-CH2 = 1,20 23,1 
Leu16 8,67 4,13 2,03 γ-CH2 = 1,53 

δ-CH2 = 0,85 
57,6 

Arg17 8,34 4,12 2,01; 1,92 γ-CH2 = 1,73 
δ-CH2 = 3,20; 3,13 
ε-NH = 7,10 

54,5 

Lys18 7,91 4,16 2,10 γ-CH2 = 1,74; 1,52 57,8 
Cys19 8,18 4,27 3,11; 3,02 - 60,5 
Lys20 7,99 4,22 2,04 γ-CH2 = 1,61 

δ-CH2 = 1,70 
56,4 

Ile21 7,90 4,00 2,05 γ-CH2 = 1,23 61,4 
Ile22 7,76 4,15 1,92 γ-CH2 = 1,25 60,3 

 

3.3.2. ANÁLISE POR RMN DA CADEIA 2 DA DISTINCTINA. 

 

A atribuição dos sinais dos resíduos da Cadeia 2 foi realizada analisando inicialmente o mapa de 

contornos TOCSY (Figura 3.Y1) nas regiões de correlações envolvendo hidrogênios amídicos com 

hidrogênios α  e das cadeias laterais. Isto foi possível pois a Cadeia 2 contém muitos resíduos característicos, 

tais como valina (Val3 e Val25), glicina (Gly5), arginina (Arg10 e Arg18), tirosina (Tyr12), asparagina 

(Asn1 e Asn22), histidina (His17) e cisteína (Cys23), além do resíduo Leu16 marcado isotopicamente com 
15N. Assim, pontos da seqüência peptídica da Cadeia 2 foram determinados e permitiram a atribuição dos 

demais resíduos. Assim mesmo, a atribuição dos sinais de ressonância foi dificultada por diversas 

sobreposições entre sinais referentes a resíduos próximos entre si na seqüência peptídica. 

7.HN 7.HA7.HN 7.HA
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Figura 3.23. Mapas de contornos TOCSY da Cadeia 2 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1) mostrando as 
conectividades intra-residuais dos tipos: (a) HN/Hα e (b) HN/Hβ. 
 

Após a atribuição dos hidrogênios α, β e amídicos, foi realizada a análise do mapa de contornos 

NOESY. Tendo em vista que os dados de CD da Cadeia 2 indicaram formas α-helicoidais, a análise por 

NOESY foi realizada considerando correlações dos tipos Hα/HN (Figura 3.24a, p. 74), HN/HN (Figura 

3.24b, p.74), HN/Hβ (Figura 3.24c, p. 74) e Hα/Hβ (Figura 3.24d , p. 74). 

O resíduo Gly5 foi confirmado pelo mapa de contornos 1H 13C-HSQC (Figura 3.25; p. 74) e 

utilizado tanto para atribuição dos sinais referentes aos demais resíduos quanto para identificar interações 

inter-moleculares. A identificação de Gly5 foi realizada pelo mapa de contornos TOCSY, pois o hidrogênio 

Hα deste resíduo apresenta correlação somente com HN desse resíduo. Como há apenas um resíduo de glicina 

na Cadeia 2, esse resíduo foi identificado inequivocamente, permitindo a identificação dos demais resíduos 

da seqüência peptídica.  
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Figura 3.24. Mapas de contornos NOESY da Cadeia 2 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1) mostrando 
conectividades inter-residuais dos tipos: (a) dαN(i, i+1), dαN(i, i+2), dαN(i, i+3) e dαN(i, i+4); (b) dNN(i, i+1) e 
dNN(i, i+2); (c) dβN(i, i+1) e (d) dαβ(i, i+3). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.25. Mapa de contornos 13C-1H HSQC da Cadeia 2 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1) mostrando 
conectividades intra-residuais Cα/Hα. 
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A partir das correlações entre hidrogênios HN (Figura 3.24b, p. 74) foram identificados os resíduos 

Val3, Ser4 e Leu6. As correlações TOCSY da Cadeia 2 (Figura 3.23, p. 73) permitiram identificar o resíduo 

Val3, confirmado pelo padrão TOCSY característico de valina e pelas correlações dNN(i, i+1) (Figura 3.24b, 

p. 74) e dβN(i, i+1) (Figura 3.24c, p. 74) com Ser4, dαN(i, i+2) (Figura 3.24a, p. 74) com Gly5, dαN(i, i+3) 

(Figura 3.24a, p. 74) e dαβ(i, i+3) (Figura 3.24d, p. 74) com Leu6. As correlações entre Gly5 e Ser4 foram 

confirmadas pelo padrão TOCSY (Figura 3.23, p. 73), caracterizado por deslocamentos químicos próximos 

de Hα e Hβ. O hidrogênio Hβ foi confirmado pelo mapa de contornos 1H 13C-HSQC, devido à presença de um 

sinal de CH2 na região característica de Cα, porém o carbono apresenta um deslocamento químico muito 

grande para pertencer a uma glicina, Figura 3.25, p. 74) . O resíduo Leu6 apresenta um padrão TOCSY bem 

característico (Figura 3.23, p. 73), mostrando as correlações com Val3. O resíduo Leu2 foi identificado 

pelas correlações dNN(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74), dβN(i, i+1) (Figura 3.24c, p. 74) e dαN(i, i+1) (Figura 

3.24b, p. 74) com Val3. O resíduo Asn1 foi identificado pelo mapa de contornos NOESY (Figura 3.24a, p. 

74), pois as correlações devidas ao HN não foram registradas no mapa de contornos TOCSY. As correlações 

de Asn1 foram dαN(i, i+1) (Figura 3.24a, p. 74) e dβN(i, i+1) (Figura 3.24c, p. 74) com Leu2 e dαN(i, i+2) 

(Figura 3.24a, p. 74) com Val3.  

O resíduo Ile7 foi identificado pelo seu padrão TOCSY (Figura 3.23, p. 73) e seus hidrogênios foram 

confirmados por 1H 13C-HSQC. As correlações de NOESY deste resíduo foram dαβ(i, i+3) (Figura 3.24d, p. 

74) com Ser4, dNN(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) com Leu6 e dαN(i, i+3) (Figura 3.24a, p. 74). Demais 

correlações não foram confirmadas pois HN de Ile7 apresenta um deslocamento químico muito próximo a HN 

de Ser4 e Gly5. 

O hidrogênio HN do resíduo Glu8 não foi atribuído inequivocamente, pois a correlação TOCSY do 

tipo Hα/HN apresenta-se sobreposta às correlações Hα/HN do resíduo Arg10 e Hβ/HN da Ser4 (Figura 3.23, p. 

73). No entanto, os demais hidrogênios foram atribuídos pelas correlações TOCSY de Hα com os 

hidrogênios da cadeia lateral. Além disso, Hα foi confirmado pela correlação dαβ(i, i+3) com Gly5 (Figura 

3.24d; p. 74). A atribuição de HN foi realizada pelas correlações NOESY dos tipos dNN(i, i+2) (Figura 

3.24b, p. 74) com Leu6, dαN(i, i+1) (Figura 3.24a, p. 74) e dβN(i, i+1) (Figura 3.24c, p. 74) com Ile7. As 

correlações dNN(i, i+1) com Ile7 e com Ala9 apresentam-se sobrepostas, não sendo facilmente observadas no 

mapa de contornos NOESY (Figura 3.24b, p. 74). 

O resíduo Ala9 foi identificado pelas correlações 1H 13C-HSQC (Figura 3.25, p. 74) dos hidrogênios 

Hβ da cadeia lateral. O HN desse resíduo apresenta deslocamento químico próximo aos hidrogênios 

correspondentes de Glu8 e Arg10. Além disso, Hα apresenta-se sobreposto ao sinal correspondente de Leu6. 

Consequentemente, Ala9 foi identificado inequivocamente pelas correlações dos tipos dαN(i, i+3) com Tyr12 

e dαN(i, i+4) com Leu13 (Figura 3.24a, p. 74). 
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Os resíduos Arg10 e Arg18 foram identificadas pelo padrão TOCSY, conforme correlações mostradas 

na Figura 3.26 dos hidrogênios Hε e Hδ com Hβ e Hγ em cada resíduo. O resíduo Arg10 foi identificado 

pelas correlações devidas a nOe dos tipos dαN(i, i+1) e dβN(i, i+1) com o resíduo Lys11, como mostrado nas 

Figuras 3.24a e 3.24c, respectivamente (p.74). A correlação de Arg10 do tipo dNN(i, i+1) com Ala9 pode ser 

atribuída apesar da sobreposição de sinais nessa região do mapa de contornos (Figura 3.24b, p. 74 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.26. Mapa de contornos TOCSY da Cadeia 2 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1) mostrando 
conectividades intra-residuais de Hε com os demais hidrogênios da cadeia lateral de Arg10 e Arg18. 
 

O resíduo Lys11 foi identificado pelas correlações de nOe do tipo dαN(i, i+4) com Ile7, além dos tipos 

dβN(i, i+1) (Figura 3.24c, p. 74) e dNN(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) com Tyr12. Padrões TOCSY de lisina 

para Lys11 não foram observados pela ausência de correlações de HN com hidrogênios da cadeia lateral do 

resíduo. Além disso, não foram confirmadas as correlações de HN com Hα  do resíduo, pois há sobreposição 

de correlações de Hα dos resíduos Glu8, Glu14, Gln15, Leu20 e Lys21 com seus correspondentes 

hidrogênios de suas cadeias laterais. No entanto, o resíduo Lys11 foi confirmado a partir da identificação 

inequívoca de Tyr12 devida a padrões TOCSY bem definidos, principalmente pelos sinais desdobrados de 

Hβ na correlação desses sinais com HN, como mostrado na Figura 3.23, (p. 73). Além disso, foram 

observadas as correlações TOCSY entre Hε e Hδ deste resíduo (Figura 3.27a, p. 77) e esses hidrogênios 

foram atribuídos pelo mapa de contornos 13C-1H-HSQC na região dos carbonos aromáticos (Figura 3.27b, 

p. 77). 
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Figura 3.27. Mapas de contornos (a) TOCSY, mostrando conectividades intra-residuais entre os hidrogênios 
aromáticos da cadeia lateral de Tyr12 e His17 e entre os hidrogênios HN de Asn22, e (b) 13C-1H HSQC, 
mostrando conectividades intra-residuais entre hidrogênios e carbonos aromáticos das cadeias laterais de 
Tyr12 e His17, da Cadeia 2 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1). 
 

O resíduo Leu13 foi identificado facilmente, pois o HN não apresenta sobreposição com outros 

hidrogênios amídicos. Apesar desse resíduo não apresentar um padrão TOCSY devido aos muitos resíduos 

de leucina e lisina presentes na cadeia que sobrepõem em diferentes regiões do mapa de contornos TOCSY. 

No entanto, foram registradas as correlações NOESY como dαN(i, i+4) com Ala9 (Figura 3.24a, p. 74), 

dNN(i, i+2) com Lys11 (Figura 3.24b, p. 74), dNN(i, i+1) (Figura 3.24c, p. 74), dαN(i, i+1) (Figura 3.24a, p. 

74) e dβN(i, i+1) (Figura 3.24c, p. 74) com Tyr12, e dβN(i, i+1) com Glu14 (Figura 3.24c, p. 74). Essa última 

correlação foi importante para atribuição de sinais do resíduo Glu14. Apesar da sobreposição de sinais que 

envolviam correlações entre hidrogênios de cadeia lateral e hidrogênios Hα dos resíduos Glu8, Glu14 e 

Gln15, estes sinais foram resolvidos na região denominada “Glx”, possibilitando uma atribuição mais 

precisa de Glu14, bem como dos demais resíduos “Glx” (Figura 3.28, p. 78). Como o sinal de HN do resíduo 

Leu13 apresenta-se muito próximo ao sinal correspondente de Leu16 (ver p. 73, Figura 3.23), as correlações 

TOCSY de HN do resíduo Glu14 do tipo dNN(i, i+1) com Gln15 e dNN(i, i+2) com Leu16 não foram 

confirmadas. No entanto, as correlações NOESY do tipo dNN(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) e dαN(i, i+1) 

(Figura 3.24a, p. 74) com Leu13 e dαN(i, i+4) (Figura 3.24a, p. 74) com Arg10, forneceram atribuições 

inequívodas desse resíduo. No grupo Glx, a correlação TOCSY entre Hα e HN do resíduo Gln15 apresenta-se 

sobreposta a correlação correspondente de Lys19. Assim, Gln15 foi identificado principalmente pelas 

correlações de nOe dos tipos dαβ(i, i+3) (Figura 3.24d, p. 74) e dαN(i, i+3) (Figura 3.24a, p. 74) com Tyr12, 

dNN(i, i+2) com Leu13 e dNN(i, i+1) com Glu14 (Figura 3.24b, p. 74). 
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Figura 3.28. Região “Glx” do mapa de contornos TOCSY da Cadeia 2 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1) 
mostrando conectividades intra-residuais das cadeias laterais de Glu8, Glu14 e Gln15. 

 

A Figura 3.29 apresenta o mapa de contornos 1H,15N-HSQC da cadeia 2. O resíduo Leu16 apresenta 

desdobramento do sinal de HN devido à marcação de 15N neste resíduo. Os sinais de HN, registrados em δH 

8,55 e 8,38, apresenta correlações TOCSY (Figura 3.23, p. 73) e NOESY (Figura 3.24a, p. 74) com Hα. O 

sinal em δH 8,38 foi importante na identificação de Leu16, pois não se encontra sobreposto a nenhum outro. 

O hidrogênio HN apresenta correlações NOESY dos tipos dβN(i, i+1) (Figura 3.24d, p. 74) e dNN(i, i+1) 

(Figura 3.24b, p. 74) com Gln15, dαN(i, i+1) com His17 (Figura 3.24a, p. 74) e dαN(i, i+3) com Lys19 

(Figura 3.24a, p. 74). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.29. Mapa de contornos 15N-1H HSQC da Cadeia 2 (600 MHz; TFE-d2:H2O 1:1) mostrando 
conectividades intra-residuais N/HN. 
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O resíduo His17 foi identificado pelas correlações TOCSY (Figura 3.27a, p. 77) dos hidrogênios 

aromáticos da cadeia lateral dos tipos dαβ(i, i+3) (Figura 3.24d, p. 74) e dαN(i, i+3) (Figura 3.24a, p. 74) 

com Glu14, αN(i, i+2) com Gln15, dαN(i, i+1) com Leu16 (Figura 3.24a, p. 74), dβN(i, i+1) (Figura 3.24c, p. 

80) e dNN(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) com Arg18 e dαN(i, i+4) com Leu13 e com Lys21. O resíduo Arg18 

foi identificado de forma semelhante a Arg10 (Figura 3.26, p. 76), porém com correlações NOESY dos 

tipos dαβ(i, i+3) com Gln15 (Figura 3.24d, p. 74), dNN(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) e dβN(i, i+1) (Figura 

3.24c, p. 74) com His17, dNN(i, i+1) com Lys19, dNN(i, i+2) com Leu20 (Figura 3.24b, p. 74) e dαN(i, i+3) 

(Figura 3.24a, p. 74) com Lys21.  

As correlações TOCSY entre HN e Hα do resíduo Lys19 apresentam-se sobrepostas às correlações 

correspondentes de Gln15 (Figura 3.23, p. 73). Além disso, correlações TOCSY entre HN e hidrogênios da 

cadeia lateral apresentam-se sobrepostas as correlações correspondentes dos resíduos de lisina e leucina. No 

entanto, Lys19 foi identificado pelas correlações NOESY dos tipos dαN(i, i+3) com Leu16 (Figura 3.26a, p. 

80), dNN(i, i+1) com Arg18, dNN(i, i+1) com Leu20, dNN(i, i+2) com Lys21 (Figura 3.24b, p. 74) e dαβ(i, i+3) 

(Figura 3.24d, p. 74) e dαN(i, i+3) (Figura 3.24a, p. 74) com Asn22. 

O resíduo Leu20 apresentou um padrão TOCSY característico de leucina (Figura 3.23, p. 73) e as 

correlações dos tipos dαN(i, i+1) (Figura 3.24a, p. 74) e dβN(i, i+1) (Figura 3.24c, p. 74) com Lys21 e dαβ(i, 

i+3) (Figura 3.24d, p. 74) com Cys23, além de correlações NOESY com os resíduos Arg18 e Lys19, 

permitiram a indicação de Leu20. O resíduo Lys21 foi identificado pelas correlações de nOe do tipo dαN(i, 

i+3) com Arg18 (Figura 3.24a, p. 74), dNN(i, i+2) com Lys19 (Figura 3.24a, p. 74), dNN(i, i+1) (Figura 

3.24a, p. 74), dβN(i, i+1) (Figura 3.24c, p. 74) e dαN(i, i+1) (Figura 3.46a, p. 74) com Leu20, além de dNN(i, 

i+1) com Asn22. Por sua vez, este último resíduo apresentou um padrão TOCSY (Figura 3.23, p. 73) 

característico de asparagina, com sinais de Hβ desdobrados e correlações NOESY tanto com HN quanto com 

Hα. As correlações NOESY do tipo dαβ(i, i+3) foram observadas entre esse resíduo e Lys19 (Figura 3.24d, 

p. 74). No entanto, as sobreposições do sinal de HN desse resíduo com o sinal correspondente de Cys23 não 

permitiram a atribuição inequívoca das correlações NOESY dos tipos dNN(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) e 

dαN(i, i+1) (Figura 3.24a, p. 74) com Cys23.  

O resíduo Cys23 foi identificado pelo padrão TOCSY característico (Figura 3.23, p. 73) que apresenta 

apenas um sinal relativo a Hβ não desdobrado e pelas correlações NOESY dos tipos dαN(i, i+2) com Lys21 

(Figura 3.24a, p. 74), dαN(i, i+1) (Figura 3.24a, p. 74) e dNN(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) com Lys24. Este 

último resíduo apresentou um padrão TOCSY completo, com correlações NOESY dos tipos dαN(i, i+4) 

(Figura 3.24a, p. 74) com Leu20 e dNN(i, i+1) (Figura 3.24b, p. 74) e dαN(i, i+1) (Figura 3.24a, p. 74) com 

Val25. O resíduo Val25 foi identificado pelo padrão TOCSY característico de valina (Figura 3.23, p. 73) e 

pelas correlações NOESY com Lys24, dαN(i, i+2) com Cys23 e com o hidrogênio do grupo amida C-

terminal, com sinal em δH 7,62 (Figura 3.24a, p. 74).  
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A análise por RMN da Cadeia 2 não permitiu identificar algumas correlações NOESY devido a 

sobreposições de sinais. No entanto, uma rede coerente e robusta de restrições de distância entre os átomos 

de hidrogênio pôde ser proposta (Figura 3.30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.30. Resumo dos tipos de nOe’s característicos de formas α-helicoidais obtidas a partir do no mapa 
de contornos NOESY da Cadeia 2 da distinctina em TFE-d2:H2O 1:1). 
 

A Tabela 3.12 (p. 87) apresenta os dados de deslocamentos químicos de 1H e 13Cα atribuídos para cada 

resíduo. Os dados de NOESY foram convertidos em restrições de distância para serem utilizados no cálculo 

de dinâmica molecular. 
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Tabela 3.12. Deslocamentos químicos dos sinais de RMN de 1H e de 13C da Cadeia 2 (600 MHz; TFE-
d2:H2O 1:1; pH 8,0; 22 ºC) 

 Deslocamentos Químicos (ppm) 
Resíduo NH CαH CβH Outros Cα 

Asn1 - 4,31 3,40; 3,16 δ-NH2 = 7,71; 6,62 52,5 
Leu2 8,50 4,22 1,69 γ-CH2 = 0,97 58,4 
Val3 7,32 3,79 2,12 γ-CH2 = 0,98; 1,03 65,6 
Ser4 8,22 4,13 3,91; 4,01 - 61,8 
Gly5 8,12 3,92 - - 47,0 
Leu6 7,98 4,24 1,62; 2,02 γ-CH = 1,62 

δ-CH2 = 0,92 
58,1 

Ile7 8,20 3,70 1,99 γ-CH2 = 1,16; 1,18 
γ-CH3 = 0,94 
δ-CH2 = 0,85 

65,3 

Glu8 8,23 4,05 2,28; 2,27 γ-CH2 = 2,55; 2,63 Sobr. 
Ala9 8,21 4,20 1,58 - 55,4 

Arg10 8,18 4,03 2,05 γ-CH2 = 1,70; 1,86 
δ-CH2 = 3,15 
ε-NH = 7,08 

Sobr. 

Lys11 8,33 4,05 1,94; 2,04 γ-CH2 = 0,85 
δ-CH2 = 1,45; 1,69 
ε-CH2 = 2,95; 2,99 
ζ-NH2 = 7,60 

Sobr. 

Tyr12 8,41 4,25 3,22; 3,28 δ-CH2 = 7,10 
ε-CH2 = 6,79 

61,6 

Leu13 8,68 4,02 2,03 γ-CH2 = 1,50 
δ-CH2 = 0,96 

Sobr. 

Glu14 8,54 4,09 2,19; 2,35 γ-CH2 = 2,50; 2,73 Sobr. 
Gln15 8,11 4,07 2,15; 2,30 γ-CH2 = 2,43; 2,61 Sobr. 
Leu16 8,39 4,00 1,71 γ-CH2 = 1,49 

δ-CH2 = 0,85 
59,5 

His17 8,47 4,20 3,37 δ-CH2 = 7,22 
ε-NH = 8,50 

59,3 

Arg18 8,00 3,98 2,01 γ-CH2 = 1,68; 1,86 
δ-CH2 = 3,22 
ε-NH = 7,29 

Sobr. 

Lys19 8,12 4,07 1,99 ζ-NH2 = 7,60 Sobr. 
Leu20 8,32 4,17 1,51; 1,83 γ-CH = 0,84 57,4 
Lys21 7,93 4,07 1,86 γ-CH2 = 1,46 

ε-CH2 = 2,95 
ζ-NH2 = 7,54 

Sobr. 

Asn22 7,95 4,70 2,86; 2,93 δ-NH2 = 7,53; 6,74 Sobr. 
Cys23 7,95 4,45 3,00; 3,04 δ-SH2 = 2,26 60,1 
Lys24 8,12 4,35 1,92; 1,87 γ-CH2 = 1,48 

ε-CH2 = 3,00 
ζ-NH2 = 7,57 

56,7 

Val25 7,77 4,10 2,09 γ-CH2 = 0,96 62,2 
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3.4. CÁLCULO ESTRUTURAL A PARTIR DOS DADOS DE RMN. 

Após a atribuição dos hidrogênios de ambos os monômeros, foram realizadas as restrições de distância 

entre esses núcleos a partir dos dados de nOe. A calibração das intensidades dos sinais foi realizada 

empregando o programa NMRView (Johnson et al.), pelo método de Hyberts et al. Este método de 

calibração semi-quantitativo considera apenas três tipos de  sinais de nOe, classificados por suas 

intensidades: fraca, média ou forte. A cada classe, atribui-se um valor de limite superior das restrições de 

distância: 2,8 Å para nOe’s de intensidade forte, 3,4 Å para nOe’s de intensidade média e 5,0 Å para nOe’s 

de intensidade fraca, referentes a interações tanto inter-moleculares quanto intra-moleculares. 

Todos os dados de entrada para o cálculo foram provenientes dos sinais de nOe. Para o tratamento dos 

grupos diastereotópicos, utilizou-se o método de pseudo-átomos e o hidrogênio amídico de cada resíduo foi 

adicionado na lista de informações de restrições de distância, considerando-se um limite superior da 

restrição de distância de 5,0 Å. Como resultado, os cálculos forneceram as geometrias da Cadeia 1 (Figura 

3.31, p.83) e da Cadeia 2 (Figura 3.32, p. 84). Para ambos os conjuntos de estrutura, os resíduos polares 

foram representados em verde e os apolares em azul. 

A Cadeia 1 apresenta uma forma α-hélice do resíduo Gly8 até a exrtremidade C-terminal amidada, 

com uma dobra bem definida da cadeia principal na região das prolinas (Pro6 e Pro7), deduzida por nOe’s 

relativos às interações entre hidrogênios α de aminoácidos anteriores aos resíduos de prolina e os 

hidrogênios δ das cadeias laterais dos resíduos Pro6 e Pro7. A influência dos resíduos de prolina na 

formação de dobras e, em especial, em diversos aspectos estruturais de proteínas e peptídeos trans-

membranas tem sido amplamente estudada, pois regiões ricas em resíduos de prolina apresentam 

normalmente um importante papel na atividade de certos peptídeos antimicrobianos (Csordes, F. S. et al., 

2002; Pal, D. et al, 1999; Orzáez, M. et al., 2004; Lu, H. et al, 2001; Cai, M. et al.,1995; Nardi, F. et al., 

2000; Williamson, M. P.; 1994). No caso da Cadeia 1, o fragmento Pro6-Pro7-Gly8 é responsável pela 

flexibilidade da estrutura, pois resíduos de prolina impedirem a formação de ligações de hidrogênio e rigidez 

da estrutura, além do resíduo de glicina acentuar a flexibilidade nessa região. 

A região de forma α-helicoidal da Cadeia 1 mostra um caráter anfipático acentuado, com resíduos 

polares e apolares orientados em faces opostas da cadeia. Ao contrário da região próxima à dobra, a região 

de forma α-helicoidal mostra-se melhor definida, apresentando um RMS de 0,54 Å, contra 1,34 Å da cadeia 

toda. 
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Figura 3.31. Conjunto das vinte estruturas mais estáveis resultantes do cálculo de dinâmica molecular da 
Cadeia 1, com o alinhamento das estruturas na região Gly8-Ile22.  
 

 

A Cadeia 2 apresentou, por sua vez, formas α-helicoidais em toda a sua extensão, em conseqüência 

principalmente do grande número de nOe’s do tipo dαN(i, i+4). Apesar da região C-terminal amidada 

estabilizar acentuadamente a forma α-helicoidalis, uma menor definição dessa forma é observada na 

extremidade N-terminal. Similarmente a Cadeia 1, as regiões de formas α-helicoidais da Cadeia 2 

apresentam um caráter anfipático acentuado no conjunto total das estruturas, evidenciando a capacidade 

desse peptídeo em interagir com membranas. As vinte estruturas mais estáveis foram alinhadas do resíduo 

Ser-4 até a extremidade amidada, gerando um conjunto de estruturas cujo RMS calculado foi de 1,33 Å. 
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Figura 3.32. Conjunto das vinte estruturas mais estáveis resultantes do cálculo de dinâmica molecular para a 
Cadeia 2, com o alinhamento das estruturas na região Ser4-Val25. 
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3.5. ANÁLISE CONFORMACIONAL POR METODOLOGIAS TEÓRICAS 
 

 Nesta seção será apresentado o artigo intitulado “Análise Conformacional por Cálculos Teóricos da 

Distinctina, Peptídeo Antimicrobiano Isolado de Anuros da Espécie Phyllomedusa distincta”, submetido à 

revista Química Nova em fevereiro de 2008. 
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Victor Hugo de Oliveira Munhoz, Antônio Flávio de Carvalho Alcântara e Dorila Piló 

Veloso* 

Departamento de Química, Universidade Federal de Minas Gerais, 31270-901 Belo Horizonte – 

MG, Brasil 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

87

CONFORMATIONAL ANALISYS BY THEORETICAL CALCULATIONS OF DISTINCTIN, 

ANTIMICROBIAL PEPTIDE ISOLATED FROM Phyllomedusa distincta.  

 

Various studies demonstrate that different frog species produce distinct classes of biologically 

active peptides. These peptides can act as alternative agents against pathogenic bacteria and fungi, 

by membrane permeability. Although studies have recently demonstrated that this process is utterly 

related to the secondary structure adopted by the peptide (in this case, the α-helix structure) when in 

contact with the bacterial membrane, the detailed mechanism is still unknown. In this work, we 

describe a conformational analysis of distinctin, an heterodimeric peptide isolated from the skin of 

Phyllomedusa distincta, an anuran found on the Brazilian Atlantic Forest. The study yielded stable 

geometry in which is perceivable the high content of α-helix secondary structure in both chains 1 

and 2 of distinctin and the strong interaction among them.  
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INTRODUÇÃO 

 

Peptídeos biologicamente ativos são encontrados em diferentes espécies de anuros1, atuando 

como agentes alternativos contra bactérias patogênicas e fungos, por permeabilização da membrana 

bacteriana2,3. O processo inicia-se basicamente com o peptídeo desestruturado em solução que 

adota uma estrutura α-helicoidal, com seus resíduos catiônicos atraídos eletrostaticamente à 

membrana4. O mecanismo detalhado dessas permeabilizações por peptídeos antimicrobianos 

(AMP) é ainda pouco conhecido5,6. No entanto, tem sido proposto que o peptídeo na forma α-

helicoidal mantém suas regiões hidrofílicas em contato com os grupos hidrofílicos da membrana 

lipídica para formar poros. Uma outra proposta sugere interações de sítios hidrofóbicos do peptídeo 

com regiões hidrofóbicas localizadas na parte central da membrana. Neste último caso, as formas α-

helicoidais não são requeridas para as interações do peptídeo com a membrana7-10. Assim sendo, o 

balanço hidrofóbico-hidrofílico de um peptídeo torna-se um fator determinante para compreender 

as interações lipídeo – peptídeo e, por extensão, interações peptídeo – membrana bacteriana11-14.  

Diferentes metodologias têm sido empregadas para a análise conformacional de 

peptídeos,15,16 a qual tem sido uma estratégia muito importante na busca de informações sobre as 

atividades biológicas que os envolvem, uma vez que muitas destas estão relacionadas a processos 

de permeabilização de membranas. Os métodos experimentais, principalmente Dicroísmo Circular, 

difração de raios-X e RMN, têm sido eficientemente para este fim. No entanto, o uso desses 

experimentos pode ser limitado por requerer materiais na forma de monocristais, como no caso da 

difração de raios-X, ou em solução com solvente apropriado, ou em meio sólido como no caso da 

RMN. Para todas essas análises, é necessário um alto grau de pureza e às vezes quantidades 
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relativamente grandes de peptídeo. Isso pode restringir o trabalho, uma vez que, normalmente, 

peptídeos antimicrobianos ocorrem na natureza em micro-quantidades e, por outro lado, o custo 

para sintetiza-los é significativamente alto. Como alternativa, e, em muitos casos, como uma 

técnica complementar, uma ferramenta muito utilizada tem sido a busca em bancos de dados de 

seqüências peptídicas homólogas que apresentam propriedades químicas conhecidas. Essa 

ferramenta tem sido muito utilizada, pois peptídeos com seqüências semelhantes possuem, em 

alguma extensão, estruturas secundárias também semelhantes entre si. As estruturas secundárias 

podem ser previstas ainda por metodologias estatísticas17-19. Essas ferramentas podem ser acessadas 

pelos bancos de dados Expert Protein Analysis System (ExPASy)20,21, Basic Local Alignment 

Search Tool (Blast)22,23, Network Protein Sequence Analysis (NPSA)24,25 e MetaServer26.  

A literatura descreve também o emprego de metodologias teóricas na análise conformacional 

de peptídeos27. Cálculos teóricos de otimização de geometria em nível de Mecânica Molecular 

(MM) são os mais empregados normalmente devido à simplicidade de operação e de recursos 

computacionais28-30. Os cálculos semi-empíricos (AM1, PM3 e MNDO) e ab initio (HF e DFT) têm 

sido relativamente pouco explorados por requerem maiores recursos computacionais, apesar de 

fornecerem normalmente resultados mais próximos aos experimentais16. 

A distinctina (1, Figura 1) é um peptídeo isolado das glândulas da pele de Phyllomedusa 

distincta, anuro natural da Mata Atlântica Brasileira. Esse peptídeo apresenta atividade contra 

bactérias Gram-positivas e negativas e sua estrutura heterodimérica é constituída por cadeias de 22 

e 25 resíduos de aminoácidos, com ligação dissulfídica entre seus resíduos de cisteína31. Análises 

por CD e IV de 1 indicaram um alto conteúdo de folhas β-pregueadas em solução aquosa31. Por sua 

vez, as análises por RMN em 2D (TOCSY e NOESY) de 1 em meio aquoso indicaram a ocorrência 

de várias regiões com estruturas α-helicoidais em ambas as cadeias32.  
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Neste trabalho, nós descrevemos a análise conformacional de 1 por três métodos: a partir de 

informações de homólogos em bancos de dados, por metodologias estatísticas também em bancos 

de dados e por metodologias teóricas em nível de mecânica molecular (MMFF94) e semi-empírico 

(PM3). O procedimento foi baseado inicialmente na análise estrutural das cadeias tratadas 

isoladamente (Cadeia 1 e Cadeia 2) para, depois, realizar a análise de 1. 

 

 

PARTE EXPERIMENTAL 

 

As consultas a seqüências homólogas foram realizadas para as duas cadeias isoladas 

empregando o banco de dados MetaServer. As homologias de 100% são as próprias seqüências 

peptídicas estudadas e, por sua vez, as homologias de 0% são aquelas com nenhuma identidade 

com a seqüência estudada. 

As previsões de estruturas secundárias por metodologias estatísticas foram realizadas pela 

consulta ao banco de dados NPSA para as duas cadeias isoladas24. As metodologias de previsão 

empregadas foram DPM33, GOR134, GOR235, GOR436, HNNC37, PHD38, SIMPA9639, SOPM40, 

SOPMA41e Secondary Consensus42. Outra previsão de estruturas secundárias foi realizada pelo 

banco de dados ExPASy, utilizando-se os métodos de Chou & Fasman43, Deleage & Roux33, 

Levitt44 e de previsão da natureza das β-folhas (paralelas ou antiparalelas)45. Estas metodologias 

são mais confiáveis, pois se baseiam no alinhamento de várias seqüências peptídicas. 

Para cadeias pequenas, com menos de 90 resíduos, a metodologia de previsão mais indicada é 

a PHD38,46. Essa metodologia baseia-se em um tratamento estatístico não-linear, por meio de um 

sistema de redes neurais, prevendo qual a conformação mais provável por comparações entre 
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seqüências homólogas. Essas previsões são resultantes apenas da sua estrutura primária e 

consideram implicitamente o efeito do solvente como meio, uma vez que advêm de dados 

experimentais. O método PHD é o mais indicado para servir de comparação na modelagem 

molecular das cadeias por apresentar maior exatidão em previsões de estruturas secundárias. 

As regiões de hidrofilia de 1 foram investigadas para cada cadeia tratada isoladamente, 

empregando as metolodologias segundo OMH47, Kyte & Doolittle48, Abraham & Leo49, Bull & 

Beese50, Guy51, Miyazawa52, Roseman53, Welling54, Parker (HPLC)55, Cowan (HPLC pH 7,5 e 

3,4)56, Wilson (HPLC)57, Chothia58, Eisenberg59, Hopps & Woods60, Manavalan61, Black62, 

Fauchere63, Janin64, Rao & Argos65, Wolkenden66, Mobilidade de Rf67 e Rose68. As regiões de 

mínimo de hidrofilia foram consideradas como aquelas regiões hidrofóbicas. Esses métodos 

baseiam-se normalmente na partição de aminoácidos ou seus análogos entre água e um solvente 

menos polar, bem como em análises estatísticas da distribuição de resíduos de aminoácidos em 

proteínas solúveis de estrutura conhecida. Alguns métodos consideram também a influência da 

estrutura secundária sobre a hidrofobia de certas regiões, uma vez que formas helicoidais em 

especial têm uma certa polarização devido às interações intramoleculares do tipo ligação 

hidrogênio. 

Os estudos teóricos foram realizados empregando o pacote computacional SPARTAN69para 

cálculos em nível de mecânica molecular MMFF9470-76. O pacote computacional GAUSSIAN77 foi 

empregado para cálculos em nível semi-empírico PM378. Geometrias otimizadas em nível 

MMFF94 foram utilizadas como modelo inicial para os cálculos de otimização da geometria da 

Cadeia 1 e Cadeia 2 em nível PM3. Em todos os casos, os cálculos foram realizados para estruturas 

não ionizadas em suas extremidades e no estado gasoso, sem considerar interações 

intermoleculares.  
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A análise conformacional da Cadeia 1 foi realizada por cálculos de otimização de geometria 

(MMFF94 e PM3) de fragmentos dessa cadeia, em etapas sucessivas de adições de aminoácidos na 

extremidade N-terminal de sua seqüência peptídica e re-otimizações de geometria. A busca 

conformacional foi realizada pela alteração manual (não sistemática) dos ângulos diedros das 

ligações das cadeias principais e laterais do esqueleto peptídico. Assim, na análise conformacional 

da Cadeia 1 foram sendo adicionados os resíduos no sentido da extremidade N-terminal (resíduo de 

ácido glutâmico) para a extremidade C-terminal (resíduo de isoleucina) e fazendo-se a rotação das 

ligações das cadeias principal e lateral a cada adição de resíduo. 

Por esse procedimento, após otimização de geometria do primeiro resíduo, foi adicionado o 

segundo resíduo, conforme seqüência peptídica dada na Figura 1, e feita a minimização de energia 

desse fragmento contendo apenas dois resíduos. A geometria otimizada desse fragmento com 

menor energia foi utilizada para a adição do terceiro resíduo de aminoácido da seqüência da Cadeia 

1 e posterior otimização de geometria. Esse procedimento foi repetido até otimização de geometria 

completa da Cadeia 1. Procedimento idêntico foi empregado para a análise conformacional da 

Cadeia 2. 

Para otimização de geometria de 1, as geometrias otimizadas de ambas as cadeias foram 

ligadas pelos resíduos de cisteína e, depois, re-otimizada em níveis MMFF94 e PM3. As análises da 

estabilidade de formas α-helicoidal e folhas β na estrutura de 1 foram realizadas considerando 

ambas as cadeias totalmente nessas duas formas de estrutura secundária.  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Resultados das consultas em bancos de dados 

A busca por homólogos foi realizada empregando o banco de dados MetaServer. Esse banco 

de dados fornece informações obtidas pelo emprego de diferentes técnicas de alinhamento dos 

resíduos, permitindo a comparação e procura por estruturas recorrentes entre os resultados gerados. 

Pelas limitações dos programas de busca em bancos de dados não foi considerada a estrutura 

dimérica de 1, realizando a busca apenas para as cadeias quando tratadas isoladamente. Ambas as 

cadeias apresentam 100% de homologia com seqüências depositadas no banco de dados, indicando 

alta concentração de formas α-helicoidais pelas análises por RMN em solução32.  

A consulta ao banco de dados NPSA mostraram que todos os métodos indicam uma região α-

helicoidal entre os resíduos A11 e L16 da Cadeia 1. Exceto os métodos DPM e GOR4, os demais 

métodos indicam ainda uma expansão da forma α-hélice, incluindo os resíduos F9 e T10. Nas 

regiões E1 – P6 e K18 – I22 da Cadeia 1, os métodos indicam estruturas secundárias randômicas e 

formas indefinidas, respectivamente. No caso da Cadeia 2, a consulta ao banco de dados NPSA 

mostraram que todos os métodos indicam região α-helicoidal entre os resíduos E8 e R18. No 

entanto, as previsões da estrutura secundária em ambas as extremidades diferem consideravelmente 

entre as metodologias empregadas. 

A consulta ao banco de dados ExPASy para a Cadeia 1 mostrou que todos os métodos 

indicaram região α-helicoidal principalmente entre T10 e L15. As regiões α-helicoidais podem ser 

encontradas também em E1 – R3 e L16 – K20 L, porém em proporções relativamente menores. Na 

região entre F9 e L15 há probabilidade de ocorrer também a forma folha β, com predominância da 

natureza antiparalela. Além disso, na região entre E4 e G8 há uma alta probabilidade de ocorrer a 
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forma dobra β. No caso da Cadeia 2, o banco de dados ExPASy mostra que todos os métodos 

indicaram uma região α-helicoidal entre I7 e L20, região de folha β entre N1 e L6 (com 

predominância de natureza antiparalela) e região dobra β entre K19 e C23. 

De um modo geral, os resultados obtidos a partir do banco de dados ExPASy foram 

condizentes com a previsão fornecida pelo banco de dado NPSA. Na Cadeia 1, observa-se um 

conteúdo significativo de α-hélices. Na região contendo os resíduos de prolina e glicina, observa-se 

uma quebra dessa estrutura secundária, conforme o esperado, dado ao impedimento desses resíduos 

à adoção da forma helicoidal. Na Cadeia 2, observa-se um conteúdo ainda maior de formas 

helicoidais, em conformidade com o previsto pelas metodologias anteriores. As previsões 

específicas de β-folhas indicaram uma preferência em se adotar folhas β-pregueadas antiparalelas. 

No entanto, de acordo com as previsões realizadas para as cadeias separadas, as formas em folhas 

β-pregueadas não se encontram presentes nas estruturas. 

A previsão de sítios hidrofílicos nas duas cadeias foi realizada por consultas ao banco de 

dados ExPASy, empregando 23 metodologias diferentes. Para a Cadeia 1, em 52,2% dos 

resultados, o sítio mais hidrofílico localiza-se no resíduo R3, seguido pelo resíduo L16, presente em 

30,4% dos resultados. Ainda na Cadeia 1, os resultados mostraram um mínimo de hidrofilia 

(máximo de hidrofobia) no resíduo A11 (78,3% dos resultados) e no resíduo P7 (13,0%). No caso 

da Cadeia 2, observa-se que 43,5% dos resultados indicaram o resíduo L20 como o mais 

hidrofílico, seguido dos resíduos L16 e K19, com 13,0%. Os máximos de hidrofobia foram 

encontrados nos resíduos G5 (50,0%) e S4 (39,3%). Como pode ser observado, as previsões de 

hidrofilia e hidrofobia convergem para determinadas regiões de cada cadeia, apesar das diferenças 

de metodologias. 
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Um fato interessante é a presença de resíduos apolares como centros hidrofílicos (L20 da 

Cadeia 2 e L16 de ambas as cadeias). Isto pode ser devido às suas estruturas secundárias, tanto pela 

polarização inerente às formas α-helicoidais quanto pela possível adoção de conformações onde 

átomos de hidrogênio e oxigênio da ligação peptídica apresentam-se disponíveis para ligações de 

hidrogênio com as moléculas de água. 

 

Resultados dos cálculos teóricos 

 

A Figura 2 mostra a geometria otimizada em nível PM3 da Cadeia 1. A maior parte de sua 

estrutura secundária apresenta-se na forma α-helicoidal, principalmente as regiões que contêm os 

resíduos de lisina (K14, K18 e K20), leucina (L12 e L16) e isoleucina (I13 e I21)79. A distorção 

torna-se mais acentuada na extremidade N-terminal contendo resíduos de prolina e glicina que 

desfavorecem normalmente a formação de α-hélices, e localizadas em P6, P7 e G8[ref]. A 

geometria otimizada em nível MMFF94 da Cadeia 1 apresenta-se semelhante à geometria mostrada 

na Figura 2. Entretanto, a região próxima ao resíduo de cisteína apresenta uma forma α-helicoidal 

mais distorcida em relação geometria otimizada em nível PM3.  

Cálculos de otimização de geometria em nível PM3 da Cadeia 1 foram também feitos, 

partindo de estruturas totalmente na forma α-helicoidal e folhas β, não realizando variações de 

ângulos diedros ou de ligação para busca conformacional. A geometria otimizada partindo da 

estrutura totalmente na forma α-helicoidal (∆Hf = -142,67 kcal/mol) mostra-se menos distorcida, 

podendo ser observadas regiões de α-hélice, com exceção das regiões contendo resíduos que 

desfavorecem essa conformação. Pode-se observar, ainda, a maior semelhança dessa estrutura com 

as obtidas por meio de ferramentas de previsão de estrutura secundária. No entanto, essa estrutura 
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apresentou uma entalpia de formação maior (∆Hf = –142,6744 kcal/mol) do que aquela obtida pelo 

primeiro método empregado. Portanto, esses resultados mostram que a geometria obtida por 

cálculos sem considerar formas α-hélice como modelo de partida proporciona conformações de 

menores energias.  

Os cálculos de otimização de geometria em nível PM3 da Cadeia 1 partindo da estrutura na 

forma totalmente folhas β não convergiram, indicando tratar-se de uma conformação pouco 

favorecida termodinamicamente ou estado de transição. Por sua vez, a geometria otimizada em 

nível MMFF94 partindo da estrutura totalmente folhas β mostrou-se em forma de fita altamente 

estirada, com acentuada torção da cadeia na região contendo os dois resíduos de prolina, 

conseqüência do impedimento estérico da cadeia em adquirir uma estrutura com formas β-

pregueadas. Os cálculos mostraram uma energia maior ( formaçãoH∆ = –99,75 kcal/mol) em relação a 

geometria dada na Figura 2 ou partindo da forma totalmente α-helicoidal. 

A geometria otimizada em nível PM3 da Cadeia 2 (Figura 3) mostra predominância da forma 

α-helicoidal, com uma acentuada distorção próxima aos resíduos L16 – K19. A geometria 

otimizada em nível MMFF94 (∆Hf = -266,30 kcal/mol) mostra-se semelhante a geometria 

otimizada em nível PM3, porém apresentando a região próxima à extremidade N-terminal com 

forma α-helicoidal menos explícita. Nesta região estão presentes resíduos de leucina, valina e 

serina, que favorecem formas α-helicoidal. 

Os cálculos de otimização de geometria da Cadeia 2 partindo da geometria na forma 

totalmente α-helicoidal foram realizadas em níveis MMFF94 (∆Hf = -244,19  kcal/mol) e PM3. A 

geometria otimizada em nível MMFF94 manteve-se totalmente na forma α-helicoidal. Porém, a 
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geometria otimizada em nível PM3 apresentou desestruturações nas extremidades (N1 – L6 e R18 – 

N22), sugerindo que essas regiões as formas α-helicoidal apresentam-se menos favorecidas. 

Os cálculos de otimização de geometria em nível PM3 da Cadeia 2 partindo da estrutura na 

forma totalmente folhas β não convergiram, indicando tratar-se de uma conformação pouco 

favorecida termodinamicamente ou estado de transição. De fato, os cálculos MMFF94 resultaram 

em uma estrutura linear com suaves dobramentos ao longo da seqüência peptídica, com energia 

relativamente muito alta (∆Hf = -164,94 kcal/mol). 

A Figura 5 mostra a geometria otimizada em nível PM3 da distinctina 1. A geometria 

otimizada (∆Hf = -479,16 kcal/mol) apresenta-se essencialmente randômica, com algumas regiões 

que podem ser classificadas como α-hélice distorcida. A geometria otimizada em nível MMFF94 

difere apenas pela região α-helicoidal da Cadeia 2 ser menos evidente.  

A geometria otimizada de 1 a partir das estruturas totalmente α-helicoidal em nível MMFF94 

(∆Hf = -422,38 kcal/mol) apresenta-se em sua maior parte formas α-helicoidais distorcidas, exceto 

nas regiões próximas às extremidades e aos resíduos de prolina e glicina da Cadeia 1, em que 

predominaram estruturas randômicas. Por sua vez, os cálculos de otimização de geometria em nível 

PM3 de 1 partindo da estrutura na forma totalmente α-helicoidal não convergiram. 

As geometrias otimizadas de 1 a partir das estruturas totalmente folha β-pregueada em nível 

MMFF94 (∆Hf = -342,54 kcal/mol) e PM3 apresentam-se muito semelhantes tanto entre si quanto 

em relação às geometrias de partida. Ambas as geometrias apresentam uma pequena região 

próximas aos resíduos de cisteína com forma do tipo folha β-pregueada paralela. 
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CONCLUSÕES 

 

Nos modelos construídos para as cadeias 1 e 2 da distinctina, pode-se perceber uma tendência 

das suas respectivas seqüências de aminoácidos de adotarem a forma helicoidal. As geometrias 

otimizadas por PM3 apresentam uma distorção menor da forma helicoidal. Induzindo-se as cadeias 

a adotarem essa conformação, obtiveram-se estruturas de maior energia, porém mais semelhantes às 

previstas por consulta aos bancos de dados. Isso mostra que a adoção de estruturas terciárias e 

quaternárias ricas em formas helicoidais pelas cadeias seria menos favorável em relação às 

estruturas ricas em formas randômicas, nas condições estudadas. Assim, geometrias otimizadas 

restringindo formas α-hélice fornecem energias maiores em relação àquelas geradas com alterações 

dos ângulos diedros das ligações da cadeia tanto polipeptídica quanto lateral. Porém, as primeiras 

são mais similares às geometrias fornecidas pelas consultas a bancos de dados. 

A restrição a formas do tipo β-pregueada como geometria de partida para análise 

conformacional mostrou que essa estrutura secundária é menos favorecida que as formas helicoidais 

e randômicas. Por esses resultados, pôde-se concluir que as interações do tipo ligação de hidrogênio 

resultariam em geometrias na forma helicoidal, com interações intra-cadeias, mais estáveis do que 

as geometrias na forma β-pregueada, com interações inter-cadeias. 

O estudo de previsão de sítios hidrofílicos para as duas cadeias forneceu informações sobre os 

resíduos que apresentam maiores ou menores interações com moléculas de água quando a 

distinctina se encontra em meio aquoso. Essas previsões fornecem ainda dados que podem ser úteis, 

por exemplo, no estudo da interação desse polipeptídeo com membranas celulares e no mecanismo 

de ação sobre bactérias patogênicas. 
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A busca conformacional (MMFF94 e PM3) de 1 realizada pela otimização de geometria em 

etapas recursivas de adição de resíduos da seqüência da Cadeia 1 e, depois, da Cadeia 2, mostrou-se 

adequada, pois a geometria otimizada de 1 apresentou: (a) muitas regiões de α-hélice; e (b) ligações 

de hidrogênio entre cadeias laterais de suas cadeias polipeptídicas, que resultam em formas folhas 

β-pregueadas. Os cálculos realizados no estado gasoso são concordantes com as análises por CD, 

RMN e IV realizados em meio aquoso8, indicando que a metodologia teórica utilizada mostra-se 

apropriada à análise de 1, podendo, portanto, ser empregada convenientemente no estudo de suas 

propriedades. 
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E N R E V P P G F T A L I K T L R K C K K I I (Cadeia 1) 

N L V S G L I E A R K Y L E Q L H R K L K N C K V (Cadeia 2) 

 

1 

 

Figura 1. Estrutura primária da distinctina (1), com indicação da ligação dissulfeto entre os 

resíduos de cisteína da Cadeia 1 e Cadeia 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Geometria otimizada em nível PM3 da cadeia 1 da distinctina, cálculos considerando 

estrutura no estado gasoso, sem interações intermoleculares e extremidades não-ionizadas.  
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Figura 3. Geometria otimizada em nível PM3 da Cadeia 2 da distinctina, cálculos considerando 

estrutura no estado gasoso, sem interações intermoleculares e extremidades não-ionizadas. 
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Figura 4. Geometria otimizada em nível PM3 da distinctina, cálculos considerando estrutura no 

estado gasoso, sem interações intermoleculares e extremidades não-ionizadas. 
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CONCLUSÕES 
 
 Neste trabalho foi possível obter os monômeros (Cadeia 1 e Cadeia 2) do peptídeo antimicrobiano 

distinctina através da síntese química em fase sólida segundo a estratégia Fmoc. A metodologia utilizada 

para a síntese mostrou-se eficiente, obtendo-se rendimentos expressivos dos monômeros brutos (95% e 91% 

para as Cadeias 1 e 2, respectivamente). A purificação por CLAE mostrou-se também adequada, sendo 

possível obter peptídeos puros e com picos bem resolvidos nos cromatogramas. Devido ao estudo prévio de 

amostras da Cadeia 1, foi possível caracterizar o monômero sintético somente por técnicas analíticas de 

CLAE, por meio de comparação entre tempos de retenção e perfil cromatográfico. As amostras sintetizadas 

de forma automatizada e a Cadeia 2 foram caracterizadas por espectrometria de massas, utilizando-se a 

técnica MALDI/TOF, que se mostrou bastante adequada, sendo possível identificar os sinais do ionograma 

correspondentes às massas calculadas dos monômeros. 

 O estudo estrutural dos monômeros iniciou-se com estudos de dicroísmo circular de ambas as 

cadeias, utilizando-se soluções em que se variava a concentração de TFE na solução tampão fosdato pH 8. 

Para ambas as cadeias, percebeu-se uma estruturação α-hélice que aumentava proporcionalmente à 

concentração de TFE na solução. Entretanto, a Cadeia 1 apresentou menor estruturação que a Cadeia 2, 

devido à presença de uma região rica em prolina em sua seqüência, o que desestabiliza este tipo de estrutura 

secundária. Esse estudo preliminar por dicroísmo circular permitiu escolher uma concentração de TFE 

adequada para os experimentos de RMN e também auxiliou a busca de correlações nos mapas de contornos 

NOESY, uma vez que se sabia de antemão a estrutura secundária preferencialmente adotada por ambas as 

cadeias. 

 Os estudos por RMN foram coerentes com os resultados obtidos por dicroísmo circular, sendo que 

ambas as cadeias apresentaram alto conteúdo de formas α-helicoidais. Além disso, foi possível elucidar 

vários aspectos das estruturas terciárias desses peptídeos, em especial da Cadeia 1, em que se observou uma 

dobra pronunciada e bem definida na cadeia principal, devido à região de alta flexibilidade, que compreende 

os resíduos Pro6, Pro7  e Gly8. A Cadeia 2, por sua vez, apresentou uma estrutura α-hélice em toda a sua 

extensão. Em ambos os casos, observou-se uma forte anfipaticidade, que é uma propriedade característica de 

peptídeos com tendência a interagir com membranas bacterianas. 

 O estudo teórico dos monômeros da distinctina mostrou resultados interessantes, evidenciando a 

tendência desses monômeros em adotar formas α-helicoidais, mesmo sem considerar o efeito do solvente. 

Os métodos de previsão de estrutura secundária e de minimização de energia a partir de uma estrutura inicial 

totalmente α-hélice apresentaram certa similaridade com os resultados obtidos por RMN, em especial na 

identificação de regiões que adotam preferencialmente essa estrutura secundária. Tais resultados mostraram 
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que a metodologia teórica adotada é coerente com os resultados experimentais, mostrando a viabilidade de 

se utilizar técnicas computacionais para estudar e prever propriedades dos monômeros estudados. 

 No futuro, pretende-se realizar estudos por calorimetria de titulação isotérmica e espalhamento de 

luz dinâmico com ambos os monômeros para averiguar a tendência de interação com membranas, bem como 

estudos com a distinctina para elucidar aspectos de sua atividade e interação com membranas. 
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