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RESUMO 

 

As proteínas transportadoras de lipídeos (LTPs, do inglês lipid transfer proteins) são 

pequenos peptídeos catiônicos encontrados em diversas espécies de plantas. As LTPs são 

divididas em duas famílias, sendo a LTP1s composta por peptídeos de 10 kDa e a LTP2s de 7 

kDa. As LTP1s são conhecidas por possuírem amplo espectro de atividades biológicas tais 

como: transporte de lipídeos in vitro, síntese de cutina, β-oxidação, embriogênese somática, 

alérgenos em alimentos, adaptação de plantas aos estresses abióticos, atividade inibitória 

sobre α-amilase e participação na defesa de plantas. Porém, ainda não foi descrita a relação 

entre estrutura e atividades biológicas das LTP1s exceto a ligação e transporte de lipídeos. 

Uma LTP de aproximadamente 9 kDa (pertencente à família 1) foi isolada de Vigna 

unguiculata L. Walp. (feijão-de-corda) e chamada de Vu-LTP1.1. Foi descoberta a capacidade 

da rVu-LTP1.1 (LTP recombinante de V. unguiculata) de inibir a atividade da α-amilase 

salivar humana (HSA, do inglês human salivary α-amylase). Estudos estruturais revelaram 

que dois peptídeos chamados N29-I47 e αG74-N91 (compreendem as regiões de voltas da rVu-

LTP1.1 contendo aminoácidos com carga positiva), detém a capacidade de inibir a atividade 

da HSA. O objetivo deste trabalho foi estudar a relação entre a estrutura da rVu-LTP1.1 e as 

atividades antifúngica e de inibição de α-amilase. Neste trabalho foi realizada análise 

comparativa entre estruturas primárias de LTP1s que apresentavam atividade inibitória sobre 

α-amilases com as LTP1s que não inibiam, e foi percebido que as LTP1s ativas sobre α-

amilase apresentavam regiões similares com aminoácidos carregados positivamente, enquanto 

que as LTP1s sem atividade sobre α-amilase não possuíam estes aminoácidos. A partir desse 

estudo foi feita a síntese do peptídeo N29-I47 com uma substituição da Arg39 por Gln (peptídeo 

modificado N29-I47
mQ) e sua atividade inibitória sobre HSA foi testada. Esta troca de 

aminoácidos levou a perda total da atividade inibitória sobre HSA, comprovando a 

importância de aminoácidos carregados positivamente para a inibição da enzima. Para 

entender a interação destes peptídeos com a HSA, nós realizamos estudos de docking. 

Observou-se que rVu-LTP1.1 se liga à fenda de ligação a carboidrato da enzima obstruindo a 

fenda e impedindo a entrada de carboidrato. Foi mostrado que a Arg39, identificada nos 

ensaios bioquímicos como o resíduo determinante para a inibição da HSA se insere no sítio 

ativo da enzima e interage com um dos aminoácidos da tríade catalítica, a Asp300, por uma 

ponte de hidrogênio. A interação Arg39-Asp300 é suficiente para bloquear a atividade catalítica 

da enzima devido à exigência dos três aminoácidos do seu sítio catalítico de clivar a ligação 
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glicosídica. Portanto, a inibição da HSA é devido à obstrução da fenda de ligação a 

carboidratos, e devido a interação entre Arg39 e Asp300 do sítio ativo da enzima. Sendo assim, 

foi descrita uma nova atividade biológica para rVu-LTP1.1, isto é, a atividade inibidora da α-

amilase que não é uma atividade biológica aleatória e provavelmente evoluiu para realizar 

uma função biológica que ainda é desconhecida e que possivelmente participa da defesa de 

plantas contra insetos. Em outra seção desse trabalho, para comprovar a multifuncionalidade 

das LTP1s e relacionar atividades biológicas a regiões da rVu-LTP1.1, nos levou a estudar a 

possível região responsável pela inibição do crescimento de leveduras. Primeiramente, foi 

avaliada a atividade biológica da rVu-LTP1.1 na presença de cinco espécies de leveduras. 

Todas as leveduras apresentaram uma taxa de inibição, porém a mais sensível foi Candida 

tropicalis, que teve o crescimento inibido em 40,71% e o efeito foi fungicida. Desta maneira 

C. tropicalis foi escolhida para testar a atividade biológica dos cinco peptídeos sintéticos 

baseados em regiões da rVu-LTP1.1 (M1-Q12, C13-C27, N29-I47, αS49-K72 e αG74-N91). Dentre 

os peptídeos testados, o peptídeo N29-I47 inibiu 84,14% do crescimento da levedura com efeito 

fungicida. O ensaio inibitório da C. tropicalis na presença do peptídeo N29-I47 com a 

substituição da Arg39 por Gln (peptídeo modificado N29-I47
mQ) foi feito e mostrou que N29-

I47
mQ não inibe o crescimento e não provoca a morte da C. tropicalis. Sendo assim, conclui-se 

que para o peptídeo N29-I47, a Arg na posição 39, é crucial para a atividade antimicrobiana, 

indicando que a carga e também sua posição são importantes para essa atividade biológica. Os 

resultados deste estudo também expandem para possíveis aplicações biotecnológicas das 

LTPs. 
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ABSTRACT 

 

Lipid transfer proteins (LTPs) are small cationic peptides found in several plant species. LTPs 

are divided into two families, being LTP1s composed of 10 kDa peptides while LTP2s of 7 

kDa peptides. LTP1s are known to have a broad spectrum of biological activities such as: in 

vitro lipid transport, cutin synthesis, β-oxidation, somatic embryogenesis, food allergens, 

adaptation of plants to abiotic stresses, α-amylase inhibitory activity and participation in plant 

defense. However, the relationship between structure and biological activities of LTP1s has 

not been described yet except the lipid binding and transport. An approximately 9 kDa LTP 

(belonging to family 1) was isolated from Vigna unguiculata L. Walp. (cowpea) and named 

Vu-LTP1.1. The ability of rVu-LTP 1.1 (recombinant V. unguiculata LTP) to inhibit the 

activity of human salivary α-amylase (HSA) has been discovered. Structural studies revealed 

that two peptides called N29-I47 and αG74-N91 (comprising the rVu-LTP1.1 loop regions 

containing positively charged amino acids) have the ability to inhibit HSA activity. The aim 

of this work was to study the relationship between the rVu-LTP1.1 structure and its antifungal 

and α-amylase inhibition activities. In this work was performed the comparative analysis 

between primary structures of LTP1s that had α-amylase inhibitory activity with non-

inhibitory LTP1s, and it was found that α-amylase-active LTP1s had similar regions with 

positively charged amino acids, while LTP1s without activity on α-amylase lacked these 

amino acids. From this study the peptide N29-I47 was synthesized with a replacement of Arg39 

by Gln (modified peptide N29-I47
mQ) and its inhibitory activity on HSA was tested. This amino 

acid exchange led to the total loss of inhibitory activity on HSA, proving the importance of 

positively charged amino acids for enzyme inhibition. To understand the interaction of these 

peptides with HSA, we performed docking studies. We have shown that rVu-LTP1.1 binds to 

the enzyme's carbohydrate binding cleft blocking it and preventing carbohydrate from 

entering. We also show that Arg39, identified in biochemical assays as the determining residue 

for HSA inhibition, inserts into the enzyme's active site and interacts with one of the amino 

acids of the catalytic triad, Asp300, by a hydrogen bond. The Arg39-Asp300 interaction is 

sufficient to block the catalytic activity of the enzyme due to the requirement of the three 

amino acids of its catalytic site to cleave the glycosidic bond. Therefore, inhibition of HSA is 

due to obstruction of the carbohydrate-binding cleft, and due to the interaction between Arg39 

and Asp300 of the enzyme active site. Thus, we describe a new biological activity for rVu-
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LTP1.1, that is, the α-amylase inhibitory activity is not a random biological activity and has 

probably evolved to perform a biological function that is still unknown and possibly 

participates in plant defense against insects. In another section of this paper, to prove the 

multifunctionality of LTP1s and to relate biological activities to rVu-LTP1.1 regions, led us to 

study the possible region responsible for inhibiting yeast growth. First, the biological activity 

of rVu-LTP1.1 was evaluated in the presence of five yeast species. All yeasts had an 

inhibition rate, but the most sensitive was Candida tropicalis, which had its growth inhibited 

by 40.71% and the effect was fungicidal. Thus C. tropicalis was chosen to test the biological 

activity of the five synthetic peptides based on rVu-LTP1.1 regions (M1-Q12, C13-C27, N29-I47, 

αS49-K72, and αG74-N91). Among the tested peptides N29-I47 inhibited 84.14% of yeast growth 

with fungicidal effect. The inhibitory assay of C. tropicalis in the presence of peptide N29-I47 

with the replacement of Arg39 by Gln (modified peptide N29-I47
mQ) was done and showed N29-

I47
mQ did not inhibit growth and did not cause the death of C. tropicalis. It was concluded that 

Arg39, present in peptide N29-I47, is crucial for an antimicrobial activity, indicating that charge 

and also its position are important for this biological activity. The results of this study also 

expand to possible biotechnological applications of LTPs. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

Há mais de 500 milhões de anos as plantas colonizaram a terra, e para o seu 

estabelecimento às condições “inóspitas” deste novo ambiente foi desenvolvida uma camada 

epidérmica formada por cutina e cera. Essa barreira física impedia a perda de água e gases, 

protegendo as plantas da desidratação, ataque de herbívoros e radiação. Para a montagem dessa 

camada impermeável era necessária a presença de um transportador dos precursores dos 

polímeros de cutina e cera do local de síntese para a superfície da planta. Acredita-se que este 

“transportador” seja a proteína transportadora de lipídeos (LTPs, do inglês lipid transfer 

proteins) (Salminen et al., 2018). 

As LTPs de plantas foram, inicialmente, caracterizadas pela sua capacidade de 

transportar fosfolipídios. A partir de experimentos in vitro com extrato proteico de tubérculo de 

batata, foi constatada a presença de um “agente” promotor do transporte de fosfolipídeos entre 

uma fração microssomal (membrana doadora) e uma membrana aceptora (mitocôndria) (Kader, 

1975). O isolamento e caracterização das LTPs em plantas deu-se anos mais tarde, a partir do 

extrato proteico de folhas de espinafre com semelhante atividade de transporte de lipídeos in 

vitro e foram nomeadas de proteínas transportadoras de fosfolipídeos (Kader et al., 1984). 

Nos anos 90, descobriu-se que estes peptídeos (LTPs) também transportavam ácidos 

graxos, a partir de então o seu nome foi substituído por proteína transportadora de lipídeos. A 

princípio foi sugerido que estes peptídeos, as LTPs, participassem de maneira intracelular da 

biogênese de membranas e regulação da síntese e degradação de ácidos graxos (Arondel e 

Kader, 1990; Tsuboi et al., 1992). Entretanto, outro estudo revelou a presença de um peptídeo 

sinal na porção N-terminal, em grande parte das LTPs revelando que elas também se 

encontravam em ambiente extracelular ou/e associadas com a parede celular (Bernhard et al., 

1991; Thoma et al., 1993). Diante dessa informação, foi sugerida a participação das LTPs na 

via de transporte de lipídeos, atribuindo a este peptídeo várias possíveis funções fisiológicas em 

plantas como a biossíntese de cutina através da sua habilidade de transportar monômeros de 

cutina (Wang et al., 2008; Lee et al., 2009), o papel de defesa de plantas contra patógenos 

fúngicos e bacterianos (Molina e García-Olmedo, 1993; Regente e De La Canal, 2000), 

oxidação de ácidos graxos (Tsuboi et al., 1992) e sinalização (Blein et al., 2002; Maldonado et 

al., 2002).   

Desde então, as LTPs de plantas tem sido isoladas de diversas espécies de plantas como 

Nicotiana tabacum (Fleming et al., 1992), Hordeum vulgare (Skriver et al., 1992), Tricitium 

durum (Dieryck et al., 1992), Oryza sativa (Lee et al., 1998), Arabidopsis thaliana (Arondel et 

al., 2000), Vigna unguiculata (Carvalho et al., 2001), Vigna radiata (Lin et al., 2005), Coffea 
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canefora (Zottich et al., 2011), Capsicum annuum (Diz et al., 2011), Panax ginseng (Cai et al., 

2016), Pisum sativum (Bogdanov et al., 2016), entre outras espécies, exceto clorófitas e algas 

verdes (Edstam et al., 2011). Apesar de serem amplamente distribuídas no reino Plantae esses 

peptídeos compartilham características estruturais altamente conservadas (Salminen et al., 

2016). 

 

1.1 -Aspectos estruturais e classificação em famílias das LTPs 

 

LTPs são peptídeos carregados positivamente com massa molecular variando entre 7-

10 kDa (Carvalho e Gomes, 2007; Finkina et al., 2016). De acordo com a diferença em seu 

tamanho as LTPs são subdivididas em duas classes: LTP1s com aproximadamente 90 

aminoácidos e as LTP2s com aproximadamente 70 aminoácidos (Kalla et al., 1994) (Quadro 1). 

Ambas classes compartilham características em comum como (1) pequeno tamanho, (2) 

a presença de oito resíduos de cisteínas distribuídos na estrutura primária, (3) a estrutura 

secundária formada por α-hélices e (4) a presença de uma cavidade hidrofóbica na estrutura 

terciária que possibilita estes peptídeos se ligarem e transportarem moléculas lipídicas 

(Carvalho e Gomes, 2007; Kirubakaran et al., 2008; Yeats e Rose, 2008; Odintsova e Egorov, 

2012). 

As LTP1s foram as primeiras a serem descobertas, possuindo massa molecular de 

aproximadamente 10 kDa (90 a 95 resíduos de aminoácidos). São ricas em glicina, prolina, 

serina e alanina, com baixo número de resíduos aromáticos. As LTP1s são formadas por quatro 

α-hélices (40% da estrutura terciária) conectadas por voltas, além de uma cauda flexível na 

porção C-terminal da proteína. Nesta região, em algumas LTPs, existe uma volta do tipo 310 

(Shin et al., 1995; Lee et al., 1998). Nas LTP1s é possível observar a presença de uma cavidade 

hidrofóbica flexível, no formato de túnel que atravessa toda a molécula e possui duas entradas, 

uma pequena e outra grande. Estudos sobre a dinâmica molecular do complexo entre a LTP1s 

de Zea mays (milho) e o ácido palmítico (C16:0) evidenciaram a interação do lipídeo com a 

cavidade hidrofóbica da LTP. Na entrada grande da cavidade da LTP de milho existe um 

resíduo de tirosina conservado que auxilia na estabilização do ácido palmítico dentro da 

cavidade formando uma ponte de hidrogênio entre a hidroxila da tirosina e o grupo carboxila 

da cabeça polar do ácido graxo. Esse túnel é recoberto por cadeias laterais de resíduos de 

aminoácidos em sua maioria hidrofóbicos (alanina, arginina, isoleucina, leucina, lisina, prolina, 

serina, treonina, tirosina e valina), o que confere caráter hidrofóbico a esta cavidade (Arondel 

e Kader, 1990; Kader, 1996; Sodano et al., 1997; Han et al., 2001; Carvalho e Gomes, 2007; 

Yeats e Rose, 2008).  
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Figura 1 – Representação gráfica da estrutura tridimensional do complexo da LTP de Zea mays 

(milho) com ácido palmítico (C16:0). Em evidência a Tyr81 interagindo com a cabeça polar do 

ácido palmítico. Esse esquema foi construído utilizando o PDB 1FK3, resultado do docking 

realizado por Han et al. (2001). 

 

 

Diferentemente da classe das LTP1s, as LTP2s possuem massa molecular de cerca de 7 kDa (70 

resíduos de aminoácidos aproximadamente). Sua estrutura secundária é semelhante às das 

LTP1s diferindo apenas no número de α-hélices, as LTP2s possuem três α-hélices e duas voltas 

simples na região C-terminal. Para a família LTP2s, estudos estruturais mostraram uma 

cavidade hidrofóbica menor quando comparada com a LTP1s e esta possui um formato 

triangular, sendo forrada pelos seguintes aminoácidos: alanina, cisteína, isoleucina, leucina, 

fenilalanina e valina. A cavidade das LTP2s é mais flexível, permitindo a acomodação de 

moléculas hidrofóbicas ainda maiores do que as transportadas pela família LTP1s (Samuel et 

al., 2002; Yeats e Rose, 2008). 

Entre as duas classes de LTPs ainda existem diferenças nos padrões de pareamento dos 

resíduos de cisteínas para a formação das pontes dissulfeto. Nas LTP1s as pontes dissulfeto são 

formadas entre Cys1-Cys6 e Cys5-Cys8 e nas LTP2s ocorre o pareamento da Cys1-Cys5 e Cys6-

Cys8 (Odintsova e Egorov, 2012). A diferença mais importante ocorre nos resíduos entre as 

Cys5 e Cys6, sendo estes resíduos hidrofílicos para as LTP1s e hidrofóbicos para LTP2s (Quadro 

1). Em relação as atividades biológicas, as LTP1s são conhecidas por sua multifuncionalidade 

em plantas e as LTP2s participam na defesa de plantas (Carvalho e Gomes, 2007).  
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Quadro 1. Principais características entre as duas classes de LTPs de plantas. 

 

 

 

Foi criado um novo sistema de classificação para as subfamílias das LTPs que tem como 

critério a diferença no espaçamento das cisteínas (cys), nas posições dos íntrons, sítios de 

modificação glicosilfosfatidilinositol e na similaridade de sequências, sendo divididas em 10 

grupos (tipos I, II, C, D, E, F, G, H, J e K) (Edstam et al., 2011). 
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1.2- Expressão gênica e localização celular das LTPs 

 

A análise de expressão gênica de algumas plantas revelou que as LTPs são codificadas 

por famílias multigênicas formadas por um conjunto de genes responsáveis pela expressão de 

diferentes isoformas de LTPs. Em A. thaliana (dicotiledônea) foi revelada a presença de 15 

genes que codificam para LTPs e em O. sativa (monocotiledônea) foram identificados pelo 

menos três genes que codificam para LTPs sintetizadas em diversos tecidos e órgãos de plantas 

como folhas, flores, frutos, troncos, sementes e mais raramente em raízes (Salcedo et al., 2007). 

Os órgãos aéreos são responsáveis pelos maiores níveis de expressão de LTPs em plantas, 

porém os padrões de expressão são modulados de acordo com a variação das condições 

ambientais (seca, frio e estresse salino), estresses bióticos e idade dos tecidos. Em um estudo 

de Tapia e colaboradores (2013) foi visto o aumento de expressão da LjLTP10, quando Lotus 

japonicus era mantida em condições de estresse hídrico. Estudos in silico sugerem que esta LTP 

transporta palmitoil-CoA para células epidérmicas das folhas e caules da L. japonicus para a 

síntese de cutina impedindo a perda de água pela planta (Tapia et al., 2013).  

Experimentos mostraram que a expressão das LTPs em Brassica oleracea (brócolis) é 

de 50% do total de proteínas sintetizadas por folhas jovens enquanto que as folhas mais velhas 

expressam apenas 4% (Pyee et al., 1994). Os níveis de expressão de LTPs também podem ser 

aumentados quando a planta é atacada por micro-organismos como bactérias e fungos e até 

mesmo vírus (Sohal et al., 1999; Jung et al., 2003; Carvalho et al., 2006). 

Análise no padrão de expressão de LTPs mostrou a importância dessas proteínas na 

defesa de plantas contra fitopatógenos. Durante investigação da expressão de genes 

responsáveis pela resistência de Triticum aestivum (trigo) ao fungo Fusarium graminium foi 

identificada uma alta expressão da LTP, cerca de 50 vezes maior em plantas que carregam o 

alelo de resistência Qfhs.ifa-5A (Schweiger et al., 2013). 

Em outro estudo, Arabdopsis transgênica que superexpressa o gene da TdLTP4 de 

Triticum durum (trigo duro) apresentou maior resistência à infecção por Alternaria solani e 

Botrytis cinérea, revelando a importância desta LTP na resistência à infecção por fitopatógenos 

(Safi et al., 2015).  

A localização das LTPs nas células não é dependente da espécie vegetal. As LTPs são 

normalmente sintetizadas como pré-proteínas contendo peptídeo sinal que as direciona para o 

ambiente extracelular (Kader, 1997; Douliez et al., 2000; Carvalho e Gomes, 2007). Porém 

existem algumas LTPs localizadas em diferentes organelas, como as LTPs de sementes de 

Ricinus communis (mamona) que são detectadas em glioxissomos (Tsuboi et al., 1992), as LTPs 
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de sementes de Triticum aestivum (trigo) são encontradas em pequenas inclusões de grânulos 

de aleurona (Dubreil et al., 1998), as LTPs de sementes de Vigna unguiculata (feijão-de-corda) 

são acumuladas em vacúolos proteicos, além da parede celular (Carvalho et al., 2004) e as LTPs 

de sementes de Capsicum annuum (pimenta) são encontradas em vesículas (Diz et al., 2011). 

 

1.3 - Atividades biológicas das LTPs 

 

As LTP1s possuem uma ampla gama de atividades biológicas, colocando as LTP na 

categoria de peptídeo multifuncional, em contraste com as LTP2s que participam do transporte 

de lipídeos in vitro e provável participação na sinalização em vias de resposta de defesa de 

plantas. Tem sido descrita a participação das LTP1s em: defesa de plantas contra alguns 

fitopatógenos fúngicos e bacterianos (Molina; Garcia e Olmedo, 1997; Kader, 1997; Krintensen 

et al., 2000; Lee et al., 2009), atividade inibitória sobre alguns fungos e bactérias in vitro 

(Segura et al., 1993; Cammue et al., 1995; Regente e De La Canal, 2000; Regente et al., 2005; 

Sun et al., 2008), atividade inibitória sobre proteases (Jones e Marinac, 1997; Sawano et al., 

2008) e atividade inibitória sobre α-amilase in vitro (Diz et al., 2011, Zottich et al., 2011; 

Vieira-Silva et al., 2018a).  

Sugere-se que o acúmulo de diferentes atividades biológicas pelas LTP1s foi 

desenvolvida a partir da duplicação gênica que originou genes parálogos. Com o passar do 

tempo, o gene duplicado passou por especialização e, assim, ganhou novas atividades 

biológicas, que, portanto, permitem que ele desempenhe novas funções dentro do organismo 

(Wang et al., 2012; Khersonsky et al., 2006). Acredita-se que essas novas funções tenham 

contribuído para o estabelecimento e sobrevivência de muitas espécies ao longo da evolução 

(Nobeli et al., 2009). Uma evidência é a presença de LTPs em plantas terrestres exceto em 

algas, sugerindo sua importância na adaptação de plantas ao meio terrestre (Edstam et al., 

2011).  

Para as LTP1s a única atividade biológica que apresenta estudos de relação entre 

estrutura e atividade biológica é o transporte de lipídeos in vitro. Esta atividade está relacionada 

à presença de uma cavidade hidrofóbica no interior das LTP1s (Han et al., 2001). O transporte 

de lipídeos observado in vitro pode ser relacionado com algumas prováveis funções biológicas, 

como a síntese de cutina (Wang et al., 2008; Lee et al., 2009) e a β-oxidação (Tsuboi et al., 

1992). Acredita-se que apenas o transporte de lipídeos tenha um papel biológico em plantas. 

Entre as evidências está o trabalho de Jacq e colaboradores (2017) em que foi desenvolvida 

uma A. thaliana mutante que não expressava a AtLTP2, posteriormente renomeada de 



7 
 

AtLTP1.4 por pertencer a classe das LTP1s devido à sua massa molecular de 9,6 kDa (Salminen 

et al., 2018). AtLTP1.4 é expressa na epiderme de órgãos aéreos e foi observado que a A. 

thaliana mutante apresentou aumento da permeabilidade da cutícula quando comparada ao tipo 

selvagem. Apesar de apresentar diferenças pequenas na composição lipídica da cutícula esse 

mutante exibe deformidades na interface parede celular-cutícula. Estes resultados revelaram a 

importância da expressão endógena da AtLTP1.4, proteína com importante papel estrutural no 

processo de aderência entre a cutícula hidrofóbica e a parede celular hidrofílica.  

A atividade biológica melhor entendida e que está diretamente relacionada à função de 

defesa de plantas é a atividade antimicrobiana (Molina e García-Olmedo, 1993; Regente e De 

La Canal, 2000). As primeiras evidências da participação das LTPs em defesa de plantas contra 

fitopatógenos vieram a partir de experimentos in vitro que evidenciavam a ação antimicrobiana 

desta classe de peptídeos. Entre estes estudos nós podemos destacar o estudo realizado com a 

LTP de semente de Raphanus sativus (rabanete) que inibiu o crescimento de diversos fungos 

(Terras et al., 1992). Em outro experimento utilizando LTPs extraídas de folhas A. thaliana e 

Spinacia oleracea (espinafre) foi possível observar a ação antifúngica e antibacteriana destes 

peptídeos (Segura et al., 1993), sendo também possível observar o aumento da expressão gênica 

da LTP em Hordeum vulgare (cevada) após inoculação do fungo Erysiphe graminis (Molina et 

al., 1993). A direta correlação das LTPs com defesa de plantas foi consolidada a partir de três 

fatores: (1) aumento da expressão de genes de LTP1s em resposta à infecção por patógenos 

(Jiang et al., 2011), (2) atividade antimicrobiana direta demonstrada in vitro (Segura et al., 

1993; Regente e De La Canal, 2000) e a (3) produção de plantas transgênicas resistentes à 

patógenos produzidas de maneira recombinante expressando os genes das LTP1s (Zhu et al., 

2012). 

Sendo assim, a atividade antimicrobiana se tornou a atividade biológica mais descrita 

para as LTP1s, sendo mostrada em: folhas de S. oleracea (espinafre), H. vulgare (cevada), Z. 

mays (milho) e Beta vulgaris (beterraba) e de sementes de T. aestivum (trigo), R. sativus 

(rabanete), Helianthus annuus (girassol) e Z. mays que apresentaram propriedades inibitórias 

sobre fitopatógenos, como, por exemplo, Pseudomonas solanacearum, Clavibacter 

michiganensis, Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Trichoderma viride e Cercospora beticola 

(Segura et al., 1993; Dubreil et al., 1998; Kristensen et al., 2000; Regente e De La Canal, 2000; 

Velazhahan et al., 2001).  

Existem também LTPs que possuem ação antifúngica: como em Phaseolus mungo 

(feijão) sobre Fusarium solani, Fusarium oxysporum e Sclerotium rolfsii (Wang et al., 2004); 

em Panax ginseng (ginseng) sobre os fungos Sclerotinia sp., R. solani e P. cactorum (Cai et al., 
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2016); em Pisum sativum (ervilha) sobre os fungos Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, 

Fusarium solani e Neurospora crassa (Bogdanov et al., 2016). O efeito antifúngico in vitro das 

LTPs reforça o seu importante papel na função de defesa de plantas que é corroborado por 

experimentos que mostram plantas transgênicas que superexpressam gene de LTP são 

resistentes às infecções por fitopatógenos (Roy-Barman et al., 2006; Sarowar et al., 2008; Safi 

et al., 2015). 

 

1.4- Infecções fúngicas e seus potenciais terapêuticos dos peptídeos antimicrobianos 

     

O desenvolvimento de novas substâncias terapêuticas tem se tornado necessário diante 

do atual cenário da saúde mundial em que o número de micro-organismos patogênicos 

resistentes aos tratamentos e medicamentos clássicos tem crescido (Ciociola et al., 2016). As 

infecções fúngicas têm crescido a números alarmantes devido à falta de um diagnóstico preciso 

e pelo tratamento com drogas inadequadas (Denning et al., 2017).  

A grande maioria dos fungos que causam morte de seres humanos são dos gêneros 

Cryptococcus, Candida, Aspergillus ou Pneumocystis (Brown et al., 2012; Cowen et al., 2014; 

Liu et al., 2014), sendo as espécies de Candida, os fungos leveduriformes mais frequentes em 

infecções hospitalares. Candida é um micro-organismo comensal que em indivíduos saudáveis 

colonizam pele, sistema gastrointestinal, flora vaginal entre outros tecidos e sistemas, sem 

causar nenhum tipo de doença, entretanto diante do comprometimento do sistema imune podem 

atuar como micro-organismos oportunistas causando doenças como candidíase e candidemia 

ao hospedeiro (Lum et al., 2015). A candidíase exige longos períodos de tratamento, além de 

causar uma alta taxa de mortalidade de cerca de 50% em pacientes hospitalizados e 

imunocomprometidos (Doi et al., 2016). 

Entre as espécies de Candida, C. albicans dominava as infecções fúngicas com cerca de 

70-80% dos isolados clínicos, porém nos últimos anos outras espécies de Candida tem 

emergido como a C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis (Silva et al., 2011; Zuza-Alves, 

2017).  

Os dados indicam a necessidade de estratégias mais racionais tanto de prevenção quanto 

de tratamento da infecção. Adicionalmente tem se notado alguns casos de resistência desses 

patógenos aos antifúgicos clínicos como fluconazol e anfotericina B, tornando o problema mais 

sério (Sanglard et al., 2003; Anderson, 2005). Como os antifúngicos atualmente utilizados 

possuem um número limitado de alvos intracelulares, os peptídeos antimicrobianos (AMP, do 

inglês antimicrobial peptides) ou peptídeos baseados em AMPs têm chamado a atenção de 

pesquisadores como promissoras novas drogas, devido interação com a membrana do micro-



9 
 

organismo e em muitos casos possui múltiplos alvos intracelulares, além de características 

imunomodulatórias (Porto et al., 2018). 

 Na literatura nós encontramos publicações que correlacionam regiões da estrutura de 

AMPs com atividades antimicrobianas. Nestes estudos são sintetizados peptídeos baseados na 

sequência de aminoácidos de AMPs naturais, a fim de descobrirem qual região é responsável 

por sua atividade biológica, assim como a região mínima responsável pela atividade biológica 

(Liu et al., 2006; Lin et al., 2007). Essas pequenas regiões análogas aos AMPs têm se mostrado 

muito efetivas na inibição do crescimento e perda da viabilidade de células microbianas. A 

redução no tamanho dos AMPs agregam vantagens como redução das concentrações inibitórias 

aumentando sua efetividade, apresentam baixa toxicidade as células de mamíferos, diminuição 

do custo de produção e possuem amplo espectro de ação tornando possível o desenvolvimento 

de fármacos a partir de AMP (Afacan et al., 2012; Porto et al., 2018).  

 

1.5- Inibidores de α-amilase e seu potencial biotecnológico  

 

Como antes mencionado no item 1.3, as LTPs tem sido descritas também como 

inibidores de α-amilases (Diz et al., 2011; Zottich et al., 2011). Essa atividade foi inicialmente 

sugerida na década de 1980 por um estudo de Svensson e colaboradores (1986) no qual foi 

isolada uma proteína de semente de H. vulgare com 10 kDa, que possuía sequência primária 

semelhante a um inibidor de protease/α-amilase. Estudos de homologia revelaram que essa 

proteína (ainda não era identificada como uma LTP) possuía identidade de 50% com o inibidor 

I-2 (Eleusine coracana), um inibidor de α-amilases também de origem vegetal. No entanto, em 

testes de inibição essa proteína não se mostrou capaz de inibir enzimas, incluindo α-amilases. 

Bernhard e Somerville (1989) realizaram um alinhamento das sequências primárias da proteína 

de H. vulgare e do inibidor I-2 com sequências de LTPs de várias espécies, contidas em bancos 

de dados. Este alinhamento revelou alto grau de similaridade entre os inibidores e as LTPs 

sendo possível classificar essas proteínas como pertencentes à família de proteínas 

transportadoras de fosfolipídeos (antigo nome da família das LTPs). Durante mais de 20 anos 

a atividade de inibir α-amilases das LTPs não foi estudada e a retomada do estudo da atividade 

inibitória in vitro se deu anos mais tarde com Zottich et al. (2011) onde foi apresentada a 

atividade inibitória da LTP de C. canephora sobre α-amilase salivar humana. Posteriormente a 

mesma atividade foi mostrada para LTP de Capsicum annuum (pimenta) (Diz et al., 2011) e 

LTP de Vigna unguiculata (feijão-de-corda) (Vieira-Silva et al., 2018a). 

Atualmente, são conhecidas sete classes de inibidores de α-amilase proteicos, seis 

plantas: (1) inibidores semelhante à  knotina, (2) inibidores semelhantes à defensina, (3) 
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inibidores proteínas CM (cereal), (4) inibidores semelhantes à Kunitz, (5) inibidores 

semelhantes à taumatina e (6) inibidores semelhantes à lectina. A sétima classe é de micro-

organismos: inibidores semelhantes à Streptomyces (Svensson et al., 2004). Muitos 

representantes dessas classes foram estruturalmente analisados em complexos com α-amilases, 

então o mecanismo de inibição foi melhor compreendido. Muitas α-amilases foram 

identificadas, e quase todas possuem uma tríade de aminoácidos carregados negativamente, 

Asp-Glu-Asp, no sítio ativo no domínio A da enzima (Matsuura, 2002). Estudos de complexos 

identificaram os aminoácidos do inibidor que interagem com os aminoácidos do sítio ativo das 

α-amilases, que inibem a atividade enzimática. Alguns destes estudos revelaram que um 

aminoácido carregado positivamente do inibidor interagia fisicamente com um ou mais resíduos 

carregados negativamente da tríade no sítio catalítico da enzima. Por exemplo, Arg19 em 

Tendamistat (um inibidor semelhante à Streptomyces) forma uma ponte salina com Glu233 da 

tríade catalítica da α-amilase pancreática suína (Wiegand et al., 1995); Arg7 em AAI (um 

inibidor de α-amilase de amaranto de Amaranthus hypochondriacus, um inibidor semelhante à 

knotina) forma uma ponte salina com Asp287 na α-amilase de Tenebrio molitor (TMA, do inglês 

Tenebrio molitor α-amylase) (Pereira et al., 1999).  

Em outro trabalho foi observado que a VrD1 (defensina 1 de Vigna radiata, um inibidor 

semelhante à defensina) possui uma volta entre as folhas β2 e β3 correlacionada com a atividade 

inibitória sobre TMA (Liu et al., 2006). Utilizando metodologia de engenharia estrutural, foi 

realizada a substituição da volta original da defensina 2 de V. radiata (VrD2) incapaz de inibir 

a atividade da α-amilase a volta ativa da VrD1. Após ensaios bioquímicos observou-se que a 

VrD2 modificada tornou-se capaz de inibir a atividade da TMA, e um resíduo básico (Arg38) da 

volta VrD1 está envolvido na inibição (Lin et al., 2007). Outros exemplos de inibidores têm 

outros padrões de interações dos aminoácidos com α-amilases (Svensson et al., 2004). O 

exemplo de VrD1, cuja atividade biológica está contida em uma sequência organizada em uma 

volta (Liu et al., 2006; Lin et al., 2007) é observada para outras proteínas biologicamente ativas. 

Brazzeina, um peptídeo similar à defensina da planta africana Pentadiplandra 

brazzeana, induz um gosto intensamente doce em primatas do velho mundo, incluindo seres 

humanos.  A indução funcional do sabor doce é devido a três regiões na estrutura tridimensional 

da brazzeina que forma voltas nas quais resíduos carregados positivamente, especialmente 

Arg33 e Arg43, são determinantes para a indução do gosto doce (Assadi-Porter et al., 2010). A 

volta entre as cadeias β2 e β3 da defensina Rs-AFP2 de R. sativus retém a atividade antifúngica 

de todo o peptídeo (Schaaper et al., 2001). A volta β-hairpin (CGGWHRLRC) em MGD1, uma 

defensina do mexilhão comestível Mytilus galloprovincialis, é responsável pela atividade 
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antimicrobiana do peptídeo (Romestand et al., 2003). Com base na análise dos inibidores 

proteicos da α-amilase complexados com a enzima, percebemos que aminoácidos carregados 

positivamente expostos ao solvente nos inibidores são responsáveis pela atividade inibitória. E 

também que a atividade biológica de algumas proteínas é devido a uma sequência 

estruturalmente organizada em uma volta. Comparando estas informações com nosso 

conhecimento sobre a classe LTP1, que é muito rica em aminoácidos carregados positivamente, 

principalmente Arg e Lys (Carvalho e Gomes, 2007) e que a rVu-LTP1.1 tem quatro resíduos 

de Arg e quatro resíduos de Lys (Carvalho et al., 2006). 

Os inibidores de α-amilase têm potencial uso biotecnológico em indústria, agronomia e 

medicina. Nos processos industriais nos quais os carboidratos devem ser preservados, 

inibidores de α-amilase são requeridos (Zawistowska et al., 1988), e sendo demonstrado, 

portanto, que o inibidor de α-amilase de cevada-I melhora a qualidade da espuma de cerveja 

(Okada et al., 2008) e a mesma propriedade tinha sido relatada para LTP1s (Okada et al., 2008; 

Van Nierop et al., 2004). Na agricultura, o uso mais provável é na proteção de plantas cultivadas 

contra o ataque de insetos com a vantagem do aumento da produção agrícola através da redução 

da predação de grãos com a característica aditiva de evitar insetos não-alvo, e diminuição da 

contaminação de consumidores pela redução do uso de agrotóxicos. Essa abordagem foi 

apresentada pela resistência adquirida à principal praga das ervilhas, Bruchus pisorum 

(gorgulho da ervilha), por P. sativum transformada com αAI-1 de Phaseolus vulgaris (feijão) 

em condições de campo (Morton et al., 2000). Na medicina, o principal uso de inibidores de α-

amilase é a prevenção de doenças pós-prandiais, digestão de carboidratos em humanos. Esta 

abordagem apresenta o potencial para melhorar a qualidade de vida dos pacientes que sofrem 

de obesidade e suas consequências clínicas (Udani et al., 2004; Tormo et al., 2004; 2006). 

Nosso grupo de pesquisa caracterizou as LTP1s isoladas de C. canephora e C. annuum 

capazes de inibir a atividade da α-amilase salivar humana (HSA, do inglês human salivary α-

amylase) (Zottich et al., 2001; Diz et al., 2011). A grande pergunta é se a atividade inibitória 

da α-amilase nas LTP1s é fortuita ou evoluiu para realizar uma função biológica, para responder 

a essa pergunta, usamos uma LTP1s previamente isolada de semente de Vigna unguiculata 

(feijão-de-corda) denominada VuLTP1.1. O objeto de estudo desse trabalho é usar uma LTP1 

previamente isolada da semente de V. unguiculata (Carvalho et al., 2001) como ferramenta para 

estudar a atividade inibitória da α-amilase de LTP1s. Inicialmente nós caracterizamos a 

atividade inibitória sobre α-amilases salivar humana e intestinal de Callosobruchus maculatus 

pela rVuLTP1.1. E para descobrir se existia alguma região estrutural responsável pela inibição 

da HSA, primeiramente realizamos o estudo da estrutura tridimensional da rVuLTP1.1, 
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selecionamos cinco regiões baseadas na sequência primária da proteína e sintetizamos 

comercialmente quatro regiões, exceto a região N-terminal. Posteriormente nós realizamos o 

ensaio de inibição da HSA e descobrimos que duas regiões, N29-I47 e αG74-N91, baseadas em 

regiões estruturais da rVuLTP1.1 eram responsáveis pela inibição da HSA.  

Neste trabalho, nós realizamos o alinhamento de diversas LTP1s com e sem atividade sobre α-

amilase e descobrimos que elas possuem similaridades em determinadas regiões estruturais, 

diante disso nós sintetizamos um peptídeo modificado (N29-I47
mQ) baseado em um dos peptídeos 

que detinha atividade sobre α-amilase substituindo a Arg39 por uma Gln. O peptídeo modificado 

perdeu a capacidade de inibir α-amilase confirmando a importância de R39 na inibição da 

enzima. Para confirmar a participação da Arg39 na inibição da α-amilase salivar humana foram 

realizados estudos de docking que confirmaram a participação deste resíduo tanto na inibição 

do peptídeo N29-I47 quanto na rVuLTP1.1 inteira. 

Na continuação dos nossos estudos e para uma melhor caracterização da atividade antifúngica 

das LTP1s realizamos o estudo da relação entre estrutura e atividade da rVuLTP1.1, agora sobre 

leveduras. Nesta parte do trabalho nós utilizamos os mesmos peptídeos usados no estudo da 

inibição de ɑ-amilases. Coincidentemente o peptídeo N29-I47 da rVuLTP1.1 também inibiu o 

crescimento da levedura Candida tropicalis, além de causar perda da viabilidade das células 

deste micro-organismo. Em ensaios utilizando o peptídeo modificado N29-I47
mQ descobrimos a 

importância da Arg39 também para a atividade antifúngica da rVuLTP1.1.  
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2- OBJETIVOS 

2.1 - Objetivo geral 

 

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a relação entre a estrutura e atividades biológicas da 

LTP1s usando a atividade inibitória da rVu-LTP1.1 sobre a ɑ-amilase salivar humana e sobre 

fungos leveduriformes. 

 

2.2 - Objetivos específicos 

 

1. Realizar o desenho do peptídeo correspondente a porção N-terminal da rVu-LTP1.1 

(M1-Q12); 

2. Testar a atividade inibitória do peptídeo M1-Q12 sobre ɑ-amilase salivar humana; 

3. Buscar em banco de dados por LTPs com a capacidade de inibir ɑ-amilase e alinhar 

estas LTPs com a rVu-LTP1.1, sobrepondo este alinhamento com as regiões (peptídeos 

sintéticos) da rVu-LTP1.1 inibidores de ɑ-amilase; 

4. Resolver o modelo tridimensional do peptídeo similar a LTPs, I-2; 

5. Realizar o desenho do peptídeo modificado N29-I47
mQ; 

6. Testar a atividade inibitória do peptídeo N29-I47
mQ

 sobre ɑ-amilase salivar humana; 

7. Resolver um novo modelo tridimensional para rVu-LTP1.1; 

8. Construir, avaliar e comparar os complexos teóricos entre rVu-LTP1.1, tendamistat, 

N29-I47 e, αG74-N91 e N29-I47
mQ com ɑ-amilase salivar humana; 

9. Avaliar a atividade inibitória da rVu-LTP1.1 sobre o crescimento das leveduras: 

Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida buinesis, 

Candida pelliculosa e Candida parapsilosis; 

10. Comparar a atividade inibitória da rVu-LTP1.1 e dos peptídeos sintéticos sobre C. 

tropicalis; 

11. Avaliar a atividade inibitória do peptídeo sintético modificado N29-I47
mQ sobre C. 

tropicalis. 
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3 - MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 - Materiais biológicos 

 

3.1.1- LTPs e peptídeos sintéticos 

  

A rVu-LTP1.1 foi obtida de maneira recombinante sendo a expressão e purificação 

feitas de acordo com protocolo de Vieira-Silva et al. (2018a).  

 Neste trabalho foi inicialmente sintetizado o peptídeo sintético M1-Q12, que corresponde 

a porção N-terminal da rVu-LTP1.1. Este peptídeo foi obtido comercialmente pela empresa 

Genone (São Paulo). O peptídeo M1-Q12 sofreu substituição dos resíduos de L-cisteína pelos 

resíduos de L-alanina. Os peptídeos C13-C27, αS49-K72, N29-I47, abrangem parte das α-hélices e 

as voltas de ligação entre elas e o quinto peptídeo, αG74-N91, foi baseado na região C-terminal 

da rVu-LTP1.1. Estes peptídeos foram obtidos como descrito em Vieira-Silva et al. (2018b) e 

foram utilizados nos ensaios com as leveduras.  

Os peptídeos sintéticos M1-Q12 tiveram seu resíduo de cisteína trocado por L-alanina e αS49-

K72 e αG74-N91 tiveram seus resíduos de cisteína trocados pelo resíduo do ácido L-α-

aminoisobutírico. A alanina e o ácido L-α-aminoisobutírico foram escolhidos porque são 

aminoácidos pouco volumosos e não carregados. Ambas as substituições foram realizadas para 

evitar a formação de pontes dissulfeto que não existem na rVu-LTP1.1 e também para evitar 

resíduos livres de cisteína. As principais características bioquímicas dos peptídeos são 

mostradas na Tabela 1. 
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* indicam que estes aminoácidos foram ligados por pontes dissulfeto (peptídeo cíclico); 

ɑ indica que os resíduos de cisteínas foram substituídos por resíduos de ácido L-α-

aminoisobutírico. 

 

3.1.2- Manutenção das leveduras 

 

As cepas das leveduras Saccharomyces cerevisiae (1038), Candida albicans (CE022), 

Candida tropicalis (CE017), Candida buinesis (3982), Candida pelliculosa (3974) e Candida 

parapsilosis (CE002) foram mantidas no Laboratório de Fisiologia e Bioquímica de Micro-

organismos, da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Campos dos 

Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. As leveduras foram mantidas em ágar Sabouraud (peptona 

de carne 10 g/L, peptona de caseína 5 g/L, D (+) glicose 20 g/L e ágar 17 g/L) (Merck Millipore 

Brasil) a 4 °C e para manutenção das células a cada três meses elas foram transferidas para novo 

meio, crescidas a 30 ºC por 24 h e então mantidas a 4 ºC até novo repique. 

 

 

3.2- Síntese dos peptídeos sintéticos M1-Q12 e N29-I47
mQ 

  

 Os peptídeos que compreendem a região N-terminal da Vu-LTP1.1 (M1-Q12) e o 

peptídeo modificado (N29-I47 
mQ) foram sintetizados pela empresa Genone (São Paulo). Um 

miligrama do peptídeo sintético foi solubilizado em água ultra-pura contendo 3% de 

dimetilsulfóxido (DMSO). Os peptídeos dissolvidos foram armazenados em alíquotas de 50 µL 

a -70 ºC.   

Tabela 1. Nome, sequência e principais características bioquímicas dos peptídeos sintéticos 

baseados na sequência da rVu-LTP1.1. 

Nome do 

peptídeo 
Sequência de aminoácidos 

Taxa de  

hidrofobicidade 

Carga  

(pH7.0) 

Massa 

molecular 

(Da) 

 

M1-Q12 

 

MTAGQVQGNLAQ 

 

41,67% 

 

0 

 

1217,36 

C13-C27 *CIGFLQNGGIVPPAC* 

 

53,33% 
0 

 

1488,78 

N29-I47 NGVKNILNGARTTADRRGI 

 

31,58% +3 2026,29 

αS49-K72 SαLKSAAGAVRGLNPANAQALPGK 
 

 

54,17% +3 2276,62 

αG74-N91 GVNIPWKISSSTNαNTIN 
 

 

38,89% +1 1930,16 
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Seção I - Estudo do mecanismo de inibição da rVu-LTP1.1 sobre a ɑ-amilase salivar 

humana 

 

 3.3- Ensaio de inibição da α-amilase com o peptídeo sintético M1-Q12  

 

O ensaio foi baseado em parâmetros pré-determinados para a inibição da α-amilase salivar 

humana (HSA, do inglês human salivary α-amylase) pela rVu-LTP1.1 (Vieira-Silva et al., 

2018a) como tempo de incubação de 15 min, temperatura de reação 37 °C, 5 U da HSA e 20 

μM de rVu-LTP1.1 que mais inibiu a enzima. O ensaio de inibição foi realizado como descrito 

por Vieira-Silva et al. (2018a) para o peptídeo sintético M1-Q12. Resumidamente, a hidrólise do 

amido foi quantificada pela redução da liberação de açúcar com base no ensaio colorimétrico 

com ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (Bernfeld, 1955). A atividade da HSA (tipo IX-A, Sigma-

Aldrich) foi determinada pela incubação da enzima em três volumes diferentes (estoque em 

frasco 1 mg/mL) com 1% de solução de amido (Sigma-Aldrich) a 37 °C durante 15 min (volume 

final de 50 μL). Após a incubação, 200 μL da solução de DNS foi adicionada à reação e 

aquecida a 100 °C durante 5 min. Após resfriamento à temperatura ambiente, as amostras foram 

lidas a 540 nm (Spectroquant Pharo 100, Merck). A unidade de atividade (U) foi definida como 

a quantidade da enzima que aumentou a absorbância de 540 nm por 0,1 unidade de absorbância 

por 15 min. 

 Para a determinação da inibição da HSA, 5 U da HSA e 20 μM do peptídeo sintético foi 

previamente incubado por 15 min a 37 °C e a determinação da atividade residual da HSA foi 

determinada como descrito no parágrafo acima. A percentagem de inibição foi calculada 

tomando o controle como 100% da atividade da HSA. O ensaio foi repetido três vezes. A reação 

do controle foi feita na ausência do peptídeo sintético, isto é, apenas HSA e amido. Como foi 

acrescentado 3% de DMSO para a ressuspensão do peptídeo sintético M1-Q12, o controle foi 

preparado na mesma concentração de DMSO. 

 

3.4- Alinhamento das sequências de LTPs  

 

 Sequências de LTPs, as quais possuem e não possuem atividade inibitória sobre ɑ-

amilases já descritas, foram obtidas dos bancos de dados “Pubmed no National Center for 

Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) e UniProt (consórcio 

UniProt, 2016) utilizando como palavras de busca “lipid transfer protein”, “inhibitor” e 

“amylase”. O alinhamento das sequências de aminoácidos das LTPs selecionadas com e sem 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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atividade inibitória sobre amilases, incluindo a rVu-LTP1.1 foi feito com Clustal Omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) com parâmetros padrões (Sievers et al., 2011). O 

alinhamento final foi otimizado manualmente. Após este primeiro alinhamento foi feito a 

análise dos dados com a sobreposição deste alinhamento com as regiões da rVu-LTP1.1 que 

inibem ɑ-amilase. 

 

3.5- Desenho de um peptídeo com a substituição de um aminoácido  

  

Baseado no estudo do alinhamento das LTPs que detinham atividade inibitória sobre α-

amilase e as LTPs que não possuíam esta habilidade e, principalmente, com a sobreposição 

destas LTPs com as regiões da rVu-LTP1.1 que eram responsáveis pela inibição da enzima, 

ficou evidente que as LTPs que detinham esta atividade possuíam um aminoácido carregado 

positivamente na mesma região dos peptídeos baseados na rVu-LTP1.1. Com base nesta análise 

e para identificar o aminoácido determinante para a atividade inibitória sobre α-amilase, o 

peptídeo N29-I47 foi sintetizado com a substituição da Arg39 por Gln. Este peptídeo foi 

denominado N29-I47
mQ. A atividade inibitória do peptídeo N29-I47

mQ sobre a HSA foi 

determinada como descrito no item 3.3. 

 

3.6- Modelagem I-2 

 

O modelo tridimensional do I-2, um peptídeo similar às LTPs que tem a capacidade de 

inibir α-amilase, foi previsto por modelagem por homologia usando o programa Modeller 9v15 

(Šali e Blundell, 1993). Primeiramente, foi selecionado o modelo. Para isso, foi realizada uma 

busca no banco de dados BLAST (Altschul et al., 1990) por sequências primárias que 

apresentaram similaridade com I-2 usando como termo de busca a sequência de aminoácidos 

da proteína a ser modelada.  

A sequência com maior grau de similaridade e identidade com I-2 foi escolhida como 

proteína molde. A sequência molde e a I-2 foram alinhadas utilizando o programa Clustal 

Omega (Larkin et al., 2007).  

Com base na sobreposição de regiões estruturalmente conservadas entre a I-2 e proteína 

molde, o programa Modeller construiu um modelo tridimensional. 

A qualidade estereoquímica do modelo, que analisa as ligações peptídicas, planaridade 

dos anéis das cadeias laterais, torção dos ângulos ϕ e ψ da cadeia principal, foi validada 
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utilizando o programa PROCHECK (gráfico de Ramachandran) (Laskowski et al., 1993). O 

perfil tridimensional foi avaliado pelo servidor PARMODEL (Uchôa et al., 2004). 

 

Seção II - Análise in silico do mecanismo de inibição da Vu-LTP1.1 sobre a ɑ-amilase 

salivar humana 

 

3.7- Vu-LTP1.1, HSA e tendamistat: estruturas primária e terciária 

 

A estrutura primária de rVu-LTP1.1 foi obtida por Carvalho et al. (2006). A estrutura 

tridimensional da rVu-LTP1.1 foi prevista por modelagem por homologia usando o programa 

Modeller 9v15 (Šali e Blundell, 1993) e como modelo tridimensional a LTP de Vigna radiata 

var. radiata (ID do PDB: 1SIY). A qualidade estereoquímica global e local de todos os modelos 

previstos foram realizadas via Rampage (Lovell et al., 2003), Verify3D (Eisenberg et al., 1997), 

ProSA (Wiederstein e Sippl, 2007), VoroMQA (Olechnovič e Venclovas, 2017), ProQ3D 

(Uziela et al., 2017), Qprob (Cao e Cheng, 2016), DeepQA (Cao et al., 2016) e SVMQA 

(Manavalan e Lee, 2017). Os melhores modelos estruturais foram refinados via ModRefiner 

(Xu e Zhang, 2011). As estruturas tridimensionais da HSA (E.C. 3.2.1.1) e tendamistat (HOE-

467A) foram obtidas no Banco de Dados de Proteína, PDB IDs: 1C8Q e 1BNV, 

respectivamente. 

 

3.8- Vu-LTP1.1 e docking molecular com a α-amilase salivar humana  

 

Os ensaios de docking foram realizados usando ClusProV2 (Comeau et al., 2004), 

HADDOCK (van Zundert et al., 2016), SwarmDock (Torchala et al., 2013) e HDock (Yan et 

al., 2017). Os melhores complexos de interação foram selecionados após análises com os 

programas DockScore (Malhotra et al., 2015), PPCheck (Sukhwal e Sowdhamini, 2015) e 

CCharPPI 35 (Moal et al., 2015). A melhor solução para o complexo HSA-VuLTP1.1 foi obtida 

via ClusProV2. O complexo superior foi refinado via Galaxy Refine Complex (Heo et al., 

2016). A predição de energia livre (ΔG), constante de dissociação (Kd) e a análise dos 

aminoácidos considerados hotspots localizados na interface de interação foram realizadas via 

PRODIGY (Vangone e Bonvin, 2015; Xue et al., 2016), HotRegion (Cukuroglu et al., 2012) e 

ANCHOR 40 (Meireles et al., 2010), respectivamente.  Os contatos interatômicos e os tipos de 

interações mantidos nas interfaces do complexo HSA/Vu-LTP1.1 foram analisados via 
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PDBsum (Laskowski et al., 2018). As imagens dos complexos proteína-proteína foram obtidas 

através do UCSF Chimera 1.13.1 (Pettersen et al., 2004). 

 

Seção III - Estudo da atividade inibitória de peptídeos baseados na sequência da rVu-

LTP1.1 sobre leveduras 

 

3.9- Ensaio de inibição de crescimento das leveduras pela rVu-LTP1.1 

 

 As células de leveduras foram cultivadas em placas de Petri contendo ágar Sabouraud 

por 24 h a 30 °C. Separadamente, uma colônia de cada espécie de levedura foi inoculada em 1 

mL de caldo Sabouraud (5 g/L de peptona de carne, 5 g/L de peptona de caseína e 20g/L D (+) 

glicose) (Merck Millipore Brasil) e depois diluída 100 X em caldo Sabouraud. Os números de 

células foram determinados por contagem das células de levedura em câmara de Neubauer 

(LaborOptik, Lancing, UK) sob um microscópio óptico Axioplan.ImagerA2 (Carl Zeiss do 

Brasil, São Paulo, Brasil). rVu-LTP1.1 foi inicialmente dissolvida em água ultra-pura, foi 

quantificada (BCA, ácido bicinconínico, Smith et al., 1985) (Sigma-Aldrich) e o volume 

equivalente a 80 μM foi transferido para um tubo de microcentrífuga e liofilizado (K105; 

Liotop). Em seguida, este pó foi dissolvido em 3% de DMSO (Sigma-aldrich), seguido pela 

metade do volume do ensaio em caldo Sabouraud e esterilizado por filtração (Millex-GV 0,22 

μm). O ensaio foi realizado em uma placa Nunc de 96 poços com fundo em forma de U (Thermo 

Scientific Brasil, São Paulo, Brasil) na qual os poços continham o volume correspondente a 

2.000 células de leveduras, 80 μM de rVu-LTP1.1 e caldo Sabouraud para o volume final de 

100 μL. Os poços do controle foram feitos com a exclusão da rVu-LTP1.1, mas com 3% de 

DMSO. A placa foi incubada em estufa a 30 °C por 48 h. Após 48 h de ensaio, o fundo dos 

poços controle e teste foram registrados utilizando uma câmera digital (Cyber-Shot W-320, 

Sony).  

  Após 48h do ensaio de inibição do crescimento as células controle foram ressuspendidas 

e lavadas uma vez em caldo Sabouraud, diluídas 100 vezes em caldo Sabouraud e 

posteriormente espalhadas homogeneamente em placas de Petri contendo ágar Sabouraud com 

uma alça de Drigalski. As placas de Petri foram incubadas a 30 °C por um período de 24 h para 

permitir o desenvolvimento de colônias. Após esse período, as colônias foram contadas e 

imagens das placas de Petri foram feitas. O número de colônias obtidas nas placas de Petri de 

controle foi considerado como 100% de viabilidade. Os experimentos foram realizados em 

triplicata. 
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3.10- Ensaio de inibição das células de C. tropicalis pelos peptídeos baseados na sequência 

da rVu-LTP1.1 

 

 O ensaio de inibição com os peptídeos M1-Q12, C13-C27, αS49-K72, N29-I47 e αG74-N91 foi 

realizado com a levedura C. tropicalis com os mesmos parâmetros de tempo, concentração e 

temperatura do ensaio descrito no item 3.9. 

 

3.11- Ensaio de inibição das células de C. tropicalis pelo peptídeo modificado N29-I47
mQ 

  

O ensaio de inibição com o peptídeo modificado N29-I47
mQ foi realizado com a levedura 

C. tropicalis com os mesmos parâmetros de tempo, concentração e temperatura do ensaio 

descrito no item 3.9.  

 

3.12- Predição da estrutura secundária e atividade biológica do peptídeo mais ativo sobre 

C. tropicalis 

 

 A sequência de 19 resíduos de aminoácidos do peptídeo mais ativo sobre C. tropicalis 

foi analisada pela ferramenta de cálculo e previsão do banco de dados de peptídeos 

antimicrobianos (APD, do inglês antimicrobial peptides database) (http://aps.unmc.edu/AP). 

Esta ferramenta também fornece a opção de procurar sequências de AMP mais semelhantes à 

sequência peptídica de interesse. Também é possível obter as características de tais AMPs 

similares como nome do peptídeo, sequência de aminoácidos, atividades biológicas já descritas, 

fonte biológica e publicação original (Wang, 2015). 

 Para um alinhamento refinado da sequência de saída do APD, com maior grau de 

similaridade com o peptídeo mais ativo, um novo alinhamento foi feito na ferramenta de busca 

de Basic Local Alignment (BLAST, do inglês Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et 

al., 1997) usando a pesquisa especializada do alinhamento global de sequências de proteínas 

Needleman-Wunsch. 

 

3.13- Análise estatística 

 

 Os dados representados são a média e o desvio padrão das triplicatas e a análise 

estatística foi feita por ANOVA unidirecional e pela comparação de Tukey pelo software 

GraphicPad Prism versão 7.0. 
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4 - RESULTADOS 

 

Seção I - Estudo do mecanismo de inibição da rVu-LTP1.1 sobre a ɑ-amilase salivar 

humana 

 

4.1- Ensaio de inibição da α-amilase salivar humana com o peptídeo sintético M1-Q12 

baseado na sequência da rVu-LTP1.1  

 

 Em trabalho anterior quatro das regiões da rVu-LTP1.1 foram testadas sobre HSA 

exceto a região N-terminal (Vieira-Silva et al. 2018b). Neste trabalho realizamos o ensaio de 

inibição da atividade da HSA pelo peptídeo sintético M1-Q12, não sendo observada a inibição 

dessa enzima (Figura 2). Com este resultado, confirmamos que apenas duas regiões estruturais 

da rVu-LTP1.1, compreendendo os peptídeos N29-I47 e ɑG74-N91, possuíam a atividade de inibir 

a HSA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Visualização gráfica da atividade da enzima HSA na presença de 20 µM do peptídeo 

sintético M1-Q12. O experimento foi realizado em triplicata. 

 

4.2- Busca em banco de dados e alinhamento com outros inibidores de α-amilase 

  

Após o ensaio, nós tínhamos rastreado que das cinco regiões estruturais da rVu-LTP1.1, 

duas tinham esta capacidade inibitória. Com base nestes dados nós realizamos busca em banco 

de dados por peptídeos que apresentassem estrutura primária semelhante as LTPs e que já 
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tivessem descrita a capacidade ou não de inibir ɑ-amilases. Muitos desses peptídeos eram 

classificados como inibidores de α-amilase de origem vegetal e não como LTPs (Kader, 1996). 

De todos os inibidores que se assemelhavam com a rVu-LTP1.1 encontramos apenas três que 

já haviam sido testados contra ɑ-amilase, dois sem atividade e um com atividade. Estas 

sequências foram alinhadas utilizando o BLAST e as sobrepusemos com as duas regiões da 

rVu-LTP1.1 que compreendem os peptídeos sintéticos (N29-I47 e ɑG74-N91), responsáveis pela 

atividade de inibir HSA. Esse alinhamento mostrou que PAPIHv (do inglês probable ɑ-

amylase/protease inhibitor from Hordeum vulgare) e PAPIOs (probable ɑ-amylase/protease 

inhibitor from Oriza sativa), LTPs que não inibiam a atividade da ɑ-amilase (Svensson et al., 

1986; Yu et al., 1988), não exibiam aminoácidos carregados positivamente nas posições 

descritas para a rVu-LTP1.1. Entretanto, a I-2, um peptídeo similar à LTP de E. coracana 

(Campos e Richardson, 1984) apresentava aminoácidos com as mesmas características que rVu-

LTP1.1 e possuía a capacidade de inibir ɑ-amilase (Figura 3A). 
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Figura 3 (A) Alinhamento da rVu-LTP1.1 com as sequências de aminoácidos das LTP com atividade inibitória sobre α-amilase (I-2) e sem atividade inibitória 

sobre α-amilase (PAPIHv e PAPIOs). As linhas que ligam os resíduos de Cys da ns-LTP de Zea mays indicam as pontes dissulfeto (PDB ID: 1SIY). Resíduos 

idênticos são indicados em negrito. Números acima das sequências indicam o tamanho do peptídeo em aminoácidos. Note que I-2 difere das outras LTP1s, 

principalmente no número de resíduos Cys; I-2 tem um Gln (laranja) na posição 27 onde as outras sequências têm um resíduo de Cys. Portanto, uma ponte 

dissulfeto está faltando na I-2, aquela formada entre Cys4 e Cys7 (indicada em laranja). As fontes das sequências foram: LTP de V. unguiculata (feijão-de-

corda) (Carvalho et al., 2006), PAPIHv de H. vulgare (cevada) (Svensson et al., 1986), PAPIOs de O. sativa (arroz) (Yu et al., 1988) Z. mays ns-LTP (milho) 

(Han et al., 2001) e I-2 de E. coracana (Campos e Richardson, 1984). As linhas acima da sequência de Vu-LTP1.1 indicam as sequências e posição dos 

peptídeos sintéticos que inibem α-amilase da saliva humana, e as caixas indicam as posições dos aminoácidos carregados positivamente associados à atividade 

inibidora da α-amilase. ND, atividade de inibir α-amilase não determinado. (B) Estrutura tridimensional da I-2, modelada com Modeler e baseada na estrutura 

da Z. mays ns-LTP (PDB ID: 1FK5). Estrutura secundária em vermelho representa as α-hélices e em cinza representa elementos não estruturados. As três 

ligações em amarelo representam três pontes dissulfeto entre os resíduos de Cys. A Cys livre e o Gln são mostrados em laranja. (C) Sobreposição das 

estruturas tridimensionais de I-2 (vermelho) e Z. mays ns-LTP (azul). (D) A estrutura tridimensional de I-2, com os aminoácidos carregados positivamente 

expostos na superfície do peptídeo, nas voltas e no C-terminal destacados em verde. (E) Mesma estrutura que em D, com estrutura tridimensional representada 

em spacefill. C e N indicam a região C e N-terminal, respectivamente, em todas as figuras.
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4.3- Modelagem da I-2 

 

A proteína I-2 foi modelada utilizando como molde a estrutura tridimensional da LTP 

de Zea mays determinada por cristalografia (PDB ID: 1FK5) (Han et al., 2001). A estrutura 

da I-2 revelou a presença de quatro ɑ-hélices (em vermelho), uma hélice 310 e sequências de 

voltas (em cinza) (Figura 3B e 4). A qualidade estereoquímica do modelo criado foi avaliada 

através de cálculos do programa Procheck. Gerado o mapa de Ramachandram, este revelou 

qualidade aceitável, visto que 95% dos aminoácidos estão em regiões favoráveis e 3,8% em 

regiões permitidas (Figura 5A e B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Estrutura tridimensional da I-2, modelada com Modeler e baseada na estrutura da  

Z. mays ns-LTP (PDB ID: 1FK5). Estrutura secundária em vermelho representa as α-hélices 

e em cinza representa elementos não estruturados. N representa a porção N-terminal e C 

representa a porção C-terminal da I-2. 

 

 

 

 

 

N 

C 



25 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa estatístico da análise estrutural da I-2 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 (A) Visualização gráfica do mapa de Ramachandran do modelo estrutural da I-2. 

Em vermelho estão representadas as regiões favoráveis; em amarelo, as regiões permitidas. 

(B) Mapa estatístico das porcentagens de aminoácidos da I-2 nas regiões do mapa de 

Ramachandran. 

 

 

 

 

 I-2 

Resíduos em regiões favoráveis [Vermelho – A,B,L] 95% 

Resíduos em regiões permitidas [Amarelo – a,b,l,p] 3,8% 

Resíduos em regiões menos favoráveis [Bege - ~a, ~b, ~l, ~p] 1,2% 
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4.4- Sobreposição da estrutura tridimensional da I-2 com a rVu-LTP1.1 

 

O modelo estrutural da I-2 indicava que estes resíduos de aminoácidos carregados 

positivamente que haviam sido relacionados com a capacidade de inibir HSA estavam 

voltados para o exterior da proteína (Figura 3D e E). Para comprovarmos que estes resíduos 

estavam na mesma posição que em rVu-LTP1.1 nós fizemos a sobreposição de Vu-LTP1.1 

e I-2. As Arg na posição 39 estavam na mesma posição nos dois peptídeos e ambas voltadas 

para o exterior dos peptídeos. Na região C-terminal, Vu-LTP1.1 tem um aminoácido 

carregado positivamente, a Lys80. Entre as Cys70 e Cys84 apenas I-2 tem uma Arg na posição 

73. Apesar de não estarem na mesma posição (Figura 6), estes dois aminoácidos carregados 

positivamente estão voltados para o exterior dos peptídeos. Devido a estas características de 

serem aminoácidos carregados positivamente e de estarem voltados para o exterior dos 

peptídeos, o que tornaria possível a interação com a ɑ-amilase, supomos que estes 

aminoácidos seriam os responsáveis pela inibição.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Sobreposição da estrutura tridimensional da rVu-LTP1.1 (vermelho) e I-2 (azul) 

com destaque em verde para os resíduos dos aminoácidos carregados positivamente (Arg39 

em ambas as sequências e Lys80 da rVu-LTP1.1 e Arg73 da I-2) localizados nas voltas e todos 

expostos para o solvente. 
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4.5- Ensaio de inibição da HSA com o peptídeo sintético modificado N29-I47
mQ 

 

Após o alinhamento das sequências comparadas foi sugerido que os aminoácidos 

carregados positivamente e expostos para o exterior das LTPs pudessem ser os responsáveis 

pela atividade inibitória sobre α-amilases. Para testar nossa hipótese, escolhemos a Arg39 

porque estava na mesma posição de I-2 e a substituímos por um aminoácido sem carga 

escolhido desta mesma região de uma LTP que não tinha a capacidade de inibir α-amilases 

e por isso escolhemos a Gln39 de PAPIHv. Este peptídeo modificado foi chamado N29-I47
mQ 

(Figura 7A). O peptídeo N29-I47
mQ na concentração de 20 µM perdeu a capacidade de inibir 

a atividade da HSA (Figura 7B), confirmando a hipótese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 (A) Box mostrando o peptídeo sintético modificado N29-I47
mQ com a mesma 

sequência de aminoácidos do peptídeo N29-I47 realizando a substituição da Arg39 por Glu 

(indicada em roxo). Os aminoácidos sublinhados representam as regiões de volta. A tabela 

também indica as características bioquímicas do peptídeo sintético, como a carga calculada 

em pH 7,0 e sua massa molecular. (B) Visualização gráfica da atividade da HSA na presença 
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de 20 µM de peptídeo sintético modificado N29-I47
mQ. Controle representa atividade da HSA 

na ausência do peptídeo N29-I47
mQ. A imagem representa um de três experimentos 

independentes.  

 

4.6- Alinhamento das sequências de LTPs  

 

O ensaio com o peptídeo modificado N29-I47
mQ comprovou a nossa hipótese de que 

resíduos de aminoácidos carregados presentes nas voltas da rVu-LTP1.1 são importantes 

para a inibição da HSA. Com base nesse achado nós comparamos sequências de LTPs que 

possuíam capacidade de inibir ɑ-amilase com as que não possuíam e observamos a 

importância de aminoácidos carregados positivamente nas voltas dessas proteínas e 

indicamos LTPs que ainda não possuem essa atividade biológica descrita como possíveis 

inibidores de acordo com suas características bioquímicas (Figura 8). 

 

Figura 8 - Alinhamento das sequências de aminoácidos madura e completa das LTP1s sem 

atividade inibitória sobre α-amilase (prováveis inibidores de amilase/protease PAPIHv e 

PAPIOs) e com atividade inibitória sobre α-amilase (rVu-LTP1.1 e I-2). Gaps (-) foram 

introduzidos para melhorar o alinhamento. Os números acima das sequências indicam a 

extensão do peptídeo em aminoácidos. As linhas abaixo da sequência rVu-LTP1.1 indicam 

as α-hélices e os aminoácidos não sublinhados representam as voltas deste peptídeo. As 
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caixas indicam as posições dos resíduos de aminoácidos carregados positivamente 

associados a atividade inibitória sobre α-amilase da rVu-LTP1.1. Em verde estão indicados 

os resíduos de aminoácidos responsáveis pela atividade inibitória sobre α-amilase nas rVu-

LTP1.1 que previmos ter a mesma função nas LTP1s. ND, não determinado. 

 

 

Seção II - Análise in silico do mecanismo de inibição da Vu-LTP1.1 sobre a ɑ-amilase 

salivar humana 

 

4.7 – Estudo de docking interação entre HSA e Vu-LTP1.1 

 

O estudo in silico da interação entre a enzima HSA e a Vu-LTP1.1 foi iniciado com 

a realização do docking. A Vu-LTP1.1 interage com a superfície da HSA se inserindo na 

fenda de ligação ao carboidrato e impedindo a entrada do substrato da enzima (Figura 9A, 

B, C e D).  

Na fenda de ligação ao carboidrato ocorre interações entre 32 resíduos de 

aminoácidos da Vu-LTP1.1 com 39 resíduos de aminoácidos da HSA que mantêm o 

complexo Vu-LTP1.1/HSA. A estabilidade do complexo ocorre devido a formação de três 

pontes salinas, 28 pontes de hidrogênio e 272 contatos não ligados (Tabela 2). Durante a 

interação com Vu-LTP1.1, a área da HSA exposta ao solvente é de 1.632 Å2 e quando a Vu-

LTP1.1 está interagindo com HSA a área exposta do inibidor ao solvente é de 1.722 Å2.  
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Figura 9 (A) Imagem da estrutura tridimensional da HSA (PDB: 1C8Q) representada 

no modelo de superfície onde em branco está representada a estrutura principal, as regiões 

positivas são representadas em azul e as regiões negativas são representadas em vermelho. 

Observe a carga de superfície negativa na fenda de ligação de carboidratos e a extrema carga 

negativa de superfície do sítio ativo. (B) Representação esquemática da modelo 

tridimensional da Vu-LTP1.1 representada no modelo spacefill com as mesmas cores de 

carga superficial mostradas em A. Observe a distribuição predominante de cargas positivas. 

A Arg39 que foi previamente identificada como relevante para a inibição da HSA (Vieira-

Silva et al., 2018) está completamente exposta para o solvente. (C) HSA, representada no 

modelo spacefill, complexado com a Vu-LTP1.1, com estrutura secundária representada em 

branco e modelo spacefill em 70% de transparência, para estudos de docking proteína-

proteína. Note-se que a interação da Vu-LTP1.1 com HSA ocorre na fenda de ligação de 

carboidratos que é então obstruída. (D) O mesmo que em C com a estrutura secundária de 

Vu-LTP1.1 representada em branco com a região compreendendo os peptídeos sintéticos 

N29-I47 e αG74-N91 baseados na sequência de aminoácidos da Vu-LTP1.1 que possuem 

propriedade inibitória sobre HSA como previamente determinado por análise bioquímica 

(Vieira-Silva et al., 2018) em turquesa. Observe a região extremamente negativa do sítio 

ativo da HSA na qual a Arg39 (mostrada como bastão) da Vu-LTP1.1 é introduzida. (E) 

Estrutura primária da Vu-LTP1.1 com os resíduos de aminoácidos que estabelecem os 

contatos com HSA pelo encaixe proteína-proteína destacados em vermelho com indicação 

dos resíduos de aminoácidos que compõem os peptídeos sintéticos N29-I47 e αG74-N91 que 

possuem propriedade inibitória da HSA de Vu-LTP1.1 como previamente determinado por 
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análise bioquímica (Vieira-Silva et al., 2018). Observe a sobreposição dos resíduos de 

aminoácidos identificados pela análise bioquímica e in silico. Os dois aminoácidos 

destacados em verde foram classificados como hot-spots para interação proteína-proteína 

pelo programa SpotOn. (F) Interação Vu-LTP1.1/HSA com estruturas terciárias de ambas as 

proteínas representadas e uma visão em detalhes da interação Vu-LTP1.1/HSA no sítio ativo 

da HSA onde é destacada a interação da Arg39 da Vu-LTP1.1 com uma dos aminoácidos da 

tríade catalítica ácida da HSA, a Asp300, por uma ligação de hidrogênio (distância = 2.861 

Å).
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HSA - α-amilase salivar humana; VuLTP1.1: proteína transportadora de lipídeos de semente de Vigna unguiculata; N29-I47: peptídeo sintético compreendendo 

os aminoácidos de N29 a I47 da VuLTP1.1; αG74-N91: peptídeo sintético compreendendo os aminoácidos G74 a N91 de VuLTP1.1; N29-I47
mQ: peptídeo sintético 

N29-I47 na qual a Arg39 foi substituída por Gln; I-2: inibidor α-amilase/tripsina de Eleusine coracana; PPA: α-amilase pancreática de porco; HOE-467A: 

tendamistat, inibidor α-amilase de Streptomyces tendae; *1 a análise não foi realizada devido ao tamanho mínimo requerido pelo programa não foi  alcançado 

para o peptídeo; *2 os parâmetros não puderam ser analisados porque não havia formação complexa na condição padrão testada pelo programa CABS-DOCK

Tabela 2. Parâmetros da interação entre inibidores de α-amilase e α-amilases. 

interação entre 

inibidor/α-amilase 

resíduos de 

aminoácidos (aa) 

e área de 

superfície na 

interface 

inibidor/α-

amilase 

número de energia 

livre 

de 

Gibs 

(ΔG) 

constante de 

dissociação 

(Kd) 

aminoácidos 

inibidores 

que 

interagem 

com tríade 

catalítica da 

α-amilase 

aminoácidos 

da tríade 

catalítica da 

α-amilase que 

interagem 

com inibidor  

aminoácidos hot-

spot do inibidor/ 

interface da α- 

amilase  
ponte de 

hidrogênio 
ponte 

salina  

contatos 

não 

ligados 

VuLTP1.1/HSA 32/39 aa 

1722/1637 Å2 
28 3 272 -18.5 2.6E-14 Arg39 Asp300 Arg44, Trp79 

HOE-467A/PPA 23/30 aa 

1351/1251 Å2 
17 3 198 -16.5 7.5E-13 Arg19 Glu233 Tyr43 

N29-I47/HSA 17/33 aa 

1312/1011 Å2 
20 4 191 -14.9 1.1E-11 Arg39 

Asp197, Glu233, 

Asp300 
*1 

αG74-N91/HSA 15/27 aa 

1349/1027 Å2 
5 1 234 -16.2 1.2E-12 Lys80 Asp197 *1 

N29-I47
mQ/HSA *2 *2 *2 *2 *2 *2 *2 *2 *2 

I-2/HSA 32/38 aa 

1674/1587 Å2 
15 5 196 -17.6 1.3E-13 Arg79 

Asp197, Glu233, 

Asp300 
Arg34, Arg79 
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Segundo os valores de energia livre de Gibs (ΔG) e a constante de dissociação (Kd) que 

são -18,5 e 2,6E-14, respectivamente, a interação entre o complexo Vu-LTP1.1/HSA é 

considerada estável e indica uma alta afinidade de ligação entre o ligante (Vu-LTP1.1) e o sítio 

ativo da HSA. 

A Arg39 da rVu-LTP1.1 é introduzida no sítio ativo da HSA e forma uma ponte de 

hidrogênio de 2.861 Å com a Asp300, um resíduo de aminoácido carregado negativamente do 

sítio catalítico da tríade da HSA (Matsuura, 2002) (Figura 9D e F).  

 

4.8 - Estudo de docking interação entre HSA e peptídeos sintéticos N29-I47 e αG74-N91 

 

O docking dos peptídeos sintéticos N29-I47 e αG74-N91 com HSA, previamente 

apresentados como inibidores de HSA (Vieira-Silva et al., 2018b), nos mostra que o peptídeo 

N29-I47 interage com a fenda de ligação a carboidratos da HSA, obstruindo o sítio catalítico 

como a Vu-LTP1.1 inteira, com 20 ligações de hidrogênio, quatro pontes salinas e 191 contatos 

não ligados (Figura 10A e B e Tabela 2). Este complexo apresentou uma ΔG e uma Kd de -14.9 

e 1.1E-11, respectivamente (Tabela 2). 

A Arg39 do N29-I47 interage com os três aminoácidos da tríade catalítica da HSA (Asp197, 

Glu233, Asp300) (Figura 10B). Pontes de hidrogênio promovem a interação entre a Arg39 e o sítio 

ativo da HSA (Figura 10C). 
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Figura 10 (A) Imagem da estrutura tridimensional da HSA (PDB: 1C8Q) representada no 

modelo spacefill onde em branco está representada a estrutura principal, com regiões positivas 

representadas nas regiões azul e negativa representadas em vermelho, complexada com o 

peptídeo sintético N29-I47 com estrutura secundária representada em branco e modelo de 

superfície em transparência com padrão de mesma cor mostrado para HSA. Note-se que a 

interação do peptídeo sintético N29-I47 com HSA na fenda de ligação a carboidratos que é 

obstruída. (B) O mesmo que em A, com o peptídeo sintético N29-I47 representado em branco. 

Observe a região extremamente negativa do sítio ativo de HSA em que a Arg39 (mostrada em 

bastão) do peptídeo sintético N29-I47 é introduzida. (C) Interação N29-I47/HSA com estrutura 

secundária de ambas as proteínas representadas (vermelho para N29-I47 e azul para HSA) e uma 

visão em detalhes da interação N29-I47/HSA no sítio ativo da HSA onde é destacada a interação 

da Arg39 do N29-I47 com a Asp300 da tríade catalítica da HSA por uma ponte salina (distância = 

3,411 Å). 

 

 

O peptídeo αG74-N91 também interage com a fenda de ligação a carboidratos da HSA, 

com 5 pontes de hidrogênio, uma ponte salina e 234 contatos não ligados (Figura 11A e Tabela 

2). Este complexo apresentou um ΔG e um Kd de -16,2 e 1,2E-12, respectivamente, indicando 

uma interação mais forte (Tabela 2). Em nossa análise, a Lys80 entra profundamente na 

cavidade, onde é capaz de interagir com dois resíduos de aminoácidos da tríade catalítica por 

pontes de hidrogênio, a Asp197 e a Asp300. 
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Figura 11 (A) Imagem do estrutura tridimensional da (HSA) (PDB: 1C8Q) representada no 

modelo spacefill onde em branco está representada a estrutura principal, com regiões positivas 

representadas nas regiões azul e negativa representadas em vermelho, complexada com o 

peptídeo sintético αG74-N91 com estrutura secundária representada em fita branca e modelo de 

superfície em transparência com o mesmo padrão de cores mostrado em A. Note que a interação 

do peptídeo sintético αG74-N91 com HSA na fenda de ligação a carboidrato que é obstruída. (B) 

O mesmo que em A, com o peptídeo sintético αG74-N91 representado em branco. Observe a 

região extremamente negativa do sítio ativo da HSA em que a Lys80 (mostrada em bastão) do 

peptídeo sintético αG74-N91 é introduzida. (C) Interação αG74-N91/HSA com a estrutura 

tridimensional do peptídeo e da proteína representados e uma visão em detalhes da interação 

αG74-N91/HSA no sítio ativo da HSA onde é destacada a interação de Lys80 de αG74-N91 com 

um dos aminoácidos da tríade catalítica da HSA, o Asp197, por uma ponte de hidrogênio 

(distância = 2.825 Å). 

 

4.9 - Estudo de docking interação entre HSA e I-2 

 

Na sequência nós realizamos a análise de docking entre I-2 e HSA. Os testes in silico 

mostraram que a I-2 interage com a fenda de ligação a carboidratos de HSA (Bernhard e 

Somerville, 1989), com três pontes salinas, 17 ligações de hidrogênio e 216 contatos não ligados 

(Figura 12A e Tabela 2). O complexo I-2/HSA apresentou um ΔG e um Kd de -16.0 e 1.7E-12, 

respectivamente. 

A análise do docking indicou que a Arg79 entra no sítio ativo onde interage com os dois 

resíduos de aminoácidos da tríade catalítica da HSA por pontes de hidrogênio, a Glu233 e a 
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Asp300 (Figura 12A e Tabela 2). E a Arg34 foi indicada como hot-spot na interação I-2/HSA 

(Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 (A) Imagem da estrutura tridimensional da HSA (PDB: 1C8Q) representada no 

modelo spacefill onde em branco está representada a estrutura principal, com regiões positivas 

representadas em azul e negativa representadas em vermelho, complexada com I-2 com 

estrutura secundária representada em branco e modelo spacefill em transparência com padrão 

de mesma cor mostrado para HSA. Note que a interação de I-2 com HSA na fenda de ligação a 

carboidratos é obstruída. (B) O mesmo que em A, com a I-2 representada em branco. Observe 

a região extremamente negativa do sítio ativo da HSA na qual a Arg79 (mostrado em bastão) de 

I-2 é introduzida. (C) Interação I-2/HSA com estrutura secundária de ambas as proteínas 

representadas e uma visão em detalhes da interação I-2/HSA no sítio ativo da HSA, onde é 

destacada a interação da Arg79 da I-2 com dois aminoácidos da tríade catalítica da HSA, da 

Glu233 e da Asp300 por uma ligação de hidrogênio (distância = 3,228 e 1,907 Å, 

respectivamente). 

 

Seção III - Estudo da atividade inibitória de peptídeos baseados na sequência de 

aminoácidos da rVu-LTP1.1 sobre leveduras 

 

4.10- Ensaio de inibição do crescimento de leveduras com rVu-LTP1.1 

 

Nós começamos nossa análise pela inibição do crescimento de seis espécies de fungos 

pertencentes ao filo Ascomycota. Foi feita inicialmente uma curva de inibição do crescimento 
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com a levedura C. albicans testando as concentrações de 13 e 20 µM) da rVu-LTP1.1. Na 

concentração de 20 µM, a rVu-LTP1.1. causa uma inibição de aproximadamente 25% do 

crescimento desta levedura em 36 h de ensaio (Figura 13). Para termos uma porcentagem de 

inibição maior também testamos a concentração de 80 µM da rVu-LTP1.1. Este resultado 

indicou que a concentração de 80 µM foi mais eficiente, capaz de inibir o crescimento da 

espécie de levedura testada (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Representação gráfica do ensaio de inibição do crescimento das células de C. 

albicans com diferentes concentrações de rVu-LTP1.1. Controle não-tratado (−■−), 13 µM da 

rVu-LTP1.1 (−◆−), 20 µM da rVu-LTP1.1 (−▲−). 

 

A partir da escolha desta concentração, este ensaio foi repetido com as demais leveduras 

S. cerevisiae, C. tropicalis, C. buinensis, C. parapsilosis e C. pelliculosa. O crescimento de 

todas leveduras pode ser observado como uma massa de células no fundo dos poços e a 

diminuição na massa das amostras testadas é visível indicando o efeito inibitório da rVu-LTP1.1 

sobre as leveduras S. cerevisiae, C. tropicalis e C. parapsilosis (Figura 14A). Não foram 

observadas diferenças no padrão de crescimento das amostras testadas apenas diminuição na 

massa celular (Figura 14A). Portanto, podemos concluir que rVu-LTP1.1 possui atividade 

inibitória contra as leveduras testadas. 
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Para quantificar a inibição do crescimento das leveduras pela rVu-LTP1.1, após 48 h do 

ensaio de inibição do crescimento as células incubadas com rVu-LTP1.1 foram lavadas e 

semeadas em meio ágar Saboraud na ausência de rVu-LTP1.1. O resultado desse ensaio indicou 

que cinco espécies de leveduras tratadas apresentaram diferentes porcentagens de perda de 

viabilidade celular (Figura 14 B). S. cerevisiae apresentou perda de 27,85% da viabilidade 

celular, C. tropicalis 40,71%, C. albicans 13,92%, C. parapsilosis 18,75% e C. pelliculosa 

34,82%. C. buinensis foi a única que manteve o percentual de viabilidade próximo ao das 

células não tratadas (Fig. 14B). Este resultado coincide com a massa celular observada no fundo 

dos poços teste. Portanto, rVu-LTP1.1 é capaz de matar as leveduras: S.cerevisiae, C. tropicalis, 

C. albicans, C. parapsilosis, C. pelliculosa. Para C. buinensis o efeito da rVu-LTP1.1 foi 

fungistático. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Efeito antifúngico da rVu-LTP1.1 sobre leveduras. (A) Imagens do fundo dos poços 

da placa no final do ensaio de inibição do crescimento (48 h), mostrando o padrão de 

crescimento das células de leveduras na parte inferior poços, na ausência (controle) e presença 

de 80 μM rVu-LTP1.1. (B) Fotos das placas de Petri demonstrando a viabilidade das células de 

leveduras após 48 h do ensaio de inibição do crescimento em placas com ágar Sabouraud 

incubadas com 80 μM de rVu-LTP1.1 e apresentando a porcentagem da perda de viabilidade 

das células tratadas com a rVu-LTP1.1. As imagens mostradas foram geradas usando dados de 

um experimento independente de três (n = 3). 
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4.11 - Ensaio de inibição do crescimento de C. tropicalis pelos peptídeos sintéticos baseados 

na sequência de aminoácidos da rVuLTP1.1 

 

Sabendo da capacidade da rVu-LTP1.1 inteira em inibir o crescimento de leveduras, nós 

testamos a atividade inibitória dos cinco peptídeos baseados na sequência da rVu-LTP1.1. Os 

cinco peptídeos foram testados separadamente na concentração de 80 μM, a mesma utilizada 

para os ensaios com a rVu-LTP1.1 inteira. Baseado no resultado do ensaio anterior, em que 

espécie de levedura mais sensível a rVu-LTP1.1 foi C. tropicalis, optamos por continuar este 

estudo com esta espécie de levedura. De acordo com a massa celular da C. tropicalis obtida 

depois de 48 h de ensaio, os peptídeos C13-C27 e N29-I47 causaram uma maior redução na 

densidade de células após o tratamento (Figura 15A). Portanto, podemos dizer que essas duas 

regiões da rVu-LPT1.1 que compreendem os peptídeos possuem atividade inibitória do 

crescimento da C. tropicalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Efeito antifúngico dos cinco peptídeos sintéticos sobre C. tropicalis. (A) Imagens 

do fundo dos poços das placas de 96 poços ao final do ensaio de inibição do crescimento (após 

48 h), mostrando o padrão de crescimento da C. tropicalis, na ausência (controle) e presença de 

80 μM dos peptídeos sintéticos. (B) Fotos da placa de Petri mostrando a viabilidade das células 

de C. tropicalis após o ensaio de inibição do crescimento (48 h) incubadas com 80 μM dos 

peptídeos sintéticos em placas de Petri com ágar Sabouraud, mostrando a porcentagem de perda 

de viabilidade das células tratadas com os peptídeos sintéticos. As imagens mostradas foram 

geradas usando dados de um experimento independente de três (n = 3). 

 

Para quantificar a inibição do crescimento da C. tropicalis na presença dos cinco peptídeos 

baseados na sequência da rVu-LTP, após 48 h de ensaio, as células de C. tropicalis incubadas 
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com os peptídeos foram lavadas e semeadas em meio ágar Saboraud na ausência dos peptídeos. 

O resultado deste ensaio revelou que o peptídeo M1-Q12 causou perda de viabilidade celular de 

53,79% em C. tropicalis, C13-C27 causou 56,2%, N29-I47 causou 84,14%, αS49-K72 causou 

58,62%, e αG74-N91 causou 37,17%. O peptídeo N29-I47 causou a maior perda de viabilidade 

nas células de C. tropicalis (Fig. 15B), este resultado coincide com a massa celular observada 

no fundo do poço das células tratadas com este peptídeo (Fig. 15A). 

 

4.12- Ensaio de inibição do crescimento das células de C. tropicalis pelo peptídeo 

modificado 

 

Nós avaliamos a atividade do peptídeo modificado (N29-I47
mQ) baseado no peptídeo N29-

I47 da rVu-LTP1.1, no qual foi substituída a Arg39 por uma Glu, um resíduo de aminoácido 

neutro. O peptídeo N29-I47
mQ teve sua atividade testada sobre C. tropicalis sob as mesmas 

condições que os outros peptídeos. Avaliando a massa de células ao final do ensaio podemos 

observar que não houve redução significativa da massa celular do controle quando comparada 

as células tratadas com o peptídeo N29-I47
mQ. Portanto, o peptídeo N29-I47

mQ perdeu 

completamente a capacidade de inibir C. tropicalis (Figura 16A). 

Para avaliar se houve perda da viabilidade nas células tratadas com peptídeo N29-I47
mQ, 

após o ensaio de inibição as células foram lavadas e semeadas em meio ágar Saboraud na 

ausência do peptídeo N29-I47
mQ, entretanto o peptídeo modificado não foi capaz de causar a 

perda da viabilidade nas células de C. tropicalis (Fig. 16B). 
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Figura 16 - Efeito antifúngico de N29-I47
mQ sobre Candida tropicalis. (A) Imagens do fundo dos 

poços da placa no final do ensaio de inibição do crescimento (48 h), mostrando o padrão de 

crescimento das células de C. tropicalis, na ausência (controle) e presença de 80 μM N29-I47
mQ. 

(B) Fotos da placa de Petri mostrando a viabilidade das células de C. tropicalis após o ensaio 

de inibição do crescimento (48 h) em placas de ágar incubadas com 80 μM de N29-I47
mQ e 

mostrando a percentagem de perda de viabilidade das células tratadas com o peptídeo. Imagens 

mostradas foram gerados usando dados de um experimento independente de três (n = 3). 

 

4.13 - Predição da estrutura secundária e atividade biológica do peptídeo mais ativo N29-

I47 

 

A ferramenta de cálculo e previsão do banco de dados de peptídeos antimicrobianos 

(http://aps.unmc.edu/AP/) (APD) previu para o peptídeo N29-I47 uma estrutura em α-hélice.   

Em uma busca no banco de dados de AMPs a ferramenta de APD também encontrou AMPs 

semelhantes a N29-I47. O mais semelhante foi o peptídeo sintético análogo a brevivinina-2, 

isolado do Hylarana erythraea (sapo), denominado B2RP-ERa. Um alinhamento entre N29-I47 

e B2RP-ERa revelou 47% de identidade e 68% de similaridade (Fig. 17). 
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Figura 17 - Alinhamento das sequências de aminoácidos dos peptídeos N29-I47 e B2RP-ERa 

utilizando o Blast. Gaps manuais (-) foram introduzidos para melhorar o alinhamento. Em 

negrito são mostrados os resíduos de aminoácidos idênticos e em itálico são mostrados os 

resíduos de aminoácidos similares e suas respectivas porcentagens. I – identidade; S – 

similaridade. 
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5 – DISCUSSÃO 

 

Seção I - Estudo do mecanismo de inibição da rVu-LTP1.1 sobre a ɑ-amilase salivar 

humana 

 

Em trabalho prévio nosso grupo revelou a capacidade da rVu-LTP1.1 de inibir a 

atividade biológica de duas α-amilases, a salivar humana e a intestinal do inseto Callosobruchus 

maculatus (Vieira-Silva et al., 2018a). Na sequência desse trabalho, quatro peptídeos sintéticos 

baseados na sequência primária da rVu-LTP1.1 foram testados contra a HSA e dois deles, 

nomeados de N29-I47 e αG74-N91, inibiram 93 e 94% respectivamente, a atividade desta enzima 

(Vieira-Silva et al., 2018b). 

Neste trabalho em questão, nós realizamos a síntese da região N-terminal (M1-Q12) a 

única região da rVu-LTP1.1 que ainda não havia sido testada. No peptídeo M1-Q12 houve uma 

substituição do resíduo de cisteína por alanina, para evitar a formação de pontes dissulfeto ou 

cisteínas livres que não existem na rVu-LTP1.1 (Bradley et al., 1997). Alanina foi escolhida 

para essa substituição por causa da semelhança entre a sua estrutura e a da cisteína diferindo 

apenas na ausência do grupo SH na cadeia lateral. As características bioquímicas deste peptídeo 

são apresentadas na tabela 1.  

O peptídeo M1-Q12 não inibiu a atividade da HSA.  Acreditamos que seja devido ao seu 

arranjo estrutural restrito na proteína inteira, em que a primeira cisteína realiza uma ponte 

dissulfeto tornando essa região mais rígida (Figura 2). Outro fator importante é sua carga neutra, 

que impede atração entre o sítio ativo da HSA, composto por uma tríade carregada 

negativamente (Asp-Glu-Asp) (Matsuura, 2002). 

Após o ensaio que identificou quais regiões da rVu-LTP1.1 eram responsáveis pela 

inibição da HSA, realizamos busca em banco de dados por peptídeos que inibissem α-amilases. 

Muitos desses peptídeos eram classificados como inibidores de α-amilase de origem vegetal e 

não como LTPs (Kader, 1996) e por isso a dificuldade em identificá-los. Como exemplo, temos 

o peptídeo isolado de Eleusine coracana (I-2) que possui uma sequência semelhante à de 

inibidores de ɑ-amilase com uma estrutura primária composta por 95 resíduos de aminoácidos 

e com 7 resíduos de cisteínas (Campos e Richardson, 1984). Outro peptídeo, isolado de 

Hordeum vulgare (cevada) (PAPIHv), com características semelhantes a um inibidor de ɑ-

amilase/protease com 91 resíduos de aminoácidos e 8 resíduos de cisteínas (Svensson et al., 

1986). E por fim foi encontrado outro peptídeo com 91 resíduos de aminoácidos e 8 resíduos 

de cisteínas que foi extraído de sementes de Oryza sativa (arroz) (PAPIOs) e possuía sequência 
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primária semelhante à de inibidores de ɑ-amilase, inclusive a I-2 (Yu et al., 1988). Apesar das 

semelhanças dos inibidores de ɑ-amilase nas sequências primárias, apenas I-2 teve essa 

atividade biológica comprovada a partir de experimentos in vitro (Bernhard e Somerville, 

1989). Anos mais tarde esses três peptídeos foram classificados como LTP1s (Bernhard e 

Somerville, 1989). 

Utilizando o BLAST foi realizado o alinhamento destas quatro sequências de LTP1s 

capazes e não capazes de inibir a atividade da α-amilase e incluindo a rVu-LTP1.1 destacando 

as duas regiões que compreendiam os peptídeos sintéticos N29-I47 e αG74-N91, determinantes 

para a inibição da HSA (Vieira-Silva et al., 2018b). Esse alinhamento mostrou que as PAPIHv 

e PAPIOs, LTPs que não inibiam a atividade da α-amilase, (Svensson et al., 1986, Yu et al., 

1988) não apresentavam aminoácidos carregados positivamente nas mesmas posições da rVu-

LTP1.1, entretanto, a I-2, que inibe α-amilase, apresentava aminoácidos carregados 

positivamente com as mesmas características da rVu-LTP1.1 (Campos e Richardson, 1984) 

(Figura 3A). 

Na região C-terminal da I-2, assim como na rVu-LTP1.1, existe um aminoácido com 

carga positiva, entretanto em posição distinta daquela encontrada na rVu-LTP1.1. Observamos 

que os peptídeos que não possuem atividade inibitória sobre α-amilase não possuem 

aminoácidos carregados positivamente entre Cys70 e Cys84, somente rVu-LTP1.1, I-2 e 

MbnsLTP1 os possuem (Figura 3A). Após esta análise, acreditamos que provavelmente 

MbnsLTP1 apresente atividade inibitória sobre α-amilase. 

Nós acreditávamos, que esses resíduos carregados positivamente estavam na mesma 

posição tanto na rVu-LTP1.1 como na I-2 e estavam expostos na superfície dessas moléculas 

permitindo a sua interação com α-amilase. Para confirmar essa suposição, nós construímos o 

modelo tridimensional da I-2 através de modelagem por homologia. 

A I-2 foi modelada utilizando como molde a estrutura tridimensional da LTP de Zea 

mays (milho) (PDB ID: 1FK5) (Han et al., 2001) (Figura 4). A qualidade estereoquímica do 

modelo criado foi avaliada através do mapa de Ramachandram. Este revelou qualidade 

aceitável, visto que 95% dos aminoácidos em regiões favoráveis e 5% em regiões permitidas 

(Figura 5). 

A LTP de milho tem 75% identidade com I-2, diferindo em 24 aminoácidos, nove dos 

quais são positivos (aqueles com características físico-químicas semelhantes) Figura 3A). I-2 

compartilha a estrutura tridimensional das LTP1s porém, possui apenas três pares de pontes 

dissulfeto por possuírem sete resíduos de Cys, esta proteína não realiza ponte dissulfeto entre 

Cys4 e Cys7 (indicada em laranja na Figura 3A). A capacidade de transportar lipídeos da I-2 
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ainda não é conhecida, sendo assim, I-2 é considerada um peptídeo similar à LTP, pois seu 

modelo estrutural indica uma grande similaridade com LTPs, como a presença das quatro α-

hélices com a mesma organização espacial das LTP1s. Assim como acreditávamos, os resíduos 

Arg41 e Arg79 da I-2 estavam em voltas e expostos ao solvente como mostrado na figura 3A. 

Este resultado corrobora com a nossa hipótese da importância da presença de resíduos 

de aminoácidos carregados positivamente nas regiões de voltas e expostos para a superfície nas 

LTPs tornando esses peptídeos capazes de inibir a atividade enzimática de α-amilases. 

A Arg39 na I-2 e rVu-LTP1.1 estão sobrepostas na mesma posição (Figura 6) porém, 

Lys80 da rVu-LTP1.1 e Arg73 na I-2 não estão na mesma posição. Podemos observar que todos 

os aminoácidos carregados positivamente nestes dois peptídeos estão em regiões de voltas e 

expostos para a superfície em contato com o solvente (Figura 6). A Arg39 na rVu-LTP1.1 

compreende a região do peptídeo N29-I47, que em trabalho anterior mostrou forte atividade 

inibitória sobre HSA. Diante dessa informação e para confirmar a importância desse resíduo de 

aminoácido na inibição da ɑ-amilase, nós sintetizamos o peptídeo N29-I47 substituindo a Arg39 

por uma Gln, baseados na observação de a PAPIHv, previamente caracterizada como incapaz de 

inibir α-amilase possui uma Gln (carga neutra) na mesma posição da Arg39  (carga positiva) na 

rVu-LTP1.1 (Figura 3A). O peptídeo modificado chamado de N29-I47
mQ perdeu a capacidade de 

inibir HSA (Figura 7A e B). Este resultado confirma a nossa hipótese de que resíduos de 

aminoácidos carregados positivamente em voltas são responsáveis pela inibição da ɑ-amilase e 

que a Arg39 em N29-I47, e possivelmente em rVu-LTP1.1, é determinante para a atividade 

biológica.  

 Com base nos resultados encontrados, alinhamos sequências primárias de várias LTP1s 

que apresentassem resíduos carregados positivamente nas regiões de volta, característica 

frequente entre LTP1s. Portanto, previmos que as LTP1s da figura 8 provavelmente possuem 

essa atividade biológica. Apesar dessas características em comum, poucas LTP1S foram 

descritas como inibidoras da atividade de α-amilase. As sequências primárias completas de Cc-

LTP1 (LTP1 de Coffea canephora, Zottich et al., 2011) e Ca-LTP1 (LTP1 de Capsicum 

annuum, Diz et al., 2011), que tem a capacidade de inibir α-amilase, ainda não foram 

determinadas. Não conseguimos fazer uma análise mais ampla devido à falta de dados, 

entretanto a nossa hipótese de que resíduos de aminoácidos carregados positivamente nas voltas 

são responsáveis pela atividade inibitória da ɑ-amilase corrobora com os resultados obtidos 

neste trabalho. 

Nossos resultados provêm de uma forte evidência que rVu-LTP1.1 é um novo membro 

da classe proteica de inibidores de α-amilase. Este estudo nos aponta a possibilidade da 



46 
 

atividade inibitória sobre α-amilase pode estar contida em uma região ou regiões da proteína 

não sendo necessária a presença de estrutura tridimensional integra.   

Diferentemente da atividade inibitória sobre α-amilase onde regiões da LTP detêm a 

atividade biológica, para a atividade de transporte de lipídeos é necessária uma LTP com 

estrutura tridimensional completa e funcional (Grosbois et al., 1993; Zachowski et al., 1998). 

Acreditamos que outras atividades biológicas já descritas para LTPs também possam estar 

associadas a algumas regiões da molécula. 

 

Seção II – Análise in silico do mecanismo de inibição da Vu-LTP1.1 sobre a ɑ-amilase 

salivar humana 

 

No intuito de estudar o possível sítio de interação entre o inibidor Vu-LTP1.1 e a HSA, 

nós realizamos os estudos de docking. O ligante Vu-LTP1.1 interage com a superfície da HSA 

se inserindo na fenda de ligação a carboidrato e impedindo a entrada do substrato na enzima 

(Figura 9A, B, C e D). 

As α-amilases são enzimas ácidas contendo em sua superfície predominância de 

resíduos de aminoácidos carregados negativamente, e apresentam três resíduos ácidos 

conservados no sítio catalítico (Glu, Asp, Asp). Estes resíduos participam, não somente na 

quebra do substrato, mas também nas interações com o inibidor. Na maioria dos complexos 

descritos na literatura, resíduos carregados positivamente são importantes para o processo de 

interação (Wiegand et al., 1995; Pereira et al., 1999; Mirkov et al., 1995). As LTPs são ricas 

em resíduos carregados positivamente como Arg e Lys o que torna essa classe de proteínas, 

potenciais inibidores de α-amilase.  

A estabilidade do complexo Vu-LTP1.1/HSA na fenda de ligação a carboidrato ocorre 

devido a formação de três pontes salinas, 28 pontes de hidrogênio e 272 contatos não ligados 

(Tabela 2).  

Na figura 9E é representada a sequência primária de Vu-LTP1.1 sendo destacados em 

vermelho os resíduos de aminoácidos que interagem com HSA. A maior parte desses resíduos 

estão em duas regiões que compreendem os peptídeos sintéticos N29-I47 e αG74-N91 (regiões 

sublinhadas na Figura 9E) que foram identificados em trabalho anterior como responsáveis pela 

inibição da HSA através de estudos bioquímicos (Vieira-Silva et al., 2018b). Segundo os 

valores de energia livre de Gibs (ΔG) e a constante de dissociação (Kd) a interação entre o 

complexo Vu-LTP1.1/HSA é considerada estável e indica uma alta afinidade de ligação entre o 

ligante (Vu-LTP1.1) e o sítio ativo da HSA. 
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Analisamos os parâmetros de interação dos complexos Vu-LTP1.1/HSA e comparamos 

com HOE-467A (tendamistat, inibidor de α-amilase de Streptomyces tendae)/PPA (α-amilase 

pancreática suína, do inglês porcine pancreas α-amylase). O tendamistat é conhecido como um 

dos mais potentes inibidores proteicos de ɑ-amilase (Wiegand et al., 1995) e teve sua estrutura 

descrita em 1985 (Kline et al., 1986). A interação de HOE-467A/PPA apresenta parâmetros 

semelhantes aos do Vu-LTP1.1/HSA (Tabela 2), porém o complexo rVu-LTP1.1/HSA 

apresentou uma interação mais forte do que o complexo HOE-467A/PPA (Tabela 2).  

Em estudo prévio, após ensaios bioquímicos, foi identificado um resíduo carregado 

positivamente importante para a inibição, a Arg39 da Vu-LTP1.1 (Vieira-Silva et al., 2018b) 

que é introduzida no sítio ativo da HSA e forma uma ponte de hidrogênio com a Asp300, um 

resíduo de aminoácido carregado negativamente do sítio catalítico da tríade da HSA (Matsuura, 

2002) (Figura 9D e F). Aparentemente, o modelo estrutural geral da Vu-LTP1.1 não é alterado 

após a interação com HSA. Estes dados corroboram com o nosso ensaio bioquímico inicial de 

inibição da HSA por Vu-LTP1.1 (Vieira-Silva et al., 2018a). O mecanismo de inibição da HSA 

pela Vu-LTP1.1 ocorre principalmente devido a duas características observadas. Primeiro é a 

obstrução da fenda de ligação de carboidratos pela Vu-LTP1.1 através dos segmentos 

N29GVKNILNGARTTADRR45 e V75NIPWKISSSTNCNTIN91 que obstrui a entrada do sítio 

catalítico (Figura 9C e D). E segundo a distribuição de carga da superfície positiva na Vu-

LTP1.1 (Figura 9B) e a distribuição de carga negativa na fenda de carboidratos da HSA (Figura 

9A), supomos que essa distribuição de carga complementar pode ajudar a guiar a interação entre 

as duas proteínas.  

Da mesma forma, nessas duas regiões, dois resíduos de aminoácidos, um em cada 

região, Arg44 na primeira e Trp79 na segunda, foram indicados como hot-spots pelo programa 

SpotOn (Moreira et al., 2017) para interação de proteínas, o que também ajuda não apenas na 

orientação do complexo, mas também para mantê-lo unido (Figura 9E, resíduos de aminoácidos 

verdes). Suas interações com a HSA estão indicadas na Figura 9. Além disso, o bloqueio da 

HSA também ocorre pela Arg39 da Vu-LTP1.1, que se liga a uma das tríades catalíticas no sítio 

ativo da HSA, o Asp300, por uma ligação de hidrogênio (Figura 9D e F).  

A Arg39 da Vu-LTP1.1 está localizada em uma volta completamente exposta ao solvente (Figura 

9B). A ligação Arg39-Asp300 torna o sítio ativo da HSA não funcional, devido a necessidade das 

tríades catalíticas ácidas livres para a clivagem da ligação glicosídica (Matsuura, 2002). 

Em seguida, analisamos a interação dos peptídeos sintéticos N29-I47 e αG74-N91 com 

HSA, para correlacionar e entender melhor o mecanismo inibitório da Vu-LTP1.1 (Vieira-Silva 

et al., 2018b).  
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O complexo N29-I47/HSA apresentou um ΔG e um Kd de -14.9 e 1.1E-11, 

respectivamente (Tabela 2), que são parâmetros menores que os observados para a interação 

Vu-LTP1.1-HSA, mas são parâmetros ainda melhores que o HOE-467A/PPA, indicando uma 

interação mais forte. A Arg39 do N29-I47, como em Vu-LTP1.1, é introduzida no sítio ativo da 

HSA e dentro da cavidade interage com os três aminoácidos da tríade catalítica da HSA (Asp197, 

Glu233, Asp300) (Figura 10B). Como o peptídeo N29-I47 não está mais restrito espacialmente por 

causa da estrutura rígida e estabilizada por ligações dissulfeto e outras interações que mantém 

a estrutura da Vu-LTP1.1, a qual ele faz parte, a Arg39 em N29-I47 está mais livre estruturalmente 

e por este motivo entra mais profundamente na cavidade onde é capaz de interagir com a tríade 

catalítica de HSA por pontes de hidrogênio (Figura 10C).  

No complexo αG74-N91/HSA podemos observar que o peptídeo αG74-N91 interage com 

a fenda de ligação a carboidratos da HSA (Figura 11A e Tabela 2). Lys80 entra profundamente 

na cavidade, onde é capaz de interagir com dois resíduos de aminoácidos da tríade catalítica 

por pontes de hidrogênio, a Asp197 e a Asp300. 

Na Vu-LTP1.1 inteira não ocorre a interação, entre Lys80 da Vu-LTP1.1 com Asp197 e Asp300 da 

HSA, porque existem mais possibilidades de interações para o peptídeo αG74-N91 livre da 

estrutura da Vu-LTP1.1 inteira, como explicado para a Arg39 no N29-I47. O nosso ensaio 

bioquímico de inibição da HSA pelo αG74-N91 (Vieira-Silva et al., 2018b), corrobora com esses 

dados e com a nossa análise inicial e suposição de que a Lys80 deveria ser responsável pela 

inibição. Os resíduos de aminoácidos do hot-spot nos peptídeos N29-I47 e G74-N91 não foram 

calculados devido ao requisito do software de tamanho mínimo de resíduos de aminoácidos que 

os peptídeos não alcançaram. 

Como observado no ensaio da seção 4.5 o peptídeo sintético N29-I47
mQ, no qual a Arg39 

foi substituída por Gln, perdeu a atividade inibitória sobre a HSA (Vieira-Silva et al., 2018b), 

indicando que este aminoácido carregado positivamente é determinante para a inibição. 

Adicionalmente os estudos de docking entre N29-I47
mQ e HSA comprovaram que este peptídeo 

não interagiu com a HSA em nenhuma das execuções do programa (Resultado não mostrado). 

Esse resultado explica a ausência de inibição observada pela análise bioquímica e reforça a 

importância desse resíduo de aminoácido carregado nesta posição para a inibição da HSA pela 

Vu-LTP1.1 (Vieira-Silva et al., 2018b).  

Na sequência nós realizamos a análise de docking entre I-2 e HSA, com conhecimento 

prévio acerca do mecanismo de inibição da α-amilase, sabíamos que a interação com o sítio 

ativo da enzima ocorre com resíduos carregados positivamente da Vu-LTP1.1. O docking 

mostrou que a I-2 interage com a fenda de ligação a carboidratos da HSA (Bernhard e 
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Somerville, 1989), que a Arg79 entra no sítio ativo onde interage com os dois resíduos de 

aminoácidos da tríade catalítica da HSA por pontes de hidrogênio, a Glu233 e a Asp300 (Figura 

12A e Tabela 2). 

Assim como, observado com os resultados deste estudo em questão, o mecanismo de 

inibição de muitos inibidores de ɑ-amilase proteicos conhecidos refere-se à interação de um 

resíduo de aminoácido carregado do inibidor que se liga e bloqueia pelo menos um dos 

aminoácidos carregados negativamente da tríade catalítica da enzima. No complexo 

tendamistat/PPA, por exemplo, a Arg19 do tendamistat se liga à Glu233 da PPA por uma ponte 

salina (Wiegand et al., 1995). Outro exemplo bem caracterizado é do inibidor da α-amilase de 

Amaranthus hypochondriacus complexado com a α-amilase de Tenebrio molitor (TMA, do 

inglês Tenebrio molitor α-amylase) em que o Arg7 da ligação do inibidor a Asp287 da TMA por 

uma ponte salina (Pereira et al., 1999). 

Sabendo que o mecanismo que rege a inibição da α-amilase é a interação dos resíduos 

carregados positivamente do inibidor (LTP1S). Como mostrado pelos testes bioquímicos, I-2 

interage com a fenda de ligação a carboidratos de HSA (Bernhard e Somerville, 1989), como a 

Vu-LTP1.1, com três pontes salinas, 17 ligações de hidrogênio e 216 contatos não ligados 

(Figura 12A e Tabela 2). O complexo I-2/HSA apresentou um ΔG e o Kd de -16.0 e 1.7E-12, 

respectivamente, o que indica uma interação forte, embora seja mais fraca do que os complexos 

Vu-LTP1.1/HSA e HOE-467A/PPA (Tabela 2). 

Nossa análise de docking indicou que a Arg79 adentra a cavidade do sítio ativo onde 

interage com os dois resíduos de aminoácidos (Glu233 e a Asp300) da tríade catalítica da HSA 

por pontes de hidrogênio, (Figura 12A e Tabela 2). E a Arg34 foi indicada como hot-spot para 

interação I-2/HSA (Tabela 2). Em trabalho anterior (Vieira-Silva et al., 2018b), nós sugerimos 

que dois resíduos de aminoácidos, Arg39 e Lys80 em Vu-LTP1.1 e Arg34 e Arg79 em I-2, 

deveriam ser responsáveis pela inibição e, de fato, um deles em cada peptídeo foi apontado pela 

análise de docking como responsável pela inibição de α-amilase, Arg39 em Vu-LTP1.1 (Figura 

9) e Arg79 em I-2 (Figura 12).  

 

Seção III - Estudo da atividade inibitória de peptídeos baseados na sequência da rVu-

LTP1.1 sobre leveduras 

Assim como foi confirmada a presença de duas regiões da rVu-LTP1.1 responsáveis 

pela inibição da HSA na seção I deste trabalho, acreditamos que outras atividades biológicas 

descritas para LTPs, como a atividade antimicrobiana, também possam estar associadas a 

algumas regiões da molécula. Para fazer esta suposição, nos baseamos em uma LTP1, chamada 
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Ace-AMP1, isolada de Allium cepa (cebola) com uma característica estrutural peculiar, sua 

cavidade hidrofóbica é obstruída por resíduos de aminoácidos aromáticos volumosos no 

entanto, apresenta fortíssima atividade antifúngica e com amplo espectro de ação. A obstrução 

de sua cavidade hidrofóbica impede que este peptídeo faça a ligação e o transporte de lipídeos 

(Cammue et al., 1995; Tassin et al., 1998). Esta análise indica a dissociação entre estrutura 

tridimensional intacta e atividade antimicrobiana em LTPs. 

Após quase 30 anos da descoberta da atividade antifúngica das LTPs de plantas ainda 

não existe estudo estrutura função dessa atividade biológica. 

Diante de todas as informações anteriormente expostas, nossa intenção nesta seção do 

trabalho é o melhor entendimento sobre a atividade antifúngica das LTP1s e relacioná-la a 

estrutura da rVu-LTP1.1 para que depois este entendimento possa ser espelhado para outras 

LTP1s.    

Nós começamos o nosso estudo, pelo ensaio de inibição do crescimento da C. albicans. 

Nesse primeiro momento foram escolhidas as concentrações de 100 e 150 µg/mL que 

correspondem a 13 e 20 µM, respectivamente (a unidade de medida da concentração da rVu-

LTP1.1 foi mudada de µg/mL para µM). Essa concentração de 20 µM foi responsável pela 

inibição de aproximadamente 25% do crescimento desta levedura em 36 h de ensaio (Figura 

13). Visto que esta concentração não inibiu completamente o crescimento da C. albicans, 

resolvemos quadruplicar essa concentração seguindo uma projeção baseada na inibição de 25% 

causada por 20 µM, desta forma estimamos que 80 µM seria uma concentração suficiente para 

inibir completamente o crescimento de C. albicans. 

A partir dos resultados com C. albicans resolvemos fazer uma varredura com cinco 

espécies de Candida e S. cerevisiae, para avaliar o efeito da rVu-LTP1.1 sobre o crescimento 

destas leveduras.  

A avaliação inicial da inibição do crescimento foi feita visualmente por meio da 

diminuição da massa celular das leveduras após o tratamento com 80 µM de rVu-LTP1.1 em 

48 horas. As leveduras testadas apresentaram sensibilidade diferentes quando crescidas na 

presença de rVu-LTP1.1, sendo C. tropicalis a levedura mais sensível (Figura 14A).  

Diz et al. (2011) também relataram um efeito diferenciado da Ca-LTP1, uma LTP1 isolada de 

Capsicum annum (pimenta) em leveduras. C. tropicalis na presença de 400 μg/mL Ca-LTP1 

mostrou alterações morfológicas e teve inibição de 70% de seu crescimento, diferentemente da 

S. cerevisiae que não apresentou inibição do crescimento. Um efeito similar foi observado com 

leveduras tratadas com peptídeos análogos à halitina, um peptídeo isolado do veneno de 

Halictus sexcinctus (abelha). Diversas espécies de leveduras como S. cerevisiae e cinco 
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espécies de Candida, incluindo C. albicans e C. tropicalis foram testadas e a intensidade do 

efeito variou entre as diferentes espécies de leveduras. Como em nosso trabalho a levedura mais 

suscetível ao efeito dos peptídeos análogos à halitina foi C. tropicalis (Kodedova e Sychrová, 

2017).  Após 48 h de ensaio de inibição, as leveduras foram lavadas e plaqueadas em meio ágar 

Saboraud sem a proteína inibidora para quantificar a inibição do crescimento das leveduras 

tratadas com a rVu-LTP1.1 O experimento mostrou que rVu-LTP1.1 causou perda da 

viabilidade em todas as espécies de leveduras variando na taxa de células mortas revelando um 

efeito fungicida. Exceto para C. buinenses que o efeito foi fungistático (Figura 14B).  

A promoção da perda da viabilidade em células de leveduras também foi observada em outras 

LTP1s, como Cc-LTP1, isoladas de Coffea canephora (café), que causou redução da 

viabilidade das células de S. cerevisiae em 15%, e 35% para C. albicans e C. tropicalis (Zottich 

et al. 2011). 

Acreditamos que este efeito diferenciado da rVu-LTP1.1 sobre as diferentes espécies de 

leveduras testadas é devido a diversas estruturas ou arranjos composicionais das membranas 

das leveduras. Por exemplo, a levedura S. cerevisiae tem em sua membrana, como o 

esfingolipídeo mais abundante, o monossildiinositofosforilceramida (M(IP2)C) (Rest el al., 

1995), enquanto na membrana de C. albicans, o M(IP2)C está ausente e a glicosilceramida 

(GlcCer) é o esfingolipídeo mais abundante (Del Poeta et al., 2014; Thevissen et al., 2004). 

Para defensinas de planta, família de AMPs de plantas, o efeito diferenciado dos peptídeos desta 

família contra leveduras é devido à sua interação com os esfingolipídios presentes nas 

membranas das leveduras (Wilmes et al., 2011). Temos como exemplo essa especificidade na 

interação, a Dm-AMP1 (da Dahlia merckii,  dahlia) interage com M(IP)2C (Thevissen et al., 

2003) e Rs-AFP2 (Raphanus sativus, rabanete) interage com GlcCer (Thevissen, 2003), e esta 

diferente interação com os componentes da membrana das leveduras explica como o Dm-AMP1 

é capaz de inibir S. cerevisiae e Rs-AFP2 é capaz de inibir C. albicans com grande diferença 

na intensidade da inibição. 

O mecanismo de ação das LTP1s contra microrganismos ainda não foi totalmente 

elucidado. No entanto, foi relatado por Regente et al. (2005) a capacidade de uma LTP1, Ha-

AP10, isolado de Helianthus annun (girassol), em permeabilizar a membrana plasmática do 

fitopatógeno Fusarium oxysporum. A permeabilização da membrana também estava envolvida 

na inibição do crescimento fúngico para outras LTP1s (Diz et al., 2011; Zotich et al., 2011). 

Ademais, no trabalho com peptídeos análogos a halitina, o mecanismo de ação também foi 

estudado e o possível alvo molecular foi identificado na membrana. Células de C. glabrata 

cultivadas na presença de terbinafina, um bloqueador da síntese de ergosterol, mostraram-se 
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mais resistentes a ação antifúngica dos peptídeos análogos da halitina (Kodedová e Sychrova, 

2017), que confirmou a importância da interação de AMPs com membranas de levedura. 

Mais de 30 anos após a descoberta da atividade antifúngica das LTP1s de planta (Terras 

et al., 1992), ainda não há estudo relacionando sua estrutura a atividade antifúngica. Entretanto 

entendemos a importância desses estudos para a elucidação do mecanismo de inibição das 

LTPs. Para os AMPs em geral existem publicações que correlacionam sua estrutura com suas 

atividades biológicas (Ahmad et al., 2012; Maccari et al., 2013; Koehbach, 2017). Os estudos 

estrutura atividade biológica para AMPs são realizados primeiramente com a síntese de 

peptídeos baseados em regiões da sequência de aminoácidos e em seguida esses peptídeos são 

testados separadamente a fim de descobrir se existe uma região responsável pela atividade 

biológica (Liu et al., 2006; Lin et al., 2007). Estas pequenas regiões derivadas de AMPs 

demonstraram ser muito eficazes na inibição do crescimento e na promoção da morte de células 

microbianas. A redução no tamanho dos AMPs também oferece vantagens tais como reduzir as 

concentrações inibitórias e, assim, aumentar a sua eficácia, apresentando baixa toxicidade para 

células de mamíferos e reduzindo o custo de produção. Todas essas vantagens, tornam possível 

o desenvolvimento de drogas terapêuticas a partir de AMPs (Afacan et al., 2012; Porto et al., 

2018). 

Para averiguarmos se existe alguma região responsável pela atividade antifúngica 

apresentada pela rVu-LTP1.1, nós testamos os cinco peptídeos previamente desenhados e que 

cobriam todas as regiões estruturais de rVu-LTP1.1 (Vieira-Silva et al., 2018b) (Tabela 1). 

Como a C. tropicalis foi a levedura mais sensível à ação da rVu-LTP1.1, esta foi escolhida para 

prosseguir com os estudos. Os cinco peptídeos foram testados separadamente na concentração 

de 80 μM. Esta concentração foi escolhida por ser a mesma usada para a rVu-LTP1.1. 

Observando visualmente a diminuição da quantidade da massa celular das células tratadas com 

os peptídeos sintéticos após 48 h de ensaio, podemos constatar que pelo menos duas regiões 

estruturais da rVu-LTP1.1 são responsáveis pela inibição do crescimento de C. tropicalis que 

compreende os peptídeos C13-C27 e N29-I47 (Figura 15A). 

Na literatura vários trabalhos mostram pequenas regiões dos AMPs que detêm sua 

atividade biológica. Assim como no caso da β-defensina-3 de humano em que sua região C-

terminal detêm a atividade antibacteriana do AMP e apresenta baixa ação citotóxica sobre 

células de mamíferos quando comparada a proteína inteira (Bai et al. 2009). Outro exemplo é 

a volta β2-β3 da defensina Rs-AFP2 é responsável pela inibição do fungo Fusarium culmorum 

(Schaaper et al., 2001). 
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Para quantificar o efeito de inibição do crescimento em C. tropicalis tratada com os 

peptídeos, as células de C. tropicalis foram plaqueadas após o ensaio. As unidades formadoras 

de colônias revelaram que o peptídeo que causou a maior taxa de perda de viabilidade foi o N29-

I47 (Figura 15B), que coincide com o peptídeo que mais inibiu o crescimento da C. tropicalis, 

de acordo com a redução da massa celular do ensaio de inibição do crescimento (Figura 15A). 

Acredita-se que, como descrito para outros AMPs, o mecanismo de interação entre 

LTP1s e membranas de microrganismos é decorrente de uma atração entre as cargas positivas 

expostas na superfície do AMP e cargas negativas dos fosfolipídios das membranas externas 

dos microrganismos (Brodgen, 2005). Esta observação é corroborada pelo efeito de 

neutralização na atividade antimicrobiana de vários AMPs quando o ensaio antimicrobiano é 

feito na presença de cátions, especialmente os divalentes (Tam et al., 2002). Em relação a essa 

característica, o peptídeo N29-I47 tem uma carga global de +3 e cerca de 31% de resíduos 

hidrofóbicos (tabela 1) tornando esse peptídeo anfifílico, uma característica desejável para os 

AMPs (Wiradharma et al., 2011). 

Entre os quatro resíduos com carga positiva, três são argininas. A arginina tem um alto 

pKa, por volta de 12,45, o que permite que esse resíduo seja protonado durante a interação com 

a cauda lipídica das membranas dos microrganismos, e também para realizar pontes de 

hidrogênio com estruturas da membrana dos microrganismos (Li et al., 2017). 

Adicionalmente, no peptídeo N29-I47, podemos observar a presença de uma arginina na posição 

39 (tabela 1) que na rVu-LTP1.1 está em uma região de volta e exposta a superfície da proteína 

(Figura 9B). A carga e a posição deste resíduo de aminoácido o torna um forte candidato para 

interação com membranas de microrganismos. 

Por causa da importância anteriormente demonstrada da Arg39, um aminoácido 

carregado positivamente, para a inibição da HSA associada ao conhecimento da importância da 

carga positiva para a atividade antimicrobiana de AMPs, e também pela coincidência deste 

mesmo peptídeo ser o mais ativo sobre a levedura, sintetizamos o peptídeo modificado (N29-

I47
mQ) baseado no peptídeo N29-I47, no qual substituímos a Arg39 por Gln, um resíduo de 

aminoácido neutro. O peptídeo N29-I47
mQ teve sua atividade antifúngica testada sobre C. 

tropicalis sob as mesmas condições dos outros peptídeos e perdeu completamente a capacidade 

de inibir essa levedura e adicionalmente não mostrou perda significativa na viabilidade celular 

(Figura 16). Este resultado confirma a importância dos resíduos carregados positivamente e de 

sua distribuição na inibição e morte de células fúngicas. Por que mesmo o N29-I47 tendo outros 

resíduos catiônicos em sua sequência, o principal resíduo para a inibição foi a arginina na 

posição 39. Da mesma forma, este resíduo de aminoácidos (Arg39) demonstrou ser crucial para 
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a inibição da atividade da HSA (Vieira-Silva et al., 2018b). Como N29-I47 tem outros 

aminoácidos carregados positivamente, uma Lys32 e duas Arg nas posições 44 e 45, que não 

foram alteradas no N29-I47
mQ, há o indicativo que aminoácido carregado positivamente na 

posição 39 é crucial para a atividade antimicrobiana (Figura 16). De fato, alguns trabalhos 

relatam outro fator importante para a atividade antimicrobiana de AMPs que é a posição dos 

resíduos de aminoácidos e não apenas o aumento da carga positiva líquida. Podemos observar 

isso no estudo mutacional da defensina Rs-AFP2 durante a adição de resíduos carregados 

positivamente que levaram à diminuição da atividade antifúngica (de Samblanx et al., 1997).  

No entanto, uma carga positiva líquida mais alta não garante maior potencial antifúngico, mas 

sim a posição e distribuição dessas cargas ao longo do peptídeo (Zhang e Zhu, 2010). Esses 

resultados indicam uma interação específica entre a carga do peptídeo com uma estrutura com 

carga oposta no microrganismo. Portanto, neste trabalho descrevemos um aminoácido 

determinante para a atividade antifúngica de N29-I47, e possivelmente da rVu-LTP1.1, a Arg39. 

Diante do resultado interessante apresentado pelo N29-I47, usamos uma ferramenta de 

cálculo e previsão do banco de dados de peptídeos antimicrobianos (http://aps.unmc.edu/AP/). 

Esta ferramenta apresenta as características físico-químicas da sequência de aminoácidos 

imputada, além da predição de sua estrutura tridimensional e o possível arranjo espacial de seus 

aminoácidos. Nossa análise indicou que N29-I47 foi previsto ter uma estrutura em α-hélice. Estes 

dados estão de acordo com os dados estruturais da rVu-LTP1.1 que é formada por quatro α-

hélices, incluindo parte do peptídeo N29-I47 compreendendo os aminoácidos de 

N29GVKNILN36 e T41ADRRGI47 (Vieira-Silva et al., 2018b). Vários estudos mostram que os 

peptídeos que tem conformação em α-hélice anfipáticos favorecem a interação com membranas 

de microrganismos que resultam em peptídeo com atividade antimicrobiana (Dathe et al., 2001; 

Wiradharma et al., 2011), o que corrobora com nossos resultados (Figura 17). Além disso, 

usamos a mesma ferramenta de APD para procurar por AMPs semelhantes a N29-I47. Como 

resultado, foi encontrado um peptídeo sintético análogo a brevivinina-2, isolado do Hylarana 

erythraea (sapo), denominado B2RP-ERa (Figura 17). Em seguida, foi realizado um 

alinhamento refinado entre N29-I47 e B2RP-ERa e encontramos uma identidade de 47% e 

similaridade de 68% entre os dois peptídeos. B2RP-ERa tem 57% de resíduos hidrofóbicos e 

carga catiônica de +4, essas características conferem atividade antibacteriana e antifúngica a 

este peptídeo. B2RP-ERa inibe o crescimento de microorganismos como C. albicans em baixas 

concentrações de MIC (50 μM) e apresenta atividade hemolítica relativamente baixa (Al-

Ghaferi et al., 2010). Permanece para ser respondido se o peptídeo N29-I47 tem atividade 
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antibacteriana, já que compartilha características bem entendidas em outros AMPs que tem esta 

atividade. 

Com base nas características anteriormente expostas, sabe-se que alguns aspectos físico-

químicos são importantes para a atividade antimicrobiana dos AMPs e também de seus 

derivados, como a carga do peptídeo, o resultado apresentado pelo peptídeo cíclico C13-C27, que 

mimetiza uma volta de rVu-LTP1.1, é inesperado porque este peptídeo tem uma carga neutra, 

acompanhado do peptídeo M1-Q12 (Tabela 1). No entanto, não apenas as cargas positivas que 

fazem o peptídeo ter um efeito na atividade antimicrobiana. Outras características também são 

importantes, como a hidrofobicidade (Schmidtchen et al. 2014). O peptídeo neutro que 

apresentam atividade antimicrobiana está entre os mais hidrofóbicos, C13-C27 tem 53,33% de 

hidrofobicidade (Tabela 1). Alguns relatos mostraram que combinação de cationicidade e 

hidrofobicidade faz o peptídeo mais potente (Schmidtchen et al., 2014). O peptídeo ARD1 

(Archeoprepona demophoon, borboleta) que sofreu mudanças por mutação direcionada, a 

princípio, na carga, e logo após, na hidrofobicidade e, finalmente, uma combinação entre cargas 

positivas e hidrofobicidade indicaram que este peptídeo com as características combinadas teve 

sua atividade antifúngica aumentada (Landon et al., 2004). Porto et al. (2018) realizou a síntese 

de um peptídeo derivado de AMP de Psidium guajava (goiaba) e fez algumas modificações, 

inserindo muitos resíduos com carga positiva e resíduos hidrofóbicos, tornando a atividade 

antibacteriana deste peptídeo mais forte quando comparado ao peptídeo original. Estudos 

futuros de substituição de aminoácidos no C13-C27 mudando suas porcentagens hidrofóbicas 

esclarecerão melhor o papel dos resíduos de aminoácidos hidrofóbicos para a inibição da 

levedura. 
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6 – CONCLUSÕES 

 

• O presente estudo mostrou que duas regiões da rVu-LTP1.1 foram responsáveis pela 

inibição da HSA, portanto esta capacidade não é devido a estrutura tridimensional 

completa das LTP1s; 

   

•  Além disso, fornecemos evidências sólidas de que os resíduos de aminoácidos básicos 

localizados nas voltas da rVu-LTP1.1 são responsáveis pela atividade inibitória da HSA;  

 

• Portanto, a capacidade de inibir a atividade da α-amilase nas LTP1s não é uma atividade 

biológica aleatória e provavelmente evoluiu para realizar uma importante função que 

ainda é desconhecida; 

 

• Um bom candidato deve ser a defesa contra insetos, e também expande outras possíveis 

aplicações biotecnológicas nas LTPs. Nossos resultados, portanto, fornecem fortes 

evidências de que a rVu-LTP1.1 é um novo membro da classe de inibidores proteicos 

de α-amilase; 

 

• Ainda neste trabalho, mostramos dois peptídeos, baseados na sequência rVu-LTP1.1, 

responsável pela inibição do crescimento e morte da levedura Candida tropicalis; 

 

• Estes resultados confirmam nossa hipótese inicial de que a capacidade de ligação e 

transporte de lipídios LTP1s são independentes da sua atividade antimicrobiana e de 

uma estrutura tridimensional integra (Han et al., 2001); 

     

• Além disso, neste estudo, mostramos a importância de resíduos carregados 

positivamente e resíduos hidrofóbicos combinados para a atividade antifúngica de 

peptídeos baseados na rVu-LTP1.1;   

 

• A compreensão do mecanismo de inibição de fungos pela LTP1s é importante não só 

para a possível conexão desta atividade com o papel de defesa de plantas contra micro-

organismos, mas também para aplicação biotecnológica desta classe de peptídeos nas 

áreas agronômica e saúde; 
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• Os resultados obtidos neste trabalho podem ser espelhados para outras LTP1s auxiliando 

no entendimento do papel biológico destes peptídeos. 
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