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RESUMO 

 

 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) e os peptídeos anticongelantes (PACs) 

constituem uma nova classe de agentes antimicrobianos que desempenham sua função 

através da desestabilização das membranas, levando à morte do microrganismo. Este 

fato tem direcionado vários estudos para a compreensão dos mecanismos de ação destes 

peptídeos. Por outro lado, um dos principais problemas na utilização dos PAMs como 

princípio ativo é devido a eles serem compostos lábeis, podendo ser facilmente 

degradados. O desenvolvimento de um sistema de liberação controlada (SLC), como 

por exemplo, lipossomas capazes de carrear esses PAMs, seria uma alternativa 

promissora para o uso desses peptídeos como agentes antimicrobianos. Desta forma, 

nesta tese utilizamos diferentes técnicas espectroscópicas (voltametria cíclica, 

impedância, ressonância de plásmons de superfície, espalhamento de luz e 

fluorescência) para elucidar os mecanismos de ação dos PAMs MagaininaI, LL-37, 

Clavanina A e Clavanina X e do PAC Pa-MAP usando modelos de membranas e 

estudamos um SLC revestido com o copolímero em bloco Synperonic. Todos os PAMs 

estudados apresentaram grande capacidade para desestabilizar membranas, 

demonstrando o potencial desses peptídeos como agentes antimicrobianos. O Pa-MAP 

apresentou a habilidade em desestabilizar as membranas lipídicas no primeiro minuto de 

exposição, atuando através do modelo carpete, sendo este mecanismo descrito pela 

primeira vez para este PAC.  Foi mostrado, também pela primeira vez, um possível SLC 

para PAMs utilizando vesículas lipídicas revestidas com o copolímero Synperonic. A 

importância do copolímero tribloco para estabilizar lipossomas foi demonstrada, uma 

vez que os lipossomas sem o revestimento foram instáveis, devido à formação de poros 

pelo peptídeo, o que não foi observado para os lipossomas revestidos.  Os resultados 

obtidos fornecem contribuições importantes para a compreensão da interação peptídeo-

membrana através de parâmetros eletroquímicos, dielétricos, ópticos e morfológicos, 

além de poder contribuir para o desenvolvimento de novos sistemas de liberação de 

drogas para peptídeos antimicrobianos baseados em lipossomas. 

 

 

Palavras-chave: peptídeo antimicrobiano; peptídeo anticongelante; membranas 

biológicas; mecanismo de interação; técnicas espectroscópicas.  
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ABSTRACT 

 

 

Antimicrobial peptides (AMPs) and antifreeze peptides (AFPs) constitute a new class of 

antimicrobial agents that perform their function through the destabilization of the 

membranes, leading to death of the microorganism. This fact has directed several 

studies to understand the mechanisms of action of these peptides. Moreover, a major 

problem in using AMPs as the active ingredient is because they are labile compounds 

and can be easily degraded. The development of a controlled release system (CRS), as 

for example, liposomes capable of carrying these PAMs would be a promising 

alternative to the use of these peptides as antimicrobials. Thus, this thesis used different 

spectroscopic techniques (cyclic voltammetry, impedance, surface plasmon resonance, 

light scattering and fluorescence) to elucidate the mechanisms of action of PAMs 

Magainin I, LL -37, Clavanin A e Clavanin X and of AFP Pa-MAP using model 

membranes and studied a CRS coated with block copolymer Synperonic. All APMs 

studied showed great ability to destabilize membranes, demonstrating the potential of 

these peptides as antimicrobial agents. Pa-MAP had the ability to destabilize lipid 

membranes in the first minute of exposure, acting through the model carpet, and this 

mechanism first described for this AFP. It has been shown, again for the first time, a 

possible CRS to PAMs using lipid vesicles coated with the copolymer Synperonic. The 

importance of triblock copolymer to stabilize liposomes was demonstrated, since the 

coating without liposomes were unstable due to pore formation by the peptide, which 

was not observed for the coated liposomes. The results provide important information 

for the understanding of peptide/membrane interaction contributions through 

electrochemical, dielectric and optical parameters, and can contribute to the 

development of new drug delivery systems for antimicrobial peptides based on 

liposomes. 

 

 

 

Keywords: antimicrobial peptide, antifreeze peptide; biological membranes; interaction 

mechanism; spectroscopic techniques. 
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1. INTRODUÇÃO 

 O uso indiscriminado de antibióticos pela população é um fator de risco de 

extrema relevância para o surgimento e disseminação de resistência dos 

microrganismos. Desta forma, há uma crescente e intensa busca por novas classes de 

agentes antimicrobianos (Oren e Shai, 1998; Mandal et al., 2009). Nos últimos anos, um 

grande número de compostos proteicos com efeitos deletérios para microrganismos, 

conhecidos como peptídeos antimicrobianos (PAMs), tem sido isolado de numerosas 

fontes, tais como plantas e animais, incluindo o homem. Estes peptídeos são 

componentes essenciais da imunidade inata, constituindo um mecanismo de defesa 

ancestral encontrado em diversos organismos (Hancock, 1997; Ganz e Lehrer, 1998; 

Mihajlovic e Lazaridis, 2010).  

 Outra classe de peptídeos multifuncionais que apresentam atividade 

antibacteriana, antifúngica e antitumoral são os peptídeos anticongelantes (PACs), os 

quais são encontrados em organismos que habitam regiões congeladas (Gong, et al., 

1996; Zhang et al., 2001). Os PACs têm sido comumente caracterizados a partir do 

peixe solha de inverno (Pleuronectes americanus) pela presença de dois peptídeos, os 

quais apresentam baixas massas moleculares, nomeados HPLC-6 (4000 Da) e HPLC-8 

(3300 Da) (Gong et al., 1996). O Pa-MAP (Peptídeo Anticongelante Multifuncional de 

P. americanus) foi projetado e construído a partir de HPLC-8 (Gong et al., 1996). A 

estrutura tridimensional do Pa-MAP consiste de uma α-hélice rica em alanina (Hew et 

al., 1985). Estudos anteriores mostram que o Pa-MAP foi capaz de controlar o 

desenvolvimento de vários patógenos, incluindo vírus, fungos e bactérias, mas não 

promoveram danos as células de mamíferos (Tomczak et al., 2002, Migliolo et al, 2012; 

Teixeira et at., 2013). 

 Em geral, os PAMs e PACs interagem com as membranas dos microrganismos 

levando à formação de poros e/ou desestabilização das mesmas e, posteriormente, 

resultando na morte microbiana (Tomczak et al., 2002; Wang et al., 2004; Migliolo et 

al., 2012). Desta forma, o estudo da interação peptídeo-membrana torna-se importante 

para determinar o mecanismo de ação dos peptídeos. No entanto, as membranas 

biológicas são estruturas complexas e heterogêneas compostas por centenas de lipídios e 

proteínas e com domínios de composição distinta (Feigenson, 2007; van Meer et al., 

2008). Por essa razão, modelos de membranas simples são comumente usados para 

distinguir o papel dos diferentes componentes celulares sobre o modo de ação dos 
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peptídeos, dentre os quais se podem destacar as membranas suportadas e os lipossomas 

(pequenas vesículas formados por agregados lipídicos) (Simon e McIntosh, 2002; 

Jelinek e Kolusheva, 2005; Lohner et al., 2008). 

 O uso de lipossomas como sistemas de liberação controlada (SLC) também seria 

uma opção para o emprego de PAMs e PACs como agentes antimicrobianos em 

medicamentos, pois poderia facilitar a introdução dos peptídeos no organismo, uma vez 

que, os peptídeos são compostos labéis que podem ser facilmente degradados pelo 

organismo antes mesmo de sua atuação (Tan et al., 2010). Porém, uma das dificuldades 

para o uso de vesículas lipídicas para liberação de PAMs ou PACs é devida aos seus 

mecanismos de ação, os quais provocam a desestabilização e/ou formação de poros nas 

membranas. Desta forma, uma alternativa para o uso destes peptídeos como agentes 

antimicrobianos seria através do uso de formulações lipossomais resistentes à ação dos 

mesmos, mas com a capacidade de transportá-los. 

 Vários estudos têm avaliado a estabilização estérica de lipossomas por adsorção 

de glicolipídios e polímeros solúveis em água (incluindo os copolímeros triblocos) 

sobre a superfície externa dessas vesículas lipídicas (Kostarelos et al., 1998; Barenholz, 

2001; Vasir e Labhasetwar, 2007). O Synperonic F68 (Synp), também conhecido como 

pluronic ou poloxamer, é um copolímero tribloco fortemente hidrofílico de poli(óxido 

de etileno)-poli(óxido de propileno)-poli(óxido de etileno) (PEO-PPO-PEO) aplicado 

em sistemas de liberação de drogas e de genes como adjuvantes biológicos (Bromberg 

et al, 2006; Fusco et al, 2006). 

 Apesar das numerosas pesquisas direcionadas para o estudo dos mecanismos de 

ação dos peptídeos (Papo e Shai, 2003; Brogden, 2005; Nicolas, 2009; Jelinek e 

Kolusheva, 2005; Nguyen et al., 2011), diversas questões sobre estes mecanismos 

necessitam ser elucidas. A técnica mais tradicional usada para o estudo da desordem de 

membranas por PAMs é a espectroscopia de fluorescência, empregada em ensaios de 

vazamento de vesículas, os quais utilizam sondas fluorescentes para examinar a fuga de 

compostos polares através das membranas de vesículas lipídicas, como um resultado da 

ação do PAM (Ladokhin e White, 2001, Torcato et al., 2012). As técnicas com base na 

teoria de dispersão de luz, tais como a técnica de espalhamento dinâmico de luz (EDL) e 

a de potencial zeta (ζ), também têm sido utilizadas para determinar o tamanho e o 

comportamento de agregação de peptídeos em solução, quer isoladamente ou 

interagindo com outras partículas, tais como vesículas lipídicas (Santos et al., 1997; 

Philo, 2006; Domingues et al., 2008; Freire et al., 2011; Torcato et al., 2012). 
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 Nos últimos anos, outras técnicas espectroscópicas vêm sendo empregadas como 

técnicas alternativas nos estudos de interações peptídeo-membrana, dentre as quais 

destaca-se a espectroscopia de impedância (dielétrica ou eletroquímica), ressonância de 

plásmons de superfície e voltametria cíclica. Estas técnicas têm apresentado grande 

sucesso nos estudos de interação, uma vez que são técnicas sensíveis, permitindo o 

monitoramento de interações moleculares em tempo real (Mozsolits et al., 2001; Hall et 

al., 2003; Chang et al., 2008b; Sugihara et al., 2012; Oliveira et al., 2013). 

Portanto, a partir do exposto, foram utilizadas diferentes técnicas 

espectroscópicas para elucidar os mecanismos de ação entre modelos de membranas e 

os peptídeos antimicrobianos Magainina I, Pa-MAP, LL-37, Clavanina A e Clavanina 

X, além de estudar um SLC revestido com o copolímero em bloco Synperonic. Desta 

forma, a Tese foi estruturada em oito capítulos, como seguem:  

 No primeiro capítulo é apresentada a introdução, a qual consta a 

importância do uso dos PAMs e PACs e sua interação com membranas, a 

relevância do desenvolvimento de sistemas de liberação controlada para 

peptídeos, além das principais técnicas empregadas nestes estudos.  

 O segundo capítulo é referente à revisão da literatura sobre infecções 

hospitalares e seus principais patógenos, peptídeos com atividade 

antimicrobiana, organização das membranas biológicas, interação 

peptídeo-membrana e mecanismos de ação dos PAMs, além da 

fundamentação teórica das técnicas analíticas para o estudo da interação 

peptídeo-membrana (espectroscopia de impedância, voltametria cíclica e 

espectroscopia de ressonância de plásmons de superfície, espectroscopia 

de fluorescência, espalhamento dinâmico de luz e potencial zeta). 

 No terceiro e quarto capítulo estão descritos os objetivos geral e 

específicos e a metodologia, respectivamente.  

 Os capítulos 5 e 6 são referentes aos resultados e discussão e às 

conclusões e perspectivas futuras da tese, respectivamente. 

 No capítulo 7 constam as referências bibliográficas.  

 Finalmente, no capítulo 8 encontram-se os anexos.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Infecções hospitalares e seus principais patógenos 

Infecção hospitalar é um importante problema de saúde pública, porque ocorrem 

com elevada frequência e afeta todos os países, causando morbidade e mortalidade 

(WHO, 2009). No Brasil, a infecção hospitalar é causa de grande preocupação das 

instituições de saúde. Segundo o Ministério da Saúde a média mundial de índice de 

infecção é 5%, enquanto o Brasil apresenta o percentual de 15,5% (Bibliomed, 2010). 

De acordo com o Panorama do Controle da Infecção Hospitalar no Brasil, elaborado 

pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa), a incidência de infecção 

hospitalar no país é de nove ocorrências a cada 100 pessoas internadas, um número que 

preocupa bastante as instituições de saúde (Duo, 2009). 

Agravando esta situação, a resistência dos microrganismos ao tratamento com 

antimicrobianos vem aumentando rapidamente em todo o mundo com grande impacto 

na efetividade da assistência à saúde, principalmente no âmbito hospitalar (WHO, 

2009). Neste contexto, o uso indiscriminado de antibióticos pela população é um fator 

de risco importante para o aparecimento e disseminação dessa resistência. Dentre os 

microorganismos causadores de infecções hospitalares, estão as bactérias da família 

Enterobacteriaceae que inclui os gêneros Proteus sp., Klebsiella sp., Escherichia sp., 

Enterobacter sp., entre outros. Além disso, também estão inclusos os fungos 

filamentosos do gênero Aspergillus (Anaissie et al., 2002; Paterson, 2006). 

 As enterobactérias (Fig. 1) são bacilos gram-negativos encontrados amplamente 

na natureza e em mamíferos, habitando o intestino e fazendo parte da microbiota normal 

ou como agentes de infecção (Murray et al., 2006). As enterobactérias podem ser 

causadoras de infecções intestinais e extra-intestinais. As causadoras de infecções 

intestinais são normalmente denominadas de enteropatogênicas e incluem diversas 

cepas de Escherichia coli, sorotipos de Shigella e Salmonella, e alguns sorotipos de 

Yersinia. Todavia, algumas cepas de Salmonela e Yersinia podem atravessar a mucosa 

intestinal provocando inúmeras bacteremias, bem como infecções em diferentes órgãos. 

Os fatores determinantes para a virulência das enterobactérias no intestino de humanos 

incluem as adesinas, exotoxinas e outras substâncias ainda não identificadas que 

promovem a invasão do epitélio intestinal a depender do gênero patogênico (Trabulsi e 

Alterthum, 2008). 
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Figura 1. Estrutura de uma enterobactéria. Fonte: www.sobiologia.com.br. Disponínel em 28/01/2014. 

 

 Bactérias dos gêneros Citrobacter, Hafnia e Providencia podem eventualmente 

também ser enteropatogênicas (Nascimento e Araújo, 2013). As enterobactérias dos 

demais gêneros podem causar infecções não-intestinais, tais como bacteremias, 

meningites, infecções do trato urinário e respiratório ou, ainda, as infecções secundárias 

que ocorrem após ferimentos. Os principais fatores de virulência deste grupo de 

bactérias são os antígenos K (polissacarídeos capsulares que envolvem a parede celular) 

e as endotoxinas, uma vez que, além de protegerem as bactérias contra fagocitose, 

podem ser responsáveis pelas manifestações que acompanham as infecções (Murray et 

al., 2006; Trabulsi e Alterthum, 2008). 

 A maioria das enterobactérias é geralmente sensível as ampicilinas, 

cefalosporinas, aminoglicosídeos, tetraciclinas, cloranfenicol, cotrimoxazol e aos 

derivados quinolônicos (Garbati e Godhair, 2013). No entanto, estas bactérias podem 

facilmente adquirir resistência a qualquer droga utilizada no tratamento das infecções. 

Deste modo, a principal forma de resistência das enterobactérias é mediada por fatores 

R (fatores de resistências transmissíveis), com exceção da resistência às quinolonas que 

é determinada por mutação. Aparentemente, os fatores R não transportam genes de 

resistência às drogas com ação antimicrobiana. A resistência adquirida pelas 

enterobactérias é geralmente múltipla, isto é, torna a bactéria simultaneamente resistente 

a várias drogas antimicrobianas. Assim, não é raro encontrar amostras de 

enterobactérias simultaneamente resistentes a dez ou mais drogas. A resistência se deve 

a dois ou mais fatores R e também às mutações cromossômicas. De modo geral, as 

enterobactérias adquirem resistência com grande facilidade, sendo bastante elevado o 



NASCIMENTO, J.M. Estudo da interação de peptídeos multifuncionais... 

8 
 

número de infecções causadas por enterobactérias resistentes (Trabulsi e Alterthum, 

2008). 

 

2.2. Peptídeos com atividade antimicrobiana 

 A resistência das bactérias aos antibióticos pode se desenvolver rapidamente, 

logo que são introduzidos novos agentes terapêuticos (Maria-Neto et al., 2012). 

Portanto, as tentativas para o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos 

com mecanismos de ação não usuais podem conduzir a uma melhor eficácia no controle 

das bactérias com elevada resistência aos antibióticos comerciais (Oren e Shai, 1998). 

Desta forma, os PAMs são promissores candidatos a novos fármacos anti-infecciosos 

devido a sua eficácia contra bactérias resistentes a antibióticos (Mandal et al., 2009). 

 Os PAMs foram descobertos na década de 70 em moscas do gênero Drosophila 

(Boman et al., 1972) e, posteriormente, um grande número de novas moléculas foram 

descobertas e isoladas de diversas fontes, tais como outros insetos, bactérias, plantas, 

crustáceos, anfíbios e mamíferos, incluindo o homem (Hancock, 1997; Ganz e Lehrer, 

1998; Zhang et al., 2001). 

 Os PAMs são peptídeos multifuncionais de reduzido tamanho, compostos por 12 

a 50 aminoácidos de comprimento e exibem um largo espectro da atividade 

antimicrobiana, atuando contra bactérias, fungos, alguns vírus envelopados, e até 

mesmo células cancerosas (Hancock, 1997; Ganz e Lehrer, 1998; Mihajlovic e 

Lazaridis, 2010). Geralmente, os PAMs são compostos por regiões estruturais 

anfipáticas e catiônicas, as quais podem atuar como permeabilizantes das membranas 

celulares eficazes que levam à morte do patógeno. Estes peptídeos possuem 

propriedades anfifílicas e motivos hidrofóbicos (Fig. 2) que lhe permitem permanecer 

inseridos na camada da membrana, de modo que as regiões peptídicas hidrofóbicas 

ficam imersas nas caudas hidrocarbonadas dos lipídios da membrana, enquanto as 

regiões hidrofílicas se associam às cabeças polares (Khandelia et al., 2008; Huang et al., 

2010; Nascimento et al., 2012). Além disso, a hidrofobicidade, a anfipaticidade, a carga 

do peptídeo e a estrutura secundária também mostraram desempenhar um papel 

importante nas propriedades líticas (capacidade de causar lesões nas membranas) dos 

peptídeos (Mozsolits et al., 2001; Fernandes et al., 2012; Torrent et al., 2012).  
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Figura 2. Estrutura α-helicodal da magainina I. Em azul estão representados os motivos hidrofílicos e em 

verde, os motivos hidrofóbicos. Fonte: http://www.agtcbioproducts.com/magainin-1-11238729.html. 

Disponível em 20/03/2014.  

 

 Em geral, os PAMs podem apresentar uma grande diversidade estrutural, sendo 

as estruturas secundárias mais estudadas as α-hélices, as folhas-β, uma mistura de 

estruturas em α-hélices/folhas-β e as estruturas estendidas (Fig. 3) (Jenssen et al., 2006). 

As estruturas mais comumente observadas são as α-hélices (Fig. 3a), as quais são 

formadas apenas quando o peptídeo entra em contato com a membrana. Os peptídeos 

em folhas-β (Fig. 3b) e os que apresentam uma mistura de α-hélices/folhas-β (Fig. 3c) 

são compostos por vários resíduos de cisteína que formam ligações dissulfeto. Por outro 

lado, as estruturas estendidas (Fig. 3d) são caracterizadas pela predominância de um 

aminoácido específico e são menos comuns (Brodgen, 2005; Resende et al., 2008). 

 

 

Figura 3. Classes estruturais dos peptídeos antimicrobianos.  Estruturas em α-hélice (a), folha-β (b), 

estrutura dobrada (c) e estrutura estendida (d). Fonte: Jenssen et al., 2006. 
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 As magaininas constituem um grupo de peptídeos antimicrobianos, extraídas do 

sapo africano Xenopus laevis, que vem sendo extensivamente estudado, sendo os 

mesmos extraídos do sapo africano Xenopus laevis (Matsuzaki et al., 1999; Wieprecht 

et al., 2000; Brogden, 2005; Jelinek e Kolusheva, 2005; Humblot et al., 2009). A 

Magainina I (MagI) é um PAM catiônico constituído por 23 aminoácidos 

(GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS) e apresenta uma estrutura α-helicoidal anfipática 

(Matsuzaki et al., 1999). Este peptídeo apresenta múltiplas funções como, por exemplo, 

antibacteriana, antifúngica, antiviral e antitumoral, estando relacionadas às interações 

com membranas (Zasloff, 1987; Matsuzaki et al., 1989; Maria-Neto et al., 2012).  

 A família das catelicidinas é um grupo de antimicrobianos estruturalmente 

diversos encontrado em várias espécies de mamíferos (Ramanathan et al., 2002). O LL-

37 é o primeiro PAM helicoidal isolado de humanos, pertencente a esta família, sendo 

considerado importante para a resposta imune devido a sua participação no processo 

inflamatório (Oren et al. 1999, Sevcsik et al. 2007). O LL-37 é composto por 37 

aminoácidos (LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES), dentre os 

quais 16 são carregados em pH fisiológico, sendo 11 positivos e 5 negativos resultando 

uma carga líquida +6 (Sevcsik et al. 2007). O LL-37 possui capacidade de ligar e 

permeabilizar efetivamente fosfolipídios zwiteriônicos e carregados negativamente, 

sendo esta uma característica que o distingue da maioria dos PAMs, os quais agem 

seletivamente sobre células bacterianas (Johansson et al. 1998, Oren et al. 1999). 

 As clavaninas são uma família constituída por PAMs isolados dos hemócitos do 

tunicado marinho Styela clava (Lee et al., 1997a). Estes peptídeos exibem um amplo 

espectro de atividade antimicrobiana contra fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. São caracterizados por serem peptídeos catiônicos, anfipáticos e consistirem 

de 23 aminoácidos (Lee et al., 1997b, van Kan et al., 2001). A clavanina A (ClavA) 

apresenta uma sequência de aminoácidos rica em glicina, histidina e fenilalanina 

(VFQFLGKIIH HVGNFVHGFSHVF). Em contraste com a maioria dos PAMs, a ação 

deste peptídeo é dependente do pH (Lee et al., 1997a; van Kan et al., 2003). Em pH 

neutro, a ClavA apresenta uma carga ligeiramente positiva e atua desestabilizando as 

membranas microbianas de maneira não específica. Em condições ácidas (pH 5,5), este 

peptídeo torna-se mais carregado positivamente, devido a protonação das suas 

histidinas, e sua atividade aumenta cerca de 10 vezes em relação ao pH neutro (van Kan 

et al., 2002; 2003). A ClavX é uma modificação da ClavA, através da adição de cinco 
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resíduos de aminoácidos apolares na região C-terminal do peptídeo 

(FLPIIVFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF) (Silva, 2011). 

 As bactérias também são capazes de produzir e secretar PAMs, os quais podem 

matar ou inibir o crescimento de cepas taxonomicamente próximas ou não das que 

produziram os peptídeos (Blondelle e Pérez-Payá, 1996; Rosa e Franco, 2002). Estes 

PAMs são denominados bacteriocinas e podem ser divididos em três classes: os 

lantibióticos ou de classe I, os quais são caracterizados por serem catiônicos, 

hidrofóbicos, apresentam até 5kDa e são produtos de modificações pós-tradicionais; os 

de classe II são moléculas catiônicas, hidrofóbicas, apresentam de 5 a 10kDa e são mais 

semelhantes aos peptídeos produzidos por eucariontes, não sendo produtos de 

modificações pós-tradicionais e apresentando um amplo espectro de ação; e os de classe 

III que, por suas vez, são moléculas grandes (maiores que 30kDa), hidrofílicas e 

termicamente instáveis (Cleveland et al., 2001; Bauer e Dicks, 2005; Lopes, 2010) . As 

bacteriocinas de classe I e II são as mais estudadas e são fortes candidatas ao emprego 

na indústria alimentícia. Muitos desses peptídeos são carregados positivamente e 

formam uma estrutura em α-hélice anfipática na presença de membranas lipídicas, 

sugerindo que a interação peptídeo-membrana é importante para sua atividade (Lopes, 

2010). 

 Outra classe de peptídeos com caráter multifuncional que tem sido estudada, 

porém com menos intensidade, são os peptídeos anticongelantes. Estes são encontrados 

no sangue e/ou nos tecidos de organismos que vivem em ambientes congelados, tais 

como peixes árticos e antárticos, ligando-se aos cristais de gelo e inibindo o crescimento 

dos mesmos em seus fluidos. Dois tipos distintos de anticongelantes têm sido 

caracterizados a partir de uma variedade de peixes: os glicopeptídeos anticongelantes e 

os PACs, sendo os últimos divididos em quatro tipos (tipo I, II, III e IV) que diferem 

pela sua composição e estrutura secundária (Gong, et al., 1996; Zhang  et al., 2001). 

 O PAC tipo I (Fig. 4), obtido a partir do peixe solha de inverno (Pleuronectes 

americanus), tem sido extensivamente estudado em termos da sua estrutura, função 

proteica, e expressão e regulação gênica (Scott et al., 1985; Gong et al., 1996; Tomczak 

et al., 2002; Kun et al., 2008). O genoma da solha de inverno contém múltiplas cópias 

de genes do PAC, a maioria dos quais são dispostas como regulares repetições em 

tandem (Scott et al., 1985). Estes peptídeos são pequenos (3,3 a 4,5 kDa), ricos em 

aminoácidos alanina e α-helicoidal (sequência HTASDAAAAAALTAANAAAAAAAS 

MA) (Kun et al., 2008; Migliolo et al., 2012). 
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Figura 4. Estrutura do peptídeo anticongelante tipo I obtido da solha de inverno. Fonte: Kuiper et al., 

2002. 

 

 Experimentos realizados no início da década de 90 demonstraram que os PACs 

podem interagir com as membranas biológicas, tendo a composição de fosfolipídios da 

membrana celular como um fator determinante na interação do peptídeo com os 

constituintes da mesma (Hincha, 1993). Tomczak et al. (2002) propuseram que os 

mecanismos de estabilização e proteção da membrana causada pelo PAC tipo I podem 

estar relacionados e orientados pela inserção do peptídeo na membrana. 

 Uma comparação entre os PACs e os PAMs revelou semelhanças estruturais e 

das propriedades físico-químicas, tais como a hidrofobicidade, comprimento da cadeia 

do polipeptídeo e composição de aminoácidos (Wang & Wang, 2004). A partir dessas 

características em comum é que se questiona sobre a função única de criopreservação 

que foi atribuída por muitos anos aos PACs, revelando as múltiplas funções desses 

peptídeos, tais como atividade antibacteriana, antifúngica, antiviral e antitumoral 

(Nobeli et al., 2009; Franco, 2011). 

 Recentemente, Migliolo et al. (2012) mostraram que o PAC Pa-MAP apresenta 

atividade contra diferentes alvos, tais como células tumorais, bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas, vírus e fungos. Foi observado também que este PAC não apresenta 

atividade citotóxica contra células de mamíferos (Migliolo et al., 2012). A atividade do 

Pa-MAP foi testada in vivo, em ratos infectados intraperitonialmente com uma 

concentração sub-letal de E. coli através do tratamento com este peptídeo nas 

concentrações de 1 e 5 mg.kg
-1

. Em ambas as concentrações, o Pa-MAP exibiu a 

capacidade de prevenir a infecção por E. coli e aumentou a sobrevida dos ratos, 

semelhante ao resultado observado em ratos tratados com ampicilina na concentração de 

2 mg.kg
-1

 (Teixeira et al., 2013). Desta forma, diante do potencial dos peptídeos com 

atividade antimicrobiana, a compreensão da interação peptídeo-membrana pode permitir 

a descoberta e desenvolvimento de novos produtos biofarmacêuticos com alta eficiência 

antimicrobiana.  
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2.3. Organização das membranas biológicas 

 A membrana biológica é crucial para a sobrevivência dos seres procariontes e 

eucariontes, servindo como uma barreira celular de permeabilidade seletiva para o 

transporte de moléculas para o interior e exterior da célula. Portanto, a ruptura da 

membrana resulta na morte celular (Andersen e Koeppe, 2007).  

 Os elementos estruturais das membranas celulares são os lipídios e as proteínas. 

Existem centenas de diferentes espécies de lipídios, sendo que os principais lipídios 

estruturais das membranas são os glicerofosfolipídios: fosfatidilcolina, 

fosfatidiletanolamina, fosfatofatidilserina, fosfatidilinositol e ácido fosfatídico (Parton e 

Hancock, 2004; van Meer et al., 2008). O colesterol é o mais abundante lipídio 

constitutivo da membrana depois dos fosfolipídios (Jafurulla et al., 2011). A estrutura 

de colesterol permite reduzir a mobilidade das cadeias acil dos fosfolipídios, 

promovendo o enrijecimento da membrana, o que pode ter um relevante impacto sobre a 

função da mesma. O colesterol é um dos principais componentes da membrana celular 

dos eucariotas superiores e é fundamental na organização da membrana, na dinâmica, 

função e classificação da mesma (Boesze-Battaglia e Schimmel, 1997; Jafurulla et al., 

2011). Em adição, a constituição das proteínas pode variar de 20 a 80% do peso total 

das membranas. Estas apresentam muitas funções importantes para manutenção celular 

e estão inseridas integralmente (entre as bicamadas lipídicas) ou perifericamente, 

ficando aderidas à superfície da membrana. Algumas proteínas, bem como lipídios das 

membranas apresentam carboidratos ligados à superfície da membrana, os quais 

desempenham uma função protetora, além de serem importantes para as interações entre 

as células (Unwin, 1984; Paulson, 1989; Alberts et al., 1994). 

 Um passo importante no estudo de membranas foi realizado por Singer e 

Nicholson (1972) com o desenvolvimento do modelo do mosaico fluido, que reuniu 

descobertas e idéias formuladas na década anterior. Este modelo tornou-se o padrão de 

concepção da arquitetura da membrana, demonstrando a distribuição dos lipídios como 

um mar contendo proteínas dispostas de maneira aleatória estando a superfície da 

bicamada diretamente exposta ao meio aquoso (Fig. 5). No entanto, o surgimento de 

novas descobertas nas últimas décadas sobre as estruturas e funções das proteínas de 

membrana, resultou em algumas mudanças no entendimento em relação à organização 

da membrana (Simons e Vaz, 2004; Engelman, 2005; Feigenson, 2007). 
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Figura 5. Membrana plasmática (modelo do mosaico fluido) de eucariotos. Fonte: Pietzsch (2004).  

 

 As membranas das células eucarióticas e as membranas bacterianas possuem 

funções similares, mas diferem na composição global, tanto em termos de fosfolipídios 

como nos demais componentes (Zimmerberg e Kozlov, 2006). As membranas 

bacterianas são altamente complexas, resultando na divisão das bactérias em duas 

classes distintas: bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Fig. 6). As bactérias 

Gram-negativas possuem duas membranas separadas por uma camada de 

peptidoglicano (um heteropolissacarídeo que confere rigidez a membrana), sendo a 

membrana externa coberta por lipopolissacarídeos (LPS) ancoradas ao lipídio A da 

membrana (Kabanov e Prokhorenko, 2010). Os LPS são responsáveis pela 

patogenicidade dessa classe bacteriana. As bactérias Gram-positivas, por sua vez, 

contêm apenas uma membrana coberta por uma camada espessa de peptidoglicano e 

ácido teicóico, estrutura fibrilar que conferência a aderênca das bactérias (Murray et al., 

2006). A membrana citoplasmática é negativamente carregada devido à presença do 

fosfatidilglicerol (PG), bem como difosfatidilglicerol (DPG). As diferenças estruturais 

apresentadas pelas membranas bacterianas é o que permite a distinção das bactérias pela 

coloração de Gram. Contudo, apenas as bactérias Gram-positivas possuem a capacidade 

de reter o corante cristal violeta (Barros et al., 2009). 
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Figura 6. Membrana plasmática de bactérias. A) Bactéria Gram-negativa; B) Bactéria Gram-positiva. 

Fonte: Tortora, Funke e Case, 2010 (adaptado). 

 

 Em relação ao tipo e a quantidade de fosfolipídios presentes nas membranas 

bacterianas, há uma grande diferença entre as espécies de bactérias (Ratledge e 

Wilkinson, 1988). No caso da Escherichia coli, uma bactéria Gram-negativa, a 

membrana externa é composta por cerca de 91% de fosfatidiletanolamina (PE), 3% de 

PG, 6% de DPG, enquanto que a membrana citoplasmática contém 82% de PE, 6% de 

PG e 12% de DPG (Lugtenberg e Peters, 1976).  Por outro lado, a membrana da bactéria 

Gram-positiva Staphylococcus aureus contêm 36% de PG, 7% de DPG e 57% lisilPG 

(PG esterificados com o aminoácido L-lisina) (O'Donnell et al., 1985). 

 Devido à complexidade das membranas plasmáticas bacterianas, os estudos de 

interação peptídeo-membrana vêm sendo realizados com modelos de membranas mais 

simples, compostos por diferentes composições lipídicas que mimetizem a composição 

original das membranas bacterianas. Dentre os modelos mais utilizados destacam-se os 

baseados em lipossomas (Fig. 7a) e membranas suportadas sobre suportes sólidos (Fig. 

7b) (Simon e McIntosh, 2002; Jelinek e Kolusheva, 2005; Lohner e Sevcsik, 2008). 

 Os lipossomas são estruturas nanométricas ou micrométricas compostas por uma 

bicamada ou múltiplas bicamadas lipídicas e um compartimento aquoso no seu interior 

que mimetiza as membranas biológicas (Fig. 7a) (Lasic, 1989). A importância dos 

lipossomas como modelo de membranas biológicas deriva do fato de que eles são 

constituídos por elementos capazes de formar uma bicamada semelhante à membrana 

natural (Chonn e Cullis, 1998). 
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Figura 7. Estrutura de um lipossoma (a) e bicamada lipídica plana automontada sobre suporte sólido (b). 

Fonte: http://djalmasantos.wordpress.com/2011/02/26/clonagem-genica-2/ (adaptada). Disponível em 

31/07/2013. 

 

 Os lipossomas, além de serem comumente utilizados como modelo para 

membranas plasmáticas podem ser utilizados como carreadores de drogas, podendo 

incorporar moléculas hidrofóbicas ou hidrofílicas nas bicamadas lipídicas ou seu 

compartimento aquoso, respectivamente (Lasic, 1998). A estabilidade apresentada por 

este sistema tem sido um atributo relevante para a investigação das características 

farmacêuticas e farmacológicas in vivo e in vitro dos medicamentos baseados em 

lipossomas (Andrade et al., 2004). Do ponto de vista estrutural, a estabilidade do 

lipossoma depende primariamente das suas propriedades físico-químicas e, em especial, 

das interações moleculares entre os constituintes na bicamada (Baszkin et al., 2000). 

 

 

2.4. Interação peptídeo-membrana e mecanismos de ação dos peptídeos 

antimicrobianos 

 Um grande número de estudos tem sido direcionado para avaliar as interações 

entre peptídeos bioativos e membranas lipídicas, uma vez que essas interações 

desempenham um papel fundamental em diversos processos celulares (Papo e Shai, 

2003; Brogden, 2005; Nicolas, 2009; Jelinek e Kolusheva, 2005; Nguyen et al., 2011). 

A interação peptídeo-membrana pode ocorrer de diferentes formas e a termodinâmica 

dessa interação parece ser governada por forças distintas, tais como interações 
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eletrostáticas e hidrofóbicas, que dependem tanto das propriedades dos peptídeos como 

da composição da membrana (Zhang et al., 2001; Hall et al., 2003).   

 A carga catiônica e a presença de resíduos hidrofóbicos, características comuns à 

maioria dos PAMs, parecem desempenhar um papel crucial no processo de interação 

peptídeo-membrana. Geralmente, a seletividade dos PAMs está relacionada com as 

diferenças entre as membranas procariotas e eucariotas (Hall et al., 2003). As 

membranas aniônicas dos microrganismos em geral são alvo dos peptídeos catiônicos. 

Por outro lado, as membranas de mamíferos são compostas predominantemente por 

lipídios zwiteriônicos e colesterol, o qual não está presente nas membranas dos 

microrganismos. O colesterol aumenta a rigidez da membrana e, desta forma, oferece 

um bloqueio no processo de atuação dos PAMs. Em adição, os resíduos hidrofóbicos 

dos PAMs facilitam a interação com as cadeias acila dos ácidos graxos (Lohner, 2001; 

Nguyen et al., 2011). 

 Vários modelos foram propostos para explicar o modo de ação dos PAMs, tendo 

em comum a interação em duas etapas, como seguem:  

 Etapa 1 - ligação do PAM à membrana através de interação eletrostática; e, 

 Etapa 2 - penetração do peptídeo facilitada por interações hidrofóbicas (Fig. 8) 

(Hall et al., 2003; Nguyen et al., 2011). Muitos PAMs lineares tornam-se 

estruturas em α-hélice ou β-folha em solução aquosa e requerem o ambiente da 

membrana para adotar uma conformação anfipática estável (Hwang e Vogel, 

1998).  

Dentre os modelos propostos, os que apresentam maior consistência com 

resultados experimentais são os modelos de barril, poro toroidal, carpete e detergente 

(Fig. 8) (Hall et al., 2003; Brogden et al., 2005; Sanderson, 2005; Bechinger e Lohner, 

2006; Melo et al., 2009). 
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Figura 8. Diagrama esquemático de diferentes mecanismos da associação peptídeo-membrana. O 

peptídeo (em laranja) em solução aquosa se adapta a uma estrutura em α-hélice. Na primeira etapa, os 

peptídeos se ligam a membrana (em azul) por interações eletrostáticas. Em seguida, na segunda etapa, os 

peptídeos se auto-organizam na bicamada lipídica, induzindo a formação de poros seguindo o modelo 

barril (a) ou poro toroidal (b), ou desestabilizando a membrana seguindo modelo carpete (c) ou detergente 

(d). 

 

 No modelo barril (Fig. 8a), os PAMs ligam-se a superfície da bicamada lipídica 

através de interação eletrostática e ao atingir uma determinada concentração na 

superfície da membrana, monômeros dos peptídeos agregam-se e inserem-se dentro do 

núcleo hidrofóbico da membrana formando um poro perpendicular. O poro toroidal 

(Fig. 8b) é bastante similar ao modelo barril, no entanto, neste modelo o peptídeo 

anfipático é incorporado na membrana, formando um poro perpendicular de peptídeo e 

lipídio. No modelo carpete (Fig. 8c), os PAMs são adsorvidos paralelamente na 

superfície da membrana, formando um agregado que cobre a superfície da bicamada 

lipídica semelhante a um “carpete” de moléculas. Ao alcançar uma determinada 

Peptídeos 

em α-hélice 
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concentração, a membrana é destruída/solubilizada. Por fim, o modelo detergente (Fig. 

8d) é baseado na intercalação de PAMs nas bicamadas lipídicas, de modo que ao 

atingirem uma concentração micelar crítica (CMC) formam estruturas micelares de 

modo similar a um detergente. Por este motivo, o efeito detergente também é descrito 

como sendo uma extensão do modelo carpete (Hall et al., 2003; Brogden et al., 2005; 

Sanderson, 2005; Bechinger e Lohner, 2006; Melo et al., 2009).  

 Embora, o modo de ação dos PAMs envolva geralmente a perturbação da 

integridade da membrana citoplasmática das bactérias, outros mecanismos 

antimicrobianos que visam processos celulares importantes, tais como síntese proteica e 

de DNA, enovelamento de proteínas, atividade enzimática e síntese da parede celular, 

vêm sendo descritos (Papo e Shai, 2003; Brogden, 2005; Nicolas, 2009). Contudo, até 

mesmo para peptídeos que apresentam alvos intracelulares, a interação com as 

membranas é o meio de translocação dos peptídeos para o interior da célula (Nguyen et 

al., 2011), sendo esta propriedade essencial para a função antibiótica do peptídeo. 

 Adicionalmente, a carga positiva dos PAMs também promove interações com as 

porções negativamente carregadas de outras biomoléculas, tais como os ácidos 

nucleicos e as proteínas fosforiladas. Durante uma infecção, o animal hospedeiro pode 

liberar várias isoformas dos peptídeos ou estruturas similares aos PAMs que atuam 

através de mecanismos distintos para conseguir um efeito global sinérgico (Mangoni e 

Shai, 2009). Alguns peptídeos, como a indolicidina, apresentam múltiplos modos de 

ação, sugerindo que esses PAMs podem utilizar diferentes estratégias para aumentar sua 

eficiência e evitar possíveis mecanismos de resistência (Peschel e Sahl, 2006). 

 

 

2.5. Fundamentação teórica das técnicas analíticas utilizadas no estudo da 

interação peptídeo-membrana 

 

2.5.1. Espectroscopia de Impedância 

 A espectroscopia de impedância é um método eficaz para estudar as 

características de superfície de eletrodos modificados (Katz e Willner, 2003). A técnica 

tem sido aplicada em estudos de reações eletroquímicas, soluções iônicas, 

semicondutores, materiais dielétricos, sensores, entre outros (Chinaglia et al., 2008). 
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 A espectroscopia de impedância baseia-se na aplicação de um estímulo elétrico 

entre os eletrodos dispostos em uma amostra de interesse e a observação da resposta. 

Este estímulo é tipicamente um potencial elétrico periódico no tempo na forma senoidal 

(cossenoidal) com uma pequena amplitude de oscilação. Este método possibilita que o 

sistema seja perturbado com o emprego de pequenos valores do potencial elétrico, de 

forma a tornar possível a investigação de fenômenos próximos ao estado de equilíbrio 

(MacDonald, 1987; Damos et al., 2004). Adicionalmente, uma vez que a onda de 

potencial é senoidal, é possível perturbar o sistema usando diferentes valores de 

frequência (tipicamente na faixa de 10 μHz – 10 GHz) obtendo-se uma corrente 

alternada (AC) de natureza senoidal. Mediante um monitoramento das relações entre o 

potencial aplicado e a corrente são obtidas a impedância do sistema e o ângulo de fase, 

que é definido como sendo a defasagem da corrente em relação ao potencial aplicado 

(Bard e Faulkner, 2001; Damos et al., 2004). A partir desses dois parâmetros, é possível 

avaliar processos como transporte de carga (incluindo estimativa de velocidade de 

transferência), condutividade de filmes, capacitância redox e de dupla camada, 

coeficientes de difusão de portadores de carga, entre outros (Jiang e Kucernak, 2002). 

 Originalmente, o conceito de impedância descreve a resposta de sistemas 

compostos por diferentes elementos de um circuito, tais como resistores, capacitores e 

indutores.  Em termos da energia, um resistor é definido como um elemento que dissipa 

energia elétrica na forma de calor e que está relacionado ao transporte de cargas 

elétricas em um dado meio. Um capacitor é definido como um elemento que impede a 

circulação da corrente elétrica devido ao armazenamento periódico da energia devido ao 

acúmulo de cargas em dada região do sistema. E um indutor, por sua vez, armazena a 

energia em um campo magnético (Chinaglia et al., 2008; Lima, 2010). A impedância de 

cada elemento é chamada de reatância e é uma finção da frequência, sendo definida em 

termos do potencial elétrico e da corrente elétrica no domínio do tempo da seguinte 

forma: 

)(

)(
)(

ti

tV
tZ    ,  Eq. 1. 

 

onde Z(t) é a impedância, V(t) o potencial elétrico i(t) a corrente elétrica e t é o tempo 

(Chinaglia et al., 2008). 

 Os dados obtidos através da análise de impedância fornecem informações que 

podem ser avaliadas mediante a utilização de circuitos equivalentes ou modelos 
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matemáticos. A aplicação/análise de circuitos equivalentes tem como fundamento as 

similaridades entre o comportamento da célula eletroquímica e um circuito elétrico (Fig. 

9).  

 

Figura 9. Representação esquemática de um circuito equivalente sobre interface eletrodo/solução.  O 

elemento RCT corresponde a resistência à transferência de carga, o Cdl, a capacitância da dupla camada 

elétrica e RΩ, a resistência da solução. Fonte: Figura adaptada de Damos et al., 2004. 

 

Em uma representação comum para a impedância, temos uma componente real 

(resistiva) e imaginária (capacitiva) (Damos et al., 2004; Lima, 2010). Para o circuito 

equivalente apresentado (Fig. 9) as componentes real (Z’) e imaginária (Z”) da 

impedância do sistema são dadas pelas seguintes equações: 

2221
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  ,  Eq. 2. 
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
   ,  Eq. 3. 

onde, Rs - resistência da solução, RCT - resistência à transferência de carga,   - 

frequência angular e Cdl - capacitância da dupla camada elétrica. 

 A representação gráfica Z′′ (componente imaginária da impedância) vs Z′ 

(componente real da impedância), também denominada diagrama de Nyquist ou semi-

circulo de Cole-Cole (Fig. 10a), pode fornecer informações sobre as possíveis naturezas 

dos elementos que constituem a impedância total do sistema. No diagrama de Nyquist, 



NASCIMENTO, J.M. Estudo da interação de peptídeos multifuncionais... 

22 
 

cada ponto representa a impedância em dada frequência (Zoltowski, 1994; Alves e 

Brett, 2002). 

 

 

Figura 10. Gráficos da impedância. (A) Gráfico de Nyquist; (B) Gráficos de Bode. –Z” = componente 

imaginária da impedância; Z’ = componente real da impedância; ω = frequência; RΩ = resistência de 

solução; RCT = resistência de transferência de carga; |Z| = módulo da impedância. Fonte: Damos et al. 

(2004). 

 

 

 A partir da Fig. 10a é observado que em regiões de altas frequências a 

componente real da impedância fornece informações sobre a RΩ e em regiões de baixa 

frequência sobre RΩ + Rct. Avaliando o comportamento dielétrico em função da 

frequência, é possível inferir como obter informações sobre a resistência da solução na 

região de altas frequências e na região de baixas frequências sobre o processo de 

resistência à transferência de carga que ocorre no eletrodo (Damos et al., 2004). 

 As representações de log |Z| (|Z| - módulo da impedância) e ϕ (ângulo de fase) 

versus log ω (ω - frequência), chamadas de curvas de Bode (Fig. 10b), fornecem 

informações sobre processos de relaxação que ocorrem em uma dada frequência 

chamada de frequência de relaxação, complementando as informações obtidas no 

diagrama de Nyquist. Os processos de relaxação têm relação com as diferenças entre o 

potencial aplicado e defasagem da resposta ao estímulo devido à reorientação dos 

dipolos permanentes do sistema (Barsoukov e Macdonald, 2005). As alterações no 

módulo da impedância indicam os efeitos da resistência à transferência de carga no 

sistema. Por outro lado, à medida que há aumento da frequência do sistema observam-se 

alterações no ângulo de fase entre o potencial aplicado e a corrente resultante. Esta 

alteração no ângulo de fase possibilita a obtenção de informações sobre a componente 
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capacitiva do sistema, uma vez que as componentes capacitivas introduzem um 

comportamento cossenoidal na corrente (Sluyters-Rehbach e Sluyters, 1970).  

 Outros elementos podem ser necessários para descrever o comportamento da 

interface, tais como: a capacitância de dupla camada (Cdl), o elemento de fase constante 

(CPE), a resistência de transferência de carga (RCT), o elemento de Warburg (W), entre 

outros. Os dois primeiros elementos estão relacionados a processos de polarização 

molecular ou iônica que ocorrem na interface, enquanto que os dois últimos estão 

relacionados à cinética das moléculas na interface devido ao fluxo de íons e a difusão de 

massa na mesma. O CPE está relacionado a processos de absorção não-uniforme e 

difusão na interface eletrodo/eletrólito de íons que atravessam a dupla camada elétrica, 

sendo extremamente dependente da frequência no regime de baixas frequências (Lima, 

2010).  

 Um dos circuitos equivalentes mais utilizados em estudos de interações de 

superfície (interface eletrodo/eletrólito) é o circuito de Randles (Fig. 11). Neste circuito 

é possível observar os elementos que representam os processos que ocorrem nos 

eletrodos e na solução: a capacitância de dupla camada elétrica (Cdl), que surge na 

interface eletrodo/solução devido à distribuição de cargas na interface; a resistência 

ôhmica da solução (Rs) ao transporte de íons entre os eletrodos; a resistência à passagem 

de corrente elétrica (Re), a qual está relacionada ao movimento de íons na interface 

quando um potencial é aplicado; e a impedância de Warburg (W) que representa a 

resistência no transporte de massa das espécies eletroativas (Brett & Brett, 1996). 

 

Figura 11. Modelo do circuito de Randles. Rs = resistência de solução; Cdl = capacitância da dupla 

camada elétrica; Re = resistência de transferência de carga do eletrodo; W = elemento de Warburg. 

 

 A Cdl possui um comportamento similar a de um capacitor de placas paralelas 

(modelo Helmholtz), devido à distribuição dos íons na interface eletrodo/solução. 

Próximo à interface, as cargas estão ligadas devido a ação do potencial aplicado 

(camada de Helmholtz). Em regiões mais distantes da interface, os íons são ditos semi-
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ligados e distribuídos de forma difusa (camada de Gouy-Chapman) (Shaw, 1992; 

Myers, 1999). Os íons livres estão distribuídos no volume da solução e são responsáveis 

pela condutividade iônica que está associada à resistência da solução (Araújo et al., 

2010). A camada de Helmoltz é pronunciada no regime de baixa agitação térmica onde 

as cargas estão sobre ação do potencial do eletrodo e uniformemente distribuídas na 

interface formando um típico capacitor de placas paralelas (Fig. 12) (Perelman e 

Ginosar, 2008).  

 

 

  

Figura 12. Distribuição de íons em solução mostrando diferentes camadas representativas (acima) e 

comparação da interface eletrodo/solução com um capacitor do circuito elétrico (modelo de Helmhotz) 

(abaixo). Fonte: Lima, 2010, com modificações. 

 

 Apesar da espectroscopia de impedância ter sido originada no campo da 

engenharia elétrica, a técnica ganhou força e se tornou uma ferramenta de 

caracterização devido à possibilidade de mensurar constantes dielétricas de soluções 

eletrolíticas e de fluidos orgânicos. A partir daí a espectroscopia de impedância tem sido 

empregada nos mais diversos estudos, tais como avaliação de membranas, suspensão 

sanguínea, tecidos biológicos, reações eletroquímicas em interfaces, corrosões, sistemas 
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coloidais, construção de sensores, entre outros (MacDonald, 1992; Orazem e Tribollet, 

2008). Essas análises vêm sendo realizadas através de espectroscopia de impedância 

elétrica (EIE) ou eletroquímica (EIS), onde ambas possuem basicamente a mesma 

fundamentação teórica e algumas diferenças experimentais. Para mensurar amostras em 

soluções, a EIE geralmente utilizada um sistema de eletrodos metálicos de placas 

paralelas atuando como um capacitor, o qual recebe diretamente o estímulo elétrico 

(Lima, 2010). A EIS, por sua vez, é realizada em uma célula eletroquímica contendo 

uma solução redox e três eletrodos, sendo um eletrodo de trabalho (ET), um contra-

eletrodo (CE) e um eletrodo de referência (ER) (Fig. 13). O ET é o que sofrerá a 

modificação com a (bio)molécula a ser estudada para posterior análise. O CE é 

constituído de um material inerte na faixa de potencial que se deseja trabalhar, tendo 

como função atuar como fonte de elétrons. O ER fornece um valor de potencial 

constante à célula eletrolítica, o mesmo é necessário por que a diferença de potencial 

entre o ET e CE varia devido à mudança na resistência elétrica da solução, o que ocorre 

devido à cinética de transferência de massa e redução dos íons (Neckel, 2009). O 

potencial é aplicado sobre o ER e o estímulo é passado para os demais eletrodos. Neste 

tipo de sistema, a resistência é associada à passagem de elétrons entre o par redox e a 

interface do eletrodo de trabalho (Andrade et al., 2011). 

 

 

Figura 13. Representação esquemática de um potentiostato/galvanostato (esquerda) e uma célula 

eletroquímica de três eletrodos (direita). ET = eletrodo de trabalho; ER = eletrodo de referência e CE = 

contra-eletrodo. 
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 A espectroscopia de impedância é uma técnica útil que pode ser aplicada para 

monitorar a integridade das membranas lipídicas sobre um eletrodo em modo 

estacionário ou em tempo real. Esta técnica é sensível a pequenas alterações nas 

propriedades da membrana, tais como a espessura e heterogeneidade da membrana e 

permeação de íons (Nascimento et al., 2012). Além disso, as características dos 

peptídeos formadores de poros e proteínas que interagem com as membranas podem ser 

avaliadas por espectroscopia de impedância, uma vez que a resistência das bicamadas 

lipídicas é conhecida por ser extremamente sensível à formação de poros (Cornell et al., 

1997; Vockenroth et al., 2008; Sugihara et al., 2012). 

 Chang e colaboradores (2008b) demonstraram que parâmetros elétricos podem 

ser usados para descrever o comportamento impedimétrico da membrana, por adotarem: 

(i) os valores da resistência da membrana (Rm) como uma medida de vazamento da 

membrana, ou seja, o grau de ordem dos lipídios e a presença de canais de íons ou 

defeitos da membrana, (ii) o expoente n referente à homogeneidade da membrana, e (iii) 

a capacitância de membrana (Cm) como uma medida da espessura da membrana. Estes 

autores aplicaram a EIS como uma nova abordagem experimental para estudar a 

superfície de bicamadas suportadas visando o monitoramento das alterações nas 

propriedades da membrana, tais como a espessura, permeabilidade iônica e 

homogeneidade, após a exposição aos PAMs. 

 

2.5.2. Voltametria Cíclica 

 A voltametria cíclica (VC) é uma técnica eletroanalítica que se baseia nos 

fenômenos que ocorrem na interface entre a superfície do eletrodo de trabalho e a 

camada fina de solução adjacente a essa superfície (Brett & Brett, 1993). A VC é a 

técnica mais comumente utilizada para adquirir informações qualitativas sobre os 

processos eletroquímicos. A eficiência da VC resulta de sua habilidade de rapidamente 

fornecer informações sobre a termodinâmica de processos redox, da cinética de reações 

heterogêneas de transferência de elétrons e sobre reações químicas acopladas a 

processos adsortivos (Brett & Brett, 1996; Bard e Faulkner, 2001). Os sinais de 

correntes fornecidos pela VC são baseados nas espécies eletroquímicas consumidas e/ou 

geradas durante o processo de interação biológica e química de uma substância 

biologicamente ativa e um substrato (Oliveira et al., 2011). 
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 Para que seja possível determinar um analito por VC é necessário que o analito 

em questão seja eletroativo, ou seja, que ele oxide ou reduza em uma região de 

potencial aplicado, na qual a transferência de elétrons seja favorável 

termodinamicamente ou cineticamente, criando-se um fluxo de elétrons (Brett & Brett, 

1996;  Bard e Faulkner, 2001). As informações sobre o analito são obtidas por meio da 

medição da magnitude da corrente elétrica que surge no eletrodo de trabalho ao se 

aplicar um potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo de referência. O 

parâmetro aplicado é o potencial (E) e o parâmetro medido é a corrente resultante (i). O 

registro da corrente em função do potencial é denominado voltamograma (Fig 14), e a 

magnitude da corrente obtida pela transferência de elétrons durante um processo de 

oxirredução (Eq. 4) pode ser relacionada com a quantidade de analito presente na 

interface do eletrodo. 

 

    O + ne
- 
 ↔ R    ,  Eq. 4 

 

onde O é a forma oxidada do analito e R, a forma reduzida (Pacheco et al., 2013). 

 O potencial aplicado na VC é varrido linearmente na forma de onda triangular 

em função do tempo (Fig. 14a), e a depender da informação desejada é possível realizar 

ciclos simples ou múltiplos (Pacheco et al., 2013). Durante a varredura do potencial, o 

potenciostato mensura a corrente resultante. No modo galvanostato, por sua vez, ocorre 

a varredura da corrente e a diferença de potencial entre o eletrodo de trabalho e o de 

referência é medida (Lojou e Bianco, 2006). 

 A VC fundamenta-se na aplicação de um valor de potencial no qual nenhuma 

redução ocorre. Posteriormente, com o aumento do potencial para regiões mais 

negativas (catódica) ocorre a redução do composto em solução, gerando um pico de 

corrente (ip) proporcional à concentração do mesmo. Por conseguinte, quando o 

potencial atingir um valor no qual nenhuma reação de redução ocorre o potencial é 

varrido no sentido inverso até o valor inicial (Fig. 14b). No caso de uma reação 

reversível, os produtos que tiverem sido gerados no sentido direto (localizados 

próximos à superfície do eletrodo) serão oxidados, gerando um pico de potencial (Ep) 

simétrico ao pico da redução (Pacheco, 2004; Lojou e Bianco, 2006). 
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Figura 14. Variação da aplicação do potencial com varredura linear versus o tempo em voltametria 

cíclica (A) e esquema representativo de um voltamograma cíclico (B). Ep+ e Ep- são os picos de potencial 

anódico e catódico, e ip+ e ip- são os picos de corrente anódico e catódico, respectivamente. 

 

 O potencial aplicado no eletrodo de trabalho atua como a força motriz para a 

reação eletroquímica. O potencial aplicado possibilita a espécie presente na solução 

estar no estado oxidado ou reduzido na superfície do eletrodo. Na medida em que o 

potencial se torna mais negativo, o eletrodo se torna uma fonte de elétrons favorecendo 

a redução das espécies na interface eletrodo-solução. No caso de potenciais positivos, a 

oxidação das espécies será favorecida. Por esta razão, quando se faz uma varredura de 

potencial no sentido negativo usa-se a denominação de varredura catódica, enquanto 

que uma varredura de potencial no sentido positivo é a varredura anódica (Brett & Brett, 

1996; Lojou e Bianco, 2006; Pacheco et al., 2013).  

 As reações que ocorrem no eletrodo são determinadas por dois componentes 

principais: a transferência difusional de massa do analito em solução para a superfície 

do eletrodo e a transferência heterogênea de carga entre o analito e o eletrodo. Para uma 

reação reversível, ou seja, uma reação que ocorre com velocidade suficientemente alta 

para estabelecer um equilíbrio dinâmico na interface, apenas a etapa de transferência de 

massa irá contribuir para o processo oxirredução e o pico de corrente (ip) é dada por: 

 

   ip = (2,69.10
5
)n

2/3
AD0

1/2
v

1/2
C0  , Eq. 5 
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onde n é o número de elétrons envolvidos no processo, A é a área do eletrodo (cm
2
), D0 

é o coeficiente de difusão (cm
2
.s

-1
) e C0 é a concentração da espécie em solução 

(mol.cm
-3

), v é a velocidade de varredura (V.s
-1

).  

 Por outro lado, quando a velocidade de transferência de carga é lenta comparada 

com a velocidade de varredura, as concentrações das espécies oxidadas (O) e reduzida 

(R) não serão apenas função do potencial. Neste caso, os termos α (coeficiente de 

transferência) e Ks (velocidade de transferência de carga) devem ser considerados. 

Nestas circunstâncias, a equação que descreve o pico de corrente (ip) é dada por 

 

  ip = (2,99.10
5
)n(αn)

1/2
AC0D0

1/2
v

1/2  
,
  

Eq. 6 

 

 Na última situação, o voltamograma costuma apresentar apenas pico anódico, o 

qual se desloca com o aumento da velocidade de varredura, sendo ainda variável em 

função do α e Ks (Pacheco et al., 2013). 

 Apesar de não ser muito utilizada, a VC tem desmonstrado ser uma técnica 

sensível e útil no estudo da interação PAM-membrana, através do monitoramento da 

resposta amperométrica da modificação da membrana sobre o eletrodo induzida pela 

ação dos PAM (Nascimento et al., 2012). 

 

 

2.5.3. Espectroscopia de Ressonância de Plásmons de Superfície  

 A espectroscopia de ressonância de plásmons de superfície (RPS) é uma técnica 

poderosa para a caracterização de (bio)materiais, a qual permite a análise em tempo real 

de interações moleculares sem o uso de marcadores específicos (Oliveira et al., 2011). A 

RPS é um fenômeno quântico electromagnético resultante da interação da luz com 

elétrons livres em uma interface metal-dielétrico, resultando numa oscilação de onda de 

propagação de densidade de carga ao longo da interface entre dois meios com 

constantes dielétricas distintas (Fig. 15) (Abdulhalim et al., 2008; Andrade et al., 2011). 
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Figura 15. Fenômeno de ressonância de plásmons superficiais. Após a incidência de uma onda 

eletromagnética sobre a partícula de ouro (em vermelho) ocorre a interação da luz com os elétrons livres 

(em amarelo) resultando numa oscilação de densidade de carga, ou seja, o fenômeno de RPS. Fonte: 

http://www.olharnano.com/artigos/4001/21001/Resson%C3%A2ncia-plasm%C3%B4nica-e-as-cores-das-

nanopart%C3%ADculas. Disponível em 30/07/2013. 

  

 A RPS também pode ser usada para estudar fenômenos de superfície através do 

monitoramento das mudanças do índice de refração devido a alterações na superfície do 

metal (Green et al. 2000). O metal deve exibir um comportamento de elétrons livres, 

sendo os mais adequados prata, ouro, cobre ou alumínio (Carvalho et al., 2003). 

 A RPS é uma técnica de análise de superfície em que o ligante é imobilizado 

sobre um suporte sólido e o soluto está em solução. Neste ponto de vista, o evento de 

ligação pode ser facilmente detectado e analisado (Abdulhalim et al., 2008). O 

fenômeno de RPS provoca uma alteração na intensidade da luz refletida e estas 

alterações podem ser detectadas. A figura 16 mostra o esquema de um perfil de 

adsorção de uma monocamada de proteína sobre uma superfície metálica monitorada 

por RPS. Inicialmente, uma linha de base é obtida a partir de uma solução tampão. A 

proteína ao ser adicionada à superfície metálica é rapidamente adsorvida até atingir o 

equilíbrio ou saturação da superfície, resultando no aumento do ângulo de ressonância 

de RPS. Após atingir este patamar, o sistema é lavado com a solução tampão para 

retirada das proteínas fracamente ligadas (Fig. 16). A extensão da adsorção é medida 

através da diferença entre o ângulo de ressonância inicial e o final (Green et al., 2000). 
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Figura 16. Representação esquemática de um perfil de adsorção de uma proteína monitorado por RPS. 

Fonte: Green et al. (2000).  

 

 

 

 As mudanças nas propriedades ópticas dependem de vários fatores, tais como a 

espessura da camada do metal, comprimento de onda da luz e da massa adsorvida na 

superfície do sensor (Hall et al., 2003). Otto e Kretschmann desenvolveram de forma 

independente dois diferentes sistemas experimentais para excitação do plasma de 

superfície. Porém a configuração de refletância total atenuada, desenvolvida por 

Kretschmann, é normalmente usada na maior parte dos instrumentos de RPS (Carvalho 

et al., 2003). Neste sistema ocorre uma condição de reflexão interna total, a qual se 

baseia na dispersão de uma fração da onda incidente na interface resultando em um 

campo electromagnético evanescente. Esta fração da radiação incidente acopla-se aos 

elétrons livres oscilantes do metal, de forma que alterações nas proximidades da 

interface metal/ambiente promovem uma alteração nas condições de ressonância do 

sistema, resultando num deslocamento no ângulo de RPS (Fig. 17).  
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Figura 17. Representação esquemática da RPS e formação do campo evanescente baseado na 

configuração de Kretchmann. Os ângulos de RPS θSPR1 e θSPR2 representam a fonte de luz na presença e 

ausência de espécimes sobre o filme metálico, respectivamente. Kps é o vetor de onda de uma superfície 

de plasma. 

. 

 

 A relação entre o vetor de onda do campo evanescente (Kev) e o ângulo de 

incidência da luz é dada pela equação 

 

   Kev = w0/c .ηg sen θ     ,   Eq. 7 

 

onde w0 é a frequência da luz incidente, ηg o índice de refração do meio denso (vidro), θ 

o ângulo de incidência da luz e c a velocidade da luz no vácuo (Green et al., 2000; 

Carvalho et al., 2003). O vetor de onda de uma superfície de plasma (Kps) pode ser 

aproximadamente 

 

   Ksp = w0/c . (εmηs
2
/ εm + ηs

2
)
1/2  ,   Eq. 8 

 

onde εm é a constante dielétrica do filme metálico e ηs é o índice de refração do meio 

dielétrico (Green et al., 2000; Carvalho et al., 2003).  

 Na equivalência entre os vetores de onda da componente paralela do fóton 

incidente de luz e do plasma de propagação, isto é, Kev = Ksp (Eq. 7 e 8), existe uma 

redução na refletância devido à formação da onda evanescente que se propaga através 
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da superfície do metal e interage com o ambiente externo (Green et al., 2000; Carvalho 

et al., 2003).  Estas alterações no ângulo de ressonância podem ser detectadas por uma 

matriz bidimensional de fotodiodos, tornando possível utilizar o fenômeno de RPS para 

o monitoramento das alterações temporais na superfície do sensor através da 

ressonância do ângulo em função do tempo (Daghestani e Day, 2010). Os plásmons de 

superfície são gerados na superfície do metal em função de um ângulo crítico de 

incidência, sendo as alterações da resposta óptica proporcionais à quantidade de 

moléculas ligadas à superfície do metal. Peptídeos com massa molecular reduzida 

como, por exemplo, 500 Da, podem interagir na superfície de membranas lipídicas 

depositadas na superfície metálica e provocar mudanças no índice de refração (Stenberg 

et al., 1991; Besenicar et al., 2006). 

 A técnica de RPS tem sido utilizada para avaliar os mecanismos de associação 

peptídeo-membrana através da observação da taxa e quantidade de peptídeo adsorvido e 

dessorvido sobre as bicamadas lipídicas imobilizadas (Fernandez et al., 2009; 

Nascimento et al., 2012). A espectroscopia de RPS combina a capacidade de monitorar 

a quantidade de moléculas adsorvidas continuamente com alta sensibilidade, dando 

informações valiosas da cinética e termodinâmica da interação peptídeo-lipídio (Huber e 

Mueller, 2006).  

 O processo de ligação peptídeo-membrana pode ser considerado como uma 

ligação simples de peptídeos (P) e lipídios (L) e a inserção adicional dentro das 

membranas (Mozsolits et al., 2001), como se segue 

 

    P + L ↔ PL   ,    Eq . 9 

 

 Mozsolits et al. (2001) propuseram que a equação da taxa diferencial 

correspondente para este modelo de reação é 

 

  dR/dt = ka × [Cp] × Rmax - (ka × [Cp] + kd ) × R   , Eq . 10 

 

onde ka e kd são as constantes das taxas de associação e dissociação, respectivamente;  

Rmax é o sinal máximo (proporcional à concentração inicial de L); [Cp] é a concentração 

do peptídeo e R é o sinal óptico, o qual é proporcional à quantidade de Peptídeo/Lipídio 

(PL). Em adição, também é possível considerar o modelo de reação de duas etapas 
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(onde o primeiro passo é a ligação e o segundo é a inserção do peptídeo na membrana) 

(Mozsolits et al., 2001; Papo e Shai, 2003) que corresponde à 

 

      ,   Eq. 11 

 

 Na segunda etapa PL é alterado para PL*, onde peptídeos e lipídios não podem 

se dissociar diretamente para P + L, correspondendo a uma inserção parcial do peptídeo 

na membrana lipídica (Mozsolits et al., 2001). Inicialmente, a ligação pode ser regida 

principalmente por atração eletrostática do peptídeo iônico à cabeça polar do lipídio. No 

entanto, algumas exceções podem ser observadas, onde a inserção do peptídeo depende 

da conformação estrutural das cadeias de hidrocarbonetos e pode ser governada pelo 

equilíbrio hidrofóbico/hidrofílico da associação peptídeo-membrana (Seelig, 2004; 

Migliolo et al., 2012).  

 

 

2.5.4. Espalhamento dinâmico de luz e Potencial zeta 

 

 O espalhamento dinâmico de luz (EDL) é uma técnica bastante utilizada na 

determinação de tamanhos de partículas (Domingues et al., 2008). A técnica baseia-se 

no princípio de dispersão de luz após a colisão da mesma com pequenas partículas. 

Utilizando um laser como fonte de luz é possível observar uma flutuação na intensidade 

do espalhamento que varia em função do tempo, devido ao movimento Browniano das 

partículas (movimento aleatório das moléculas). Através de procedimentos matemáticos 

é possível associar essa variação de intensidade de espalhamento de luz em função do 

tempo ao tamanho das partículas dispersas em solução (Berne e Pecora, 1990; Brown, 

1996; Domingues et al., 2008). 

 Partículas menores movem-se mais rapidamente que partículas grandes, e 

portanto possuem coeficiente de difusão (D) maior. Para uma dispersão de partículas 

esféricas, o coeficiente de difusão (D) é inversamente proporcional ao raio 

hidrodinâmico (Rh) das partículas, como mostra a equação de Stokes-Einstein: 
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hR

kT
D

6
      Eq. 12 

    

 

onde k é a constante de Boltzmann, η é a viscosidade e T é a temperatura (Cardoso, 

2001). 

 Além do raio hidrodinâmico, a carga superficial de partículas em solução 

também pode ser medida. O potencial zeta reflete o potencial de superfície das 

partículas, o qual é influenciado pelas mudanças na interface com o meio dispersante, 

em razão da dissociação de grupos funcionais na superfície da partícula ou da adsorção 

de espécies iônicas presentes no meio aquoso de dispersão (Schaffazick e Guterres, 

2003). 

 Esta técnica pode ser usada para prever a estabilidade de suspensões ou 

emulsões coloidais, oferecendo insumos sobre as causas da dispersão, agregação ou 

floculação de partículas. Desta forma, o potencial zeta tem tido diversas aplicações nas 

indústrias farmacêuticas, de agroquímicos, de tintas, de mineração, bem como no 

tratamento de água. 

 Partículas carregadas suspensas em solução atraem íons de sinais opostos para 

sua superfície. Estes íons são fortemente ligados formando uma camada sobre a 

superfície da partícula, chamada de camada de Stern. Outra camada ligada à camada de 

Stern é formada por íons difusos mais livremente. Dentro dessa camada difusa existe 

um limite ideal no qual a partícula se torna estável. Quando uma partícula se move na 

presença de um campo elétrico os íons fortemente ligados movem-se com ela. No 

entanto, os íons da fronteira difusa não se movem juntamente com a partícula. O 

potencial elétrico que existe neste limite, no plano de cisalhamento, é então denominado 

de potencial zeta (Fig. 18) (Domingues et al., 2008; Kaszuba et al., 2010). Este 

potencial é calculado através da mobilidade eletroforética das partículas em solução, sob 

um campo elétrico, para um elétrodo de carga oposta, a qual pode ser medida utilizando 

aproximação de Smoluchowski: 

  



U    Eq. 13 

 

onde U é a mobilidade, η é a viscosidade, ε é a constante dielétrica da água pura e ζ é o 

potencial zeta. 
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Figura 18. Representação esquemática da dupla camada que circunda uma partícula em meio aquoso. O 

potencial que existe no plano de cisalhamento é conhecido como potencial zeta. Fonte: 

http://nanocomposix.com/kb/general/characterization-techniques. Disponível em 25/03/2014. 

 

 

 As técnicas baseadas na dispersão de luz são uma das possíveis abordagens não 

invasivas para estudar as interações peptídeo/membrana (Domingues et al., 2008). O 

EDL e o potencial-ζ tem tido grande aplicabilidade em trabalhos com PAMs, uma vez 

que: (i) a técnica de EDL é bastante sensível às mudanças na forma, tamanho e 

agregação de partículas, sendo a agregação de vesículas lipídicas induzida por peptídeos 

facilmente detectadas, e (ii) quando peptídeos carregados interagem com vesículas 

carregadas, a mobilidade eletroforética resultante das entidades supramoleculares é 

alterada, permitindo que a carga superficial das membranas envolvidas na interação 
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sejam medidas através do potencial ζ (Santos et al., 1997; Philo, 2006; Domingues et 

al., 2008; Freire et al., 2011; Torcato et al., 2012). 

 

 

2.5.5. Espectroscopia de fluorescência 

 

 A espectroscopia de fluorescência é uma técnica baseada no uso de ondas 

eletromagnéticas que analisa a fluorescência de uma amostra, sendo esta resultante 

da absorção de energia radiante e emissão de parte desta energia na forma de luz, com 

menor energia que a luz incidente (Valeur, 2001). Duas características são essenciais na 

espectroscopia de fluorescência: o comprimento de onda em que uma dada substância 

absorve (comprimento de onda de excitação) e o comprimento de onda onde a 

substância emite (comprimento de onda de emissão) (Atvars e Martelli, 2002; Lima, 

2010). 

 Uma molécula ao absorver radiação tem os estados eletrônicos modificados, isto 

é, os elétrons que absorvem a radiação são excitados do estado fundamental para um 

excitado. Posteriormente, relaxa novamente para o estado fundamental na forma de 

calor, passando pelos níveis vibracionais, ou fazendo conversões internas até atingir 

nível de menor energia. A partir deste estado três fenômenos podem ser associados os 

seguintes comportamentos físicos:  

 A molécula perderá energia através da emissão de um fóton, voltando ao estado 

fundamental, sendo este fenômeno dito fluorescência;  

 A molécula passará para um estado tripleto excitado através de um cruzamento 

intersistema e voltará ao nível vibracional de menor energia, fenômeno chamado 

de fosforescência;  

 A molécula perderá energia de uma forma não radiativa, ou seja, não emitirá 

nenhum fóton e retornará ao estado fundamental (Lakowicz, 2006; Archilha, 

2008).  

 Esses fenômenos estão representados no diagrama de Jablonski (Fig. 19). 
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Figura 19. Diagrama de Jablonski, representando os fenômenos de absorção e 

relaxação de uma molécula. Fonte: Sotomayor et al., 2008. 

 

 O processo de relaxação por fluorescência tem um tempo de vida muito curto 

(~10
-8

s) e é dito permitido, pois envolve o estado singleto, onde o spin do elétron no 

orbital excitado mantém sua orientação original (Fig. 20). Por outro lado, na 

fosforescência a orientação do elétron que foi promovido ao estado excitado é invertida 

(estado excitado tripleto). Em consequência da retenção da orientação original, a 

fluorescência é intrinsecamente um fenômeno luminescente mais comum que a 

fosforescência, competindo eficientemente com processos de desativação não-radiativos 

do estado excitado. Como consequência direta disso, é possível observar facilmente 

fluorescência na temperatura ambiente e diretamente em solução, o que torna o 

procedimento experimental fluorimétrico bastante simples (Luiz, 2009).  

 

 

Figura 20. Representação do estado fundamental e dos estados excitados singleto e tripleto. Fonte: 

Coelho, 2004. 
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 A técnica de fluorescência usa os espectros de emissão e excitação para analisar 

e interpretar os resultados na busca de padrões como deslocamento do pico de emissão, 

aumento da intensidade de fluorescência e supressão da fluorescência. Com essa 

identificação é possível obter informações como conformação da molécula e suas 

interações com solventes (Lima, 2010). 

 Para que ocorra a fluorescência, uma molécula precisa ter estrutura apropriada e 

estar em um meio que favoreça a desativação radiativa, sendo esses dois fatores críticos 

na magnitude da eficiência quântica fluorescente (ϕf) de uma substância. A eficiência 

quântica fluorescente de uma substância é a razão entre o número de fótons emitidos por 

fluorescência e o número de fótons absorvidos (Equação 14). Uma molécula será 

significativamente fluorescente se sua eficiência quântica tiver magnitude considerável 

(entre 0,1 e 1). 

     ϕf  = IF/IA    ,  Eq. 14 

 

onde IF e IA são respectivamente as intensidades da radiação fluorescente e absorvida 

(Coelho, 2004). 

 A fluorescência sofre uma forte influência do microambiante ao redor da 

molécula fluorescente, podendo assim ser utilizada para investigações físico-químicas, 

bioquímicas e em sistemas biológicos. Sondas fluorescentes referem-se a uma variedade 

de moléculas e íons que, sob apropriada excitação eletromagnética, emitem luz (Winnik 

e Regismond, 1996). A 5(6)-carboxifluoresceína (5(6)-CF) é uma sonda fluorescente 

hidrossolúvel caracterizada por apresentar o fenômeno conhecido como auto-supressão 

da fluorescência quando se encontra em alta concentração (>50 mM), tendo seus 

comprimentos de excitação e emissão em torno de 490nm e 512nm, respectivamente 

(Chen e Knutson, 1988). Isto significa que quando preparada a uma concentração alta, a 

5(6)-CF não fluoresce, mas se preparada em baixas concentrações apresentará 

fluorescência. Este fenômeno auxilia no estudo da permeabilização de vesículas 

lipídicas. Vesículas preparadas com 5(6)-CF em seu interir numa concentração alta não 

apresentam fluorescência. Contudo, através da lesão originada na vesícula por qualquer 

agente que altere a sua barreira de permeabilidade resulta na saída da 5(6)-CF para o 

meio extravesicular a favor do gradiente de concentração e, desta forma, resulta na 

diluição da 5(6)-CF no meio externo e aumento da fluorescência (Fig. 21). Este 

aumento pode ser medido em função do tempo e da concentração do agente lítico (isto 
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é, responsável pela lesão na membrana) e assim obter o curso temporal e a dose 

dependência da permeabilização (Ambroggio et al. 2005; Torcato et al., 2012). 

 

 

Figura 21. Princípio do vazamento de vesículas com um marcador que apresenta auto-supressão. 

 

 Devido à capacidade dos PAMs interagirem com as membranas biológicas, os 

experimentos de vazamento de vesículas induzido por peptídeos têm se tornado uma 

experiência padrão para investigar a interação peptídeo/membrana e o potencial de 

toxicidade dos peptídeos (Ambroggio et al. 2005; Andersson et al., 2007; Domingues et 

al., 2012; Torcato et al., 2012). A habilidade do PAM em induzir a permeação ou 

ruptura de membranas pode ser quantificada através do emprego de vesículas lipídicas 

contendo algum corante fluorescente como descrito no parágrafo anterior. A 

porcentagem de vazamento induzido é inferida pelo aumento de fluorescência no meio 

após a ação do PAM. Um detalhe importante nestes ensaios de vazamento é conhecer a 

fluorescência máxima do corante fluorescente encapsulado, para estimar qual percentual 

de fluorescência foi induzido pelo peptídeo.  Para isto após o tempo de ação do peptídeo 

é usado um detergente, em geral o triton ou polidodecanol, para certificar que todas as 

membranas foram rompidas (Torcato et al., 2012). 

 

 

  



NASCIMENTO, J.M. Estudo da interação de peptídeos multifuncionais... 

41 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 Utilizar parâmetros eletroquímicos e ópticos para elucidar o mecanismo de ação 

dos peptídeos com atividade antimicrobiana Magainina I, Pa-MAP, LL-37, Clavanina A 

e Clavanina X, empregando modelos de biomembranas. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Sintetizar lipossomas revestidos e não revestidos pelo copolímero tribloco 

Synperonic; 

 Encapsular a MagI nos lipossomas com e sem o revestimento de Synperonic 

para avaliação da estabilidade dos mesmos; 

 Determinar o tamanho e a carga superficial dos lipossomas; 

 Obter monocamadas automontadas, a partir de lipossomas com e sem 

revestimento de Synperonic, sobre eletrodo de ouro modificado com 3-

mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS); 

 Utilizar a voltametris cíclica e a espectroscopia de impedância eletroquímica 

para avaliar o processo de adsorção da MagI sobre o eletrodo modificado com as 

membranas revestidas ou não com o Synperonic; 

 Analisar as propriedades interfaciais da interação MagI-membrana; 

 Determinar a resistência de transferência de carga e a dupla camada elétrica das 

membranas antes e após a exposição aos peptídeos Pa-MAP e LL-37; 

 Utilizar a espectroscopia de impedância elétrica para elucidar o mecanismo de 

ação do Pa-MAP e do LL-37; 

 Utilizar a microscopia eletrônica de varredura para avaliar a morfologia das 

membranas depositadas em suporte sólido antes e após a exposição do Pa-MAP 

e do LL-37; 

 Avaliar a interação peptídeo-membrana utilizando as ClavA e ClavX e vesículas 

lipídicas; 

 Produzir um manuscrito a partir da revisão da literatura realizada. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.2. MATERIAIS 

 Os peptídeos utilizados neste trabalho foram a Magainina I sintética obtida da 

Sigma Chemical (St. Louis, EUA), o LL-37, adquirido da China Peptides (Hong-Kong, 

China) e a Clavanina A, da JPT Peptide Technologies (Berlin, Alemanha); todos com 

95% de pureza. O Pa-MAP e a Clavanina X foram sintetizados e cedidos pelo grupo de 

pesquisa em Proteômica da Universidade Católica de Brasília, que atua sob a 

coordenação do professor Octávio Luiz Franco. A síntese do Pa-MAP e da ClavX foi 

realizada pelo método de fase sólida utilizando a estratégia de N-9-

fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) (Chan e White, 2000). Na Tabela 1 encontram-se as 

sequências dos peptídeos estudados. 

 

Tabela 1. Peptídeos estudados e suas respectivas sequências.   

Peptídeo Sequência 

Clavanina A VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF 

Clananina X FLPIIVFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF 

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 

Magainina I GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS 

Pa-MAP HTASDAAAAAALTAANAAAAAAASMA 

 

 

 A fosfatidilcolina de soja (Epikuron 200, 98%) foi obtida da Lucas Meyer 

(Hamburgo, Alemanha). O 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC, 

99%) e o 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-(fosfo-rac-(1-glicerol)) (POPG, 99%) foram 

obtidos da Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). O 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-

fosfatidilcolina (DPPC, 99%), o colesterol e o 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTS) 

foram obtidos da Sigma Chemical (St. Louis, EUA). O Synperonic F68 foi adquirido da 

Serva Electrophoresis (Heidelberg, Alemanha). O ferri- e ferrocianeto de potássio foram 

obtidos da VETEC (Brasil).  O ácido 2-(4-(2-Hidroxietil)-1-piperazinil)-etanosulfonico 

(HEPES) e o cloreto de sódio foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Todos 

os reagentes químicos e solventes foram de grau analítico e utilizados como recebidos, 

sem purificação adicional. A água utilizada foi obtida a partir de um sistema de 

purificação Milli-Q (Billerica, EUA). 
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4.2. MÉTODOS  

 

Formulação de lipossomas revestidos e não revestidos  

 Os lipossomas (Lip) foram obtidos através de um filme lipídico formado pela 

evaporação do solvente a partir de uma solução orgânica de lipídios (Andrade et al., 

2004). Para a formulação, o fosfolipídio Epikuron 200 (EP) e o colesterol (COL) foram 

utilizados numa razão molar de 7:1. O EP e o COL foram dissolvidos separadamente 

numa solução de clorofórmio/metanol (9:1, v/v), em agitação magnética à temperatura 

ambiente e, posteriormente, misturados e agitados por 10 minutos. Subsequentemente, a 

formulação foi sujeita à baixa pressão (100 mm.Hg
-1

) e agitação (100 rpm, 37 
◦
C) para a 

evaporação do solvente e obtenção dos filmes lipídicos. Posteriormente, os filmes foram 

hidratados com tampão citrato-fosfato (10
-3

M, pH 7,4) e submetidos à agitação 

magnética em temperatura ambiente durante 45 minutos para se obter vesículas 

multilamelares (MLV – do inglês multilamelar vesicles). Em seguida, as suspensões de 

MLV foram submetidas à sonicação durante 120 segundos utilizando uma sonda de 

ultrassom (Unique DES500) na frequência de 17 kHz, e vesículas unilamelares grandes 

e pequenas (LUV e SUV – do inglês large unilamelar vesicles e small unilamelar 

vesicles, respectivamente) foram formadas. Os lipossomas revestidos com Synp foram 

obtidos de acordo com Kostarelos et al. (1998). 0,5% de Synp foi adicionado numa 

solução contendo lipossomas (1:1, v/v) sob agitação magnética à temperatura ambiente 

durante duas horas. Finalmente, as formulações obtidas foram armazenados a 4 
◦
C. 

 

Determinação do tamanho de partícula e potencial zeta 

 As medições de tamanho de partícula e potencial zeta (ζ) foram realizadas 

utilizando um instrumento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, Reino Unido). O diâmetro 

médio hidrodinâmico foi determinado por espalhamento dinâmico de luz detectado em 

um ângulo de 90
◦
 com um laser de He-Ne operando em λ = 633 nm. O ζ foi medido pela 

técnica de mobilidade eletroforética por meio da aproximação de Smoluchowski. Todas 

as medições foram realizadas a 25
◦
C e os resultados apresentados correspondem à 

média de três medidas independentes. 

 

Camadas auto-montadas 

 Para a avaliação da interação da camada fosfolipídica de EP (CF) com a MagI, 

um eletrodo de ouro modificado com MPTS foi utilizado para a obtenção de camadas 
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lipídicas automontadas. As medições óticas foram realizadas utilizando um substrato 

revestido com ouro para a automontagem da monocamada de MPTS devido a 

associação do grupo –SH (sulfidrila ou tiol) com a superfície metálica. Uma solução de 

MPTS em etanol com concentração final de 10
-4

 mol.L
-1

 foi utilizada para o 

revestimento da superfície metálica. O substrato foi imerso nesta solução durante 30 

minutos e, em seguida, lavado com água destilada e etanol. Na sequência, o substrato 

foi incubado a 60
°
C por 1 hora (Piwonski et al., 2005). A Fig. 1 mostra 

esquematicamente as etapas de modificação da superfície do eletrodo e formação da CF 

sobre a superfície com MPTS. As vesículas unilamelares adsorvem espontaneamente 

sobre a superfície do MPTS hidrofóbico para formar uma CF automontada, 

proporcionando uma superfície de membrana modelo plana (Fig. 1). 

 

 

 

Figura 1. Representação esquemática da adsorção de lipossomas (com ou sem Synp) sobre um eletrodo 

de ouro modificado com MPTS e a posterior ação da MagI. 

 

Medidas eletroquímicas 

 As análises eletroquímicas foram realizadas em um potenciostato PGSTAT 

302N (Autolab, Eco Chemie, Holanda) interfaceado com um analisador controlado por 

computador. Uma configuração de três eletrodos, tendo como eletrodo de referência 

Ag/AgCl (saturado com KCl), foi empregada ao longo das análises. Todos os potenciais 

foram referidos a este eletrodo. Eletrodos de platina e de disco de ouro ( = 2 mm) 

foram usados como contra-eletrodo e eletrodo de trabalho, respectivamente. Os 

espectros de impedância foram registrados numa faixa de frequência de 100 mHz a 100 

kHz. A amplitude do potencial de onda senoidal aplicado foi de 10 mV, enquanto o 

potencial de corrente direta (dc) foi limitado ao potencial de circuito aberto, mensurado 

imediatamente antes da aplicação do potencial de onda senoidal.  
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A voltametria cíclica (VC) foi realizada com um potencial de varredura entre 0,7 

e -0,2 V a uma taxa de varredura de 50 mV.s
-1

. As medidas de VC e EIS foram 

realizadas na presença de uma solução de K4[Fe(CN)6]
4-

/K3[Fe(CN)6]
3-

 (1:1) a 10 mM, 

utilizada como uma sonda redox em tampão fosfato salina (PBS, pH 7.4), em diferentes 

fases de preparação do eletrodo modificado. O eletrodo de ouro foi polido 

mecanicamente com Al2O3 (granulosidade de 0,05 µm) e submetido a sonicação em 

água destilada antes de cada experimento. Todas as medidas eletroquímicas foram 

realizadas à temperatura ambiente dentro de uma gaiola de Faraday. 

 

Medidas Dielétricas 

 As medidas de impedância elétrica foram realizadas em um analisador de 

impedância SI 1260 (Solartron, Reino Unido), variando a frequência de 1Hz-1MHz. As 

medidas dielétricas foram realizadas em diferentes potenciais (0V, 0.5V e 1V) e 

amplitude de 100 mV. Para a determinação das partes real (Z') e imaginária (Z'') da 

impedância foi utilizado um aparato instrumental composto por duas placas de aço 

inoxidável em paralelo com as dimensões de 64 × 21 mm a uma distância de 10 mm. A 

escolha do aço inoxidável foi devida à estabilidade fornecida pelo material para a 

montagem de membranas lipídicas (Sejdárková et al., 1997). A limpeza do eletrodo foi 

realizada sequencialmente em clorofórmio e água deionizada em banho ultrassônico. 

Todos os passos experimentais foram realizados em temperatura ambiente e com pelo 

menos três repetições. 

 As membranas de fosfolipídios de DPPC foram obtidas por automontagem sobre 

o eletrodo de aço inoxidável, utilizando o método de revestimento dip-coating (Tien e 

Ottova-Leitmannova, 2003). Inicialmente, o eletrodo foi imerso numa solução de 

clorofórmio contendo o DPPC (1 mg.mL
-1

) e as medições foram realizadas em 

intervalos de 5 minutos. Depois de alcançar o tempo máximo de deposição (30 

minutos), o eletrodo contendo a membrana de lipídios foi imersa num béquer contendo 

5 mL de Pa-MAP ou LL-37 em duas distintas concentrações padrões (10 e 100 μg.mL
-

1
), e as medições elétricas foram realizadas em intervalos de 5 minutos. Antes de cada 

deposição da membrana lipídica, uma medição de EIE com o eletrodo limpo (não 

modificado) foi realizada em água deionizada, a qual serviu como referência de 

comparação para avaliar cada etapa de modificação subsequente. 

  

 



NASCIMENTO, J.M. Estudo da interação de peptídeos multifuncionais... 

48 
 

Instrumentação e medições de Ressonância de Plásmons de Superfície 

 As medidas foram realizadas em um instrumento de RPS de duplo canal Esprit 

(Autolab, Eco Chemie, Holanda) instalado com a configuração de Kretschmann 

(Oliveira et al., 2011). Para as medições de RPS foi utilizado um eletrodo de vidro ótico 

revestido com um filme fino de ouro (Autolab, Eco Chemie, Holanda), sendo o sinal 

obtido registrado em função do tempo. Inicialmente, o sinal de RPS foi registrado 

utilizando uma solução de corrida para estabilizar o eletrodo e permitir o 

estabelecimento da linha de base. Durante cada leitura, os primeiros 200 segundos 

representam a linha de base, após o qual a amostra foi adicionada e deixada para 

interagir com o eletrodo.  

 

Medidas de microscopia eletrônica de varredura 

 As imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) foram obtidas 

utilizando um microscópio JSM 5900 (JEOL Instruments, Japão) a uma voltagem de 

aceleração de 15 kV e distância de trabalho de 5 µm. As amostras foram preparadas na 

superfície de lâminulas de vidro, sendo estas colocadas na superfície de um suporte de 

alumínio estabilizada por fita de carbono. Após secagem à temperatura ambiente, uma 

fina camada de ouro foi depositada nas amostras utilizando um metalizador Bal-Tec 

MSC 050 (EUA) (de Oliveira et al., 2008). As imagens 3D foram obtidas utilizando 

software ImageJ versão 1.31 (Abramoff et al., 2004). 

 

Modelagem Molecular de Pa-MAP  

 O modelo tridimensional para o Pa-MAP foi construído de acordo com Migliolo 

e colaboradores (2012), usando a estrutura do PDB 1jb5 como molde. A estrutura 

peptídica tridimensional teórica foi construída através do programa Modeller v.9.8 

(Eswar et al., 2007). O modelo final foi escolhido após avaliação utilizando o programa 

PROSA II (Wiederstein e Sippl, 2007) para a análise do empacotamento e as 

características de exposição aos solventes, e o PROCHECK para a análise da qualidade 

estereoquímica. As estruturas peptídicas foram visualizadas e analisadas no Delano 

Scientific’s PYMOL http://pymol.sourceforge.net/ (DeLano, 2002). 

 

Interação in silico membrana/Pa-MAP 

 Todos os cálculos foram realizados utilizando o programa AUTODOCK 4.2 

(Morris et al., 2009). A simulação por docking de Pa-MAP foi realizada para uma 



NASCIMENTO, J.M. Estudo da interação de peptídeos multifuncionais... 

49 
 

membrana de DPPC (constituída por 64 lipídios) e 3864 moléculas de água (Marrink et 

al., 1998). Posteriormente, todas as moléculas de água foram removidas e os átomos de 

hidrogênio foram adicionados utilizando o Auto Dock Tool. Um algoritmo genético 

lamarckiano foi utilizado para encontrar o melhor complexo peptídeo-membrana. 

Cinquenta corridas de docking foram implementadas totalizando 335 possíveis modelos 

para o Pa-MAP versus as membranas de DPPC, sendo limitado o grau de liberdade para 

as cadeias laterais. As 335 estruturas geradas foram organizados em um Box Plot para 

identificar a maior quantidade de interações com menor energia livre, e a análise 

mostrou tolerância de 4 Å (Jitonnom et al., 2012). O programa Pymol (DeLano, 2010) 

foi usado para caracterizar as interações peptídicas com a membrana. As análises 

estatísticas foram realizadas através do pacote R para computação estatística 

(http://www.r-project.org). 

 

Preparação das vesículas para as medidas de carga superficial, agregação de vesículas 

e ensaios de permeabilidade 

 As LUVs com diâmetro de aproximadamente 100 nm foram obtidas por extrusão 

de MLVs, segundo Mayer et al. (1986). Para a obtenção dos filmes lipídicos foi 

utilizado o POPC e o POPC:POPG (8:2, p/p) dissolvidos separadamente em 

clorofórmio e misturados sob agitação magnética à temperatura ambiente. Inicialmente, 

as MLVs foram obtidas a partir da hidratação de um filme lipídio seco a vácuo com 

tampão HEPES (pH 7,4) com NaCl 150 mM. Em seguida, a solução contendo as MLVs 

foi submetida a extrusão utilizando seringas 1001RN (Hamilton, Reno, NV) com filtros 

de membrana de 13 mm de diâmetro (poro de 400 nm) e membranas de policarbonato 

de 10 mm (poro de 100 nm) obtidas da Nucleopore - Wathman (Kent, Reino Unido), 

sendo obtidas vesículas de 100 nm de diâmetro. As medidas de espalhamento dinâmico 

de luz e potencial zeta foram realizadas como anteriormente descritas. 

 

Ensaios de permeabilidade de vesículas  

 A permeabilidade de vesículas lipídicas induzida por ação dos peptídeos ClavA 

e ClavX foi medida por espectroscopia de fluorescência utilizando um 

espectrofotômetro Varian Cary Eclipse (Mulgrave, Austrália). Neste ensaio foi 

monitorada a liberação da 5(6)-CF encapsulada em LUVs (100µM).  Os LUVs foram 

obtidos como descrito na seção anterior, com exceção de que o filme lipídico foi 

hidratado em tampão HEPES (pH 7,4) com de NaCl 150 mM contendo 5(6)-CF 100 
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mM (pH 7,4 ajustado com NaOH). A 5(6)-CF livre foi removida utilizando 

cromatografia por exclusão de tamanho em uma coluna Econo-Pac 10 DG Bio-Rad 

(Richmond, CA). As medições de intensidade de fluorescência foram realizadas em 

alíquotas de LUVs contendo a 5(6)-CF encapsulada. As medidas foram registradas 

continuamente durante 25 minutos, utilizando um comprimento de onda de excitação de 

492 nm e um comprimento de onda de emissão de 517 nm (Domingues et al., 2012). Os 

peptídeos foram utilizados nas concentrações de 1, 5 e 10µM. No final de cada 

experimento, a liberação total da CF foi determinada após a lise das LUVs com Triton 

X-100 a 1%. As taxas de vazamento da CF são expressos como a percentagem de 

liberação máxima da 5(6)-CF (Domingues et al. 2009): 

 

 

onde F é a intensidade de fluorescência medida após 15 minutos da adição do peptídeos, 

F0 é a intensidade de fluorescência medido após 5 minutos sem adição dos peptídeos  e 

F100% é a fluorescência medida após rompimento das vesículas  com o Triton X-100. As 

intensidades de fluorescência foram corrigidas devido à diluição causada pela adição do 

peptídeo e do Triton X-100. 

 

4.3. INFRAESTRUTURA 

 O presente trabalho foi desenvolvido utilizando a infraestrutura de três 

universidades: 

 

Tabela 2. Infraestruturas utilizadas no desenvolvimento do trabalho.   

UNIDADE METODOLOGIA 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO  

Lab. Biodispositivo Nanoestruturado Formulação de lipossomas revestidos e não 

revestidos 

Camadas auto-montadas 

Medidas eletroquímicas 

Instrumentação e medições de RPS 

Lab. Polímeros Não Convencionais  

Determinação do tamanho de partícula e 

potencial zeta 

Medidas Dielétricas 

Lab. Microscopia do Departamento de Física Medidas de MEV  
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UNIVERSIDADE CATÓLICA DE BRASÍLIA  

Lab. Análises Proteômicas e Bioquímicas Síntese e purificação dos peptídeos 

Modelagem Molecular de Pa-MAP 

UNIVERSIDADE DE LISBOA  

Lab. Bioquímica Física – Instituto de Medicina 

Molecular 

Preparação das LUVs 

Determinação do tamanho de partícula e 

potencial zeta 

Ensaios de permeabilidade de vesículas 
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CAPÍTULO 5 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Análises morfológicas de Camada Fosfolipídica-Magainina I 

 A técnica de microscopia eletrônica de varredura foi utilizada para avaliar a 

morfologia da superfície do eletrodo modificada pela camada fosfolipídica (CF), 

resvestidas ou não com o Synp, antes e após a ação da MagI (Fig. 1). A CF aparece 

como uma superfície plana e lisa (Fig. 1a,b), em contraste com o sistema CF-MagI, que 

tem uma superfície relativamente heterogênea nas imagens de MEV (Fig. 1c,d). Em 

particular, houve o surgimento de poros na superfície da CF após a interação com a 

MagI (Fig. 1c). Adicionalmente, a ação de formação de poros da MagI sobre a CF é 

claramente observada na Fig. 1d e algumas partículas de forma irregular também foram 

identificadas. A morfologia do filme CF-Synp apresentou-se como uma superfície plana 

e lisa (Fig. 1e,f). Este aspecto típico da superfície sugere que o Synp está 

completamente disperso na matriz do filme da CF. Nenhuma diferença estrutural 

significativa pôde ser observada após a adição da MagI ao sistema CF-Synp (Fig. 1g,h). 

Assim, os resultados obtidos para interação da MagI com o sistema CF-Synp indicam 

que o copolímero tribloco pode ajudar a selar as membranas da CF estruturalmente 

danificadas. Maskarinec et al. (2005) demonstraram que a inserção de PEO-PPO-PEO 

em filme lipídico leva a um maior empacotamento das moléculas lipídicas através da 

ocupação física da parte danificada do filme lipídico. Subsequentemente, o copolímero 

tribloco é expelido quando a integridade da membrana é restaurada (Wu et al., 2004; 

Maskarinec et al., 2005; Chang et al., 2008a). 
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Figura 1. Imagens de MEV da CF (a), CF-MagI (c), CF-Synp (e) e CF-Synp-MagI (g) e suas imagens 3D 

correspondentes: CF (b), CF-MagI (d), CF-Synp (f) e CF-Synp-MagI (h). Em rosa são as regiões com 

maior altura e em roxo representa menor altura. As setas mostram os poros formados após a ação da 

MagI. 

 

Comportamento eletroquímico do Fe(CN)6
3-/4-

 sobre a superfície do eletrodo 

modificado com CF-MagI 

 Os voltamogramas cíclicos foram obtidos utilizando um processo de 

modificação gradual para os eletrodos na presença de um par redox Fe(CN)6
3-/4-

 com 

uma taxa de varredura de 50 mV.s
-1

 para monitorar a modificação do eletrodo (Fig. 2). 
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O voltamograma cíclico do eletrodo de ouro limpo mostrou um par de picos redox bem 

definido, demonstrando o processo reverso do Fe(CN)6
3-/4-

 na solução. A CF auto-

montada na superfície do eletrodo diminuiu a corrente de pico anódica e catódica do 

Fe(CN)6
3-/4-

. Isto poderia ser facilmente interpretado como uma CF relativamente 

compacta formada sobre o eletrodo de ouro, a qual impede a difusão do Fe(CN)6
3-/4- 

 

através da superfície do eletrodo. A membrana lipídica sobre um suporte sólido tem a 

vantagem de fácil preparação, reprodutibilidade, estabilidade e possibilidade de utilizar 

um suporte eletricamente condutor. 

 Após a interação da MagI sobre a superfície da CF, ocorreu um aumento dos 

picos anódicos e catódicos, o que poderia sugerir a formação de poros na CF. Estes 

resultados demonstram que MagI mantém sua ação biológica após a exposição na 

superfície do eletrodo. No entanto, nenhum aumento na resposta amperométrica do 

sistema CF-MagI foi observada na presença de Synp, sugerindo que a perturbação da 

membrana provavelmente não está ocorrendo. Os resultados confirmaram que a MagI 

exibiu uma interação sutil com o sistema CF-Synp sem modificações significativas na 

resposta voltamétrica. 

 

 

Figura 2. Voltamograma cíclico do eletrodo em diferentes estágios de modificação. 
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Análises eletroquímicas da interação CF-MagI 

 A Fig. 3 mostra o espectro de impedância Faradaica observado durante o 

processo de modificação gradual da superfície do eletrodo. O eletrodo de ouro limpo é 

um semicírculo de reduzida dimensão, o que significa uma transferência de resistência 

de carga (RCT) da sonda redox muito baixa, confirmando assim os resultados obtidos 

por VC. A RCT foi aumentada após a modificação do eletrodo com a CF, devido à 

deposição de lipídios na superfície do eletrodo, a qual fornece uma barreira eletrostática 

que impede a passagem do par redox através da CF e retarda a cinética de transferência 

de elétrons entre a sonda redox e o eletrodo. 

 

 

Figura 3. Gráficos de Nyquist do eletrodo em diferentes estágios de modificação. Os símbolos mostram 

os resultados obtidos através de EIS e as linhas representam os dados após ajuste. 

 

 Os espectros teóricos de impedância se ajustaram aos resultados experimentais, 

os quais incluem uma porção semicircular, observadas em frequências mais elevadas, 

que corresponde ao processo limitado de transferência de elétrons, seguido por uma 

parte linear característica de frequências mais baixas atribuída a uma transferência de 

elétrons de difusão limitada (Fig. 3). Os dados de impedância foram ajustados usando o 

método não linear de mínimos quadrados (programa desenvolvido por Boukamp) 

(Oliveira et al., 2011), a partir do circuito equivalente de Randles (Fig. 4), que inclui a 

resistência da solução (Rs), a capacitância da dupla camada elétrica (Cdl), o elemento de 
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impedância de Warburg (W) e a RCT. Idealmente, W e Rs representam as propriedades 

de carga da solução eletrolítica e as características de difusão da sonda redox em 

solução e, assim, não são afetadas por alterações na superfície do eletrodo. A RCT 

depende da característica de isolamento na interface eletrodo/eletrólito. As mudanças na 

RCT foram muito maiores do que nos outros componentes de impedância. Desse modo, a 

RCT foi o elemento do circuito mais adequado para a detecção das propriedades 

interfaciais do biossistema preparado durante todos estes procedimentos de montagem. 

 

Figura 4. Circuito equivalente utilizado no ajuste dos dados da impedância. Rs = resistência de solução; 

Cdl = capacitância da dupla camada elétrica; RCT = resistência de transferência de carga; W = elemento de 

Warburg. 

 

 As mudanças da Cdl mostram uma relação direta e sensível com a taxa de 

transferência de elétrons e com as respostas da interação entre a MagI e a monocamada 

lipídica. Deste modo, o RCT foi utilizado como o principal sinal do sensor. Em elevadas 

frequências o semicírculo demonstrou uma cinética de transferência de carga 

heterogênea, de acordo com as equações 

   

0nFi

RT
RCT     ,  Eq. 1 

e   CnFAi 0

0     ,  Eq.2 

 

onde R é a constante dos gases, T é a temperatura, n é a constante de transferência de 

elétrons do par redox (n = 1, para Fe(CN)6
3-/4-

), F é a constante de Faraday, i0 é a 

variação da corrente entre o eletrodo de ouro e o par redox, A é a área do eletrodo de 

ouro,  0
 é a constante da taxa de transferência de carga e C é a concentração do par 

redox. A constante da taxa de transferência de carga foi obtida a partir das equações 

acima. 
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 A curva simulada pelo circuito equivalente ficou ajustada aos gráficos de 

impedância experimental, o que indica a precisão do circuito equivalente. O complexo 

CF-MagI provoca a ruptura da camada lipídica na superfície do eletrodo, o que diminui 

o diâmetro do semicírculo, resultando em uma baixa RCT. O diâmetro torna-se menor e 

a constante da taxa de transferência de carga 
0
 aumenta de 0,66×10

-10
 m/s para 

1,13×10
-10

 m/s, na seguinte ordem: eletrodo modificado pela CF, eletrodo modificado 

por CF-MagI e pelo complexo CF-Synp-MagI. 

 A Tabela 1 lista os parâmetros dos resultados de impedância ajustados, 

mostrando os valores de RCT, Cdl e 
0
 para cada processo de modificação. A RCT do 

eletrodo de ouro limpo é 0,286 kΩ, uma resposta pequena em comparação com os 

valores de RCT dos outros sistemas analisados, exceto para o sistema CF-MagI. O 

aumento observado para 
0
 está de acordo com o fato de que a interação da MagI com 

a CF resulta numa diminuição significativa do RCT (0,673 kΩ), devido à geração de 

defeitos na membrana lipídica. Após a interação da MagI com o eletrodo modificado 

com CF-Synp, um aumento significativo no RCT de 0,846 kΩ para 1,024 kΩ foi 

observado (Tabela 1). Este dado reflete a imobilização/adsorção do peptídeo, o que leva 

ao aumento muito significativo da massa sobre a superfície do eletrodo. A sequência 

das medidas do eletrodo modificado pela CF pura, CF-Synp e CF-Synp-MagI é 

consistente com a ocorrência de um bloqueio progressivo da interface, o que confirma 

que a quantidade de material imobilizado e/ou adsorvido sobre a superfície do eletrodo 

correlaciona-se diretamente com a resposta de impedância. 

 É importante salientar que o revestimento de Synp permaneceu na CF após a 

ação da MagI e a estrutura da membrana foi preservada, sem alterações aparentes na 

resposta de EIS. Os resultados apresentados na Fig. 20 mostram claramente que a MagI 

foi capaz de romper a CF, como pode ser visto pela diminuição da transferência de 

carga, RCT. 

 O desempenho do eletrodo modificado por análise da ação da MagI foi avaliada 

através da variação relativa deste parâmetro (ΔRCT). Esta variação pode ser calculada de 

acordo com a seguinte equação: 

 

)(

)()(
(%)

MagIR

MagIRCFR
R

CT

CTCT
CT


   ,  Eq. 3 
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onde o RCT(CF) é o valor da resistência de transferência de carga do eletrodo 

modificado pela CF ou CF-Synp e o RCT(MagI), o valor da resistência de transferência 

de carga do eletrodo modificado pela CF após a exposição à solução contendo MagI. 

 Um resumo dos resultados da ação da MagI em cada um dos sistemas 

analisados, tais como CF e CF-Synp, é apresentado na Tabela 1. Todas as medidas 

foram repetidas em, pelo menos, triplicata e os resultados foram similares. Estes 

resultados demonstram que a MagI mantém a sua capacidade de fazer poros no eletrodo 

modificado pela CF. Como observado anteriormente, a ΔRCT foi maior com a ação no 

MagI no eletrodo de ouro modificado com a CF (70,13%) do que no eletrodo de ouro 

modificado com CF-Synp (-17,38%) (Tabela 1). Assim, o Synp mostrou uma 

propriedade selante de membrana (Wu et al., 2004), evitando a ruptura da mesma. 

 

Tabela 1. Valores dos elementos do circuito equivalente a partir dos resultados de impedância ajustados e 

dos picos de corrente dos voltamogramas.  

Eletrodo 

modificado 
RCT(kΩ) Cdl (F) W (× 10

-4 ) Ipa(A) Ipc(A) RCT 

(%) 

º (× 10
-

10 
m/s) 

Eletrodo de 

ouro 

0.286±0.011 1.015 ×10-8±0.013 2.36±0.011 0.404±0.020 0.380±0.013 - 2.67 

CF 1.145±0.010 6.075 ×10-8±0.096 2.33±0.086 0.249±0.015 0.230±0.021 - 0.66 

CF-MagI 0.673±0.021 6.662 ×10-8±0.116 1.77±0.109 0.327±0.020 0.313±0.030 70.13 1.13 

CF-Synp 0.846±0.012 8.844 ×10-7±0.067 6.58±0.073 0.308±0.010 0.287±0.017 - 0.90 

CF-Synp-MagI 1.024±0.014 7.617 ×10-7±0.079 6.55±0.124 0.314±0.013 0.287±0.011 -17.38 0.74 

RCT - Variação de transferência de carga relativa a partir dos dados de impedância. 

 

 O mecanismo de interação entre a MagI e o eletrodo de ouro modificado pela CF 

era previsível. Inicialmente, a MagI liga-se provavelmente com a cabeça aniônica dos 

lipídios da CF através de interações eletrostáticas. Após a inserção na membrana, a 

MagI pode induzir a modificação dos fosfolipídios de tal modo a induzir uma curvatura 

positiva da interface, podendo impedir a passagem dos íons carregados negativamente 

da sonda redox através da membrana. Uma vez que a MagI é um peptídeo pequeno, 

presume-se que são necessárias várias moléculas associadas à membrana para formar 

um poro. Os resultados impedimétricos mostraram que a MagI rompeu a estrutura 

organizada de lipídios, resultando na remoção da mesma do eletrodo de ouro e, ao 

mesmo tempo, permitiu a passagem dos íons através dos poros na membrana, 

alcançando a superfície do metálica e exibindo uma resposta amperométrica. 
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 A Fig. 5 mostra que o mecanismo de interação do peptídeo alterou as 

características elétricas da monocamada lipídica. O gráfico de Bode mostrou uma 

variação de impedância entre a situação inicial (com um revestimento lipídico intacto) e 

a situação final (onde a camada deve ter sido interrompida) e, apesar das alterações nas 

formas espectrais, foi aplicado o mesmo circuito equivalente. Na região de frequência 

média, uma relação linear pode ser observada entre o módulo de impedância versus 

logaritmo da frequência. Esta região de frequência corresponde ao comportamento 

capacitivo da interface eletrodo/eletrólito. 

 

 

Figura 5. Gráfico de Bode do eletrodo em diferentes estágios de modificação. 

 

 

 Experimentos de RCT versus tempo foram realizados a fim de aprimorar a 

compreensão do mecanismo de associação das membranas lipídicas (revestidas ou não 

pelo Synp) com a MagI. A Fig. 6 mostra a resposta da RCT para os eletrodos 

modificados com CF e CF-Synp antes e depois da exposição à MagI. A MagI induz 

uma diminuição significativa na RCT no primeiro minuto de exposição. No caso do 

sistema CF-Synp há um destacado aumento na RCT após a exposição às moléculas de 

MagI. O valor final da RCT para a CF na presença da MagI é 0,968 kΩ, enquanto que 

para CF-Synp-MagI é 2,703 kΩ. Os maiores valores de RCT obtidos para CF-Synp-MagI 

indicam que a MagI é retida no sistema CF-Synp. 
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 Na Fig. 6 é observada uma diminuição na resposta da RCT para CF após 

interação com a MagI e, subsequentemente, um aumento da RCT após alguns minutos. 

Esse comportamento impedimétrico resultante está de acordo com o modelo de EIS 

proposto por Chang et al. (2008b). Estes dados corroboram o modelo poro toroidal 

proposto para explicar os modos de ação de alguns PAMs. Nossos resultados mostraram 

que, por conseguinte, o biossistema proposto formado por membranas fosfolipídicas 

revestidos com Synp é adequado para o desenvolvimento de sistemas de entrega de 

drogas com uma resistência substancial à ação da MagI. 

 

 

Figura 6. RCT versus tempo para CF e CF-Synp exposta à MagI. 

 

Análises por ressonância de plasmons de superfície de CF-MagI  

 Os sensorgramas de ligação entre a MagI e as camadas de CF e CF-Synp são 

mostrados na Fig. 7. Os resultados apresentados aqui mostram uma diferença notável na 

afinidade do peptídeo observada em CF-Synp em comparação com a CF pura, 

indicando a contribuição da camada de Synp para evitar a ruptura da membrana. As 

soluções de peptídeo foram passadas sobre as superfícies automontadas de MPTS e a 

taxa de associação detectada da MagI não variou consideravelmente quando a taxa de 

fluxo foi variada. Nossos resultados, portanto, indicam que a interação não foi de 

transporte de massa limitada. 
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Figura 7. Resposta em tempo real da adsorção dos lipossomas (com ou sem Synp) sobre o eletrodo 

modificado na presença da MagI. 

 

 Adicionalmente, os sensorgramas indicam um comportamento bifásico 

relacionado à associação da MagI com as superfícies lipídicas. A associação inicial do 

sistema CF-MagI começa como um processo muito rápido e posteriormente desacelera 

em direção ao final da injeção de MagI. O mecanismo de associação entre a MagI e os 

fosfolipídios parece ser impulsionado por duas etapas e é conhecida como um modelo 

de reação de dois passos (Papo e Shai, 2003). Segundo esse modelo, a MagI se liga 

primeiro à cabeça do lipídio e, em seguida, penetra para o interior na região das caudas 

hidrocarbonadas da CF. Inicialmente, o primeiro passo é governado principalmente por 

interações eletrostáticas entre a MagI e a CF. As interações eletrostáticas não são 

importantes para a interação CF-MagI no segundo passo. 

 No entanto, devido à ligação covalente dos grupos tióis do MPTS à superfície do 

metal, a MagI pode não ser capaz de penetrar completamente na camada híbrida MPTS-

CF. Mozsolits et al. (2001) propôs um modelo de reações paralelas (MRP) para explicar 

comportamento semelhante. O MRP propõe a ocorrência de duas interações 

bimoleculares simples, acontecendo em paralelo com diferentes constantes de 

velocidade, resultando numa interação bimolecular complexa. 
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 Assim, quando analisamos nossos resultados, é possível assumir um mecanismo 

molecular que envolve a interação MagI-lipídio, quando a MagI inicialmente liga-se à 

CF e é subsequentemente inserida parcialmente na bicamada híbrida MPTS-CF, 

conduzindo ao rompimento limitado da CF adsorvida. Após a lavagem com o tampão 

de fluxo, uma grande quantidade de peptídeos livres ou fracamente ligados e a CF 

rompida foram removidos. No caso da CF-Synp-MagI, o sensorgrama não retornou ao 

zero, o que pode indicar que moléculas de MagI mantiveram-se ligadas à superfície ou 

inserida na CF-Synp. A contribuição da cabeça polar pode favorecer a retenção da MagI 

entre os grupos colinas e o Synp. Isto também foi relatado em estudos anteriores, nos 

quais foram observadas interações eletrostáticas entre os resíduos carregados 

positivamente do PAM e os grupos fosfato da cabeça do fosfolipídio (Kandasamy e 

Larson, 2004; Ramamoorthy, 2009). A análise do sensorgrama também revela que a 

MagI se liga mais rápido com a CF pura do que a CF-Synp. 

 

Análise do espalhamento dinâmico de luz e potencial zeta dos lipossomas revestidos e 

não revestidos com Synperonic 

 O potencial zeta e o diâmetro efetivo dos lipossomas (Lip), revestidos ou não 

revestidos com o Synp, em função da presença da MagI foi investigado. O tamanho 

médio de partícula e o potencial zeta, antes e após o revestimento, encontram-se 

ilustrados na Tabela 2. Em todas as amostras analisadas, alterações mínimas no 

tamanho de partícula (a partir de 191 a 201 nm) foram observadas, com um índice de 

polidispersão de aproximadamente 0.9. Os valores dos tamanhos mais reduzidos foram 

obtidos para Lip-Synp-MagI. As diferenças no tamanho entre o Lip, o Lip-Synp e o 

Lip-Synp-MagI são devida à ligação do PAM que induz a desordem na região da 

interface da bicamada fosfolipídica (Thennarasu et al., 2005; 2010). Bhattacharjya e 

Ramamoorthy (2009) estudaram as interações entre PAMs e biopolímeros, 

determinando uma notável organização estrutural dos peptídeos. Assim, é provável que 

os PAMs possam ter diferentes organizações estruturais, dependendo do tipo de 

ambiente em que se encontram situados (Bhattacharjya e Ramamoorthy, 2009; Bhunia 

et al., 2009). 
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Tabela 2. Potencial zeta e diâmetro de partículas com ou sem Synp em função da presença da MagI.  

Amostra Diâmetro (nm) Potencial (mV) 

Lip 200.0±17.3 -6.7±1.6 

Lip-Synp 201.3±32.3 11.0±2.8 

Lip-Synp-MagI 191.3±28.0 17.3±4.7 

 

 Adicionalmente, os lipossomas puros foram estáveis durante 5 dias. Por outro 

lado, as amostras de Lip-MagI foram completamente instáveis. Portanto, devido à 

instabilidade observada do sistema Lip-MagI, foi usada um agente estabilizante (Synp). 

As amostras de Lip-Synp e Lip-Synp-MagI apresentaram um claro comportamento de 

estabilidade por 15 dias. Nenhuma agregação visível foi observada para Lip-Synp ou 

Lip-Synp-MagI durante os experimentos. Vale ressaltar que os lipossomas puros são 

instáveis quando em contato com a MagI (um peptídeo formador de poros). O Synp 

melhora a estabilidade física do Lip e reduz a agregação. 

 Valores mais negativos para o ζ-potencial (-6,7 mV) dos lipossomas foram 

obtidos. Sabe-se que o valor do ζ-potencial de lipossomas depende fortemente do pH e 

da força iônica da solução. Dependendo da força iônica, o ζ-potencial dos lipossomas de 

fosfatidilcolina pode apresentar valor negativo (Kepczynski et al., 2006; Zhou e 

Raphael, 2007). Segundo Lewandowska et al. (2010), o ζ-potencial negativo pode vir de 

algumas impurezas ácidas como, por exemplo, o fosfatidilglicerol. Por outro lado, 

valores positivos de ζ-potencial (11.0-17.3 mV) foram obtidos após a adição do Synp, e 

este fato é uma clara demonstração de que os lipossomas revestidos com Synp 

impediram a ruptura da membrana pela ação da MagI. 

 Recentemente, vários autores (Thennarasu et al, 2010; Nguyen et al., 2009) têm 

demonstrado a existência de mais do que uma orientação distinta para os PAMs. Alguns 

destes são inseridos dentro da bicamada lipídica e os outros são orientados na superfície 

da bicamada lipídica. No entanto, o ζ-potencial resultante é ligeiramente mais positivo 

(Tabela 2) para Lip-Synp-MagI, indicando que algumas moléculas da MagI podem ser 

incorporadas na superfície do Synp e contribuem para uma superfície mais catiônica. 

 

Análise elétrica da interação Pa-MAP/LL-37-membrana 

 Os espectros de impedância faradaica obtidos por EIE seguem um padrão de 

comportamento que inclui uma porção semicircular observadas em frequências mais 

elevadas, o que corresponde ao processo de transferência de elétrons na interface 
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solução/eletrodo, seguido por uma parte linear em frequência mais baixas, atribuída ao 

transporte de massa limitada pelo processo de difusão. A Fig. 8 mostra o diagrama de 

Nyquist, antes e após modificação do eletrodo com a camada de DPPC e após a adição 

dos peptídeos Pa-MAP e LL-37, nas concentrações de 10 e 100 μg.mL
-1

 e com 

diferentes potenciais.  

A adição da camada fosfolipídica resultou em um aumento no diâmetro do 

semicírculo em relação à superfície do eletrodo, uma característica que pode ser 

associada com o aumento da transferência de resistência de carga (Fig. 8a). Com a 

adição de Pa-MAP, houve um decréscimo acentuado na resistência (de 

aproximadamente uma ordem de grandeza), devido à desestabilização da camada 

lipídica provocada pela presença do peptídeo. A diferença na resposta entre as duas 

concentrações nos diferentes potenciais de Pa-MAP mostra que a atividade de peptídeo 

pode estar correlacionada com a sua concentração, com a desestabilização máxima da 

membrana lipídica sendo observada quando 100 μg.mL
-1

 de peptídeo está presente. A 

resposta dielétrica de Pa-MAP também foi influenciada pelo potencial aplicado, apesar 

da diferença não ser muito significativa, com uma resposta mais elevada para o 

potencial mais positivo (Fig. 8b).  

LL-37 mostrou uma menor resposta em relação ao Pa-MAP para todas as 

concentrações analisadas. No entanto, a atividade de LL-37 apresentou uma maior 

correlação com a concentração, mostrando um decréscimo no semicírculo de cerca de 

uma ordem de grandeza para a concentração de 100 μg.mL
-1

. Quanto ao potencial, LL-

37 mostrou uma maior resposta para o potencial mais positivo, a qual foi mais aparente 

na concentração de 10 μg.mL
-1

 (Fig. 8c). 

 Nas Fig. 8b e 8c é possível observar ainda que nas regiões de baixa frequência 

ocorre a polarização da interface eletrodo/solução, a qual é caracterizada pela parte 

linear do diagrama de Nyquist e está associada com o aumento da condutividade do 

meio devido à adição dos peptídeos na solução, sendo este efeito mais acentuado para o 

peptídeo Pa-MAP (Fig. 8b). 
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Figura 8. Diagramas de Nyquist após diferentes etapas de modificação: eletrodo limpo e após a 

deposição da membrana de DPPC (a), camada de lipídio após a adição dos peptídeos Pa-MAP (b) e LL-

37 (c) em diferentes concentrações (os quadrados cheios representam a concentração de 10 µg/mL e os 

quadrados vazios 100 µg/mL) e potenciais (em preto o potencial de 0V; em vermelho, 0,5V e em verde, 

1V). 
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 Boubour e Lennox (2000) estudaram a permeabilidade iônica nas monocamadas 

automontadas usando espectroscopia de impedância sob potenciais diferentes na 

ausência de espécies redox ativas. Defeitos foram encontrados nas membranas lipídicas 

que foram afetadas pelos potenciais aplicados. Além disso, o movimento de íons a partir 

da interface da monocamada foi influenciado pelos potenciais externos. Durante os 

potenciais catódicos, a energia necessária para a migração de íons através das 

membranas diminui facilitando a transferência de elétrons (Boubour e Lennox, 2000). 

Portanto, esse tipo de comportamento pode explicar as respostas obtidas em potenciais 

mais positivos para os peptídeos investigados, uma vez que a membrana em potenciais 

positivos apresenta baixa resistência à transferência de carga. 

 Os resultados de impedância foram ajustados com o programa EquivCRT 

(Boukamp, 1986) utilizando o circuito apresentado na Fig. 9, o qual inclui a resistência 

da solução de (Rs), a resistência de transferência de carga da membrana (Rm) e do 

eletrodo (Re), a capacitância da dupla camada elétrica da membrana (Cm) e do eletrodo 

(Ce), bem como um elemento de fase constante (CPE). Os três primeiros elementos 

estão relacionados a cinética das moléculas devido ao fluxo de íons e difusão de massa 

na interface enquanto que os três últimos estão relacionados a polarização molecular ou 

iônica ocorrida na interface. O CPE reflete a não homogeneidade da camada e é 

controlado pelo parâmetro n, onde o CPE pode ser considerado como uma capacitância 

pura quando n é próximo de 1 e uma resistência pura quando n é próximo de 0 (Kerner e 

Pajkossy, 1998). As modificações da Rm são mais elevadas comparando-se aos outros 

elementos da impedância, uma vez que esta depende da característica de resistência de 

isolamento na interface de eletrodo/solução. Assim, a Rm foi escolhida como o sinal 

mais relevante a partir do sensor. Este circuito foi o mais adequado ao sistema a partir 

dos dados obtidos por EIE. 
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Figura 9. Representação esquemática do eletrodo modificado pela camada lipídica (esquerda) e o circuito 

equivalente correspondente (direita). Os elementos Rs e Cm corresponde a resistência da solução e a 

capacitância da dupla camada elétrica, respectivamente. Os elementos em série Rm e CPE corresponde à 

resistência da membrana e ao elemento de fase constante, e os elementos em paralelo Ce e Re 

corresponde à capacitância da dupla camada elétrica e resistência do eletrodo. 

 

 

 A Fig. 10 mostra as mensurações em tempo real da curva da Rm versus o tempo 

de ação de Pa-MAP e LL-37. A adição de ambos os peptídeos em diferentes 

concentrações resultou numa diminuição drástica da resistência da membrana no 

primeiro minuto de exposição, mantendo-se constante até o fim do tempo de 

permanência (50 minutos). É importante notar que não é observada uma grande 

variação na resposta impedimétrica em relação à resistência da membrana sob diferentes 

potenciais aplicados. Entretanto, há uma maior resposta ao potencial mais positivo. 
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Figura 10. Resistência da membrana versus o tempo em diferentes potenciais (em preto o potencial de 

0V; em vermelho, 0,5V e em verde, 1V). Em (a,b) a concentração usada foi de 10 µg.mL
-1

 (quadrados 

cheios) e em (c, d) de 100 µg.mL
-1

 (quadrados vazios). Pa-MAP e LL-37 foi adicionado no 30° minuto. 

 

 Um resumo dos resultados obtidos antes e após a exposição de Pa-MAP e LL-37 

é apresentado na Tabela 3. Todas as medições foram repetidas pelo menos três vezes e 

os resultados foram similares a cada medida. Estes dados demonstram a eficácia de 

ambos os peptídeos na desestabilização de membrana. No potencial 0V, os valores de 

Rm na presença de Pa-MAP passou de 7,37 × 10
5
 Ω para 4,14 × 10

4
 Ω na concentração 

de 10 μg.mL
-1

, e para 4,40 × 10
3
 Ω, na concentração de 100 μg.mL

-1
. Por outro lado, na 

presença de LL-37 os valores diminuíram para 1,91 × 10
5
 Ω na concentração de 10 

μg.mL
-1

, e para 1,96 × 10
4
 Ω, na concentração de 100 μg.mL

-1
. Assim, foi vista uma 

ação mais eficaz nas membranas pelo Pa-MAP, além da dependência da concentração 

utilizada para ambos os peptídeos. 

 A atividade dos PAMs é basicamente associada à carga e às propriedades de 

hidrofobicidade. Estas duas características físico-químicas, as quais estão relacionadas 

com a seletividade dos peptídeos sobre as membranas, facilitam a interação com as 
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cadeias acila dos lipídios (Lohner, 2001). A seletividade dos PAMs para as membranas 

microbianas e a aparente ausência de efeitos deletérios sobre as membranas dos 

mamíferos são importantes pontos a serem destacados para a utilização destes peptídeos 

na área farmacêutica. Em geral, os PAMs são catiônicos e têm uma elevada afinidade 

por lipídios carregados negativamente (um dos principais componentes das membranas 

bacterianas) (Oliveira et al., 2013). 

  O Pa-MAP, apesar da ausência de carga, apresentou maior atividade contra 

bactérias Gram-negativas em comparação com as bactérias Gram-positivas (Migliolo et 

al., 2012). Como discutido anteriormente, os resíduos catiônicos presentes nos PAMs 

desempenham, na maioria dos casos, um importante papel na primeira fase de interação 

devido à interação eletrostática entre os peptídios e as membranas microbianas. A 

importância dos resíduos catiônicos tem sido comprovada nos últimos anos. Mutações 

de resíduos de arginina e lisina podem modificar a atividade total dos PAMs, tais como 

a melitina (um peptídeo obtido da abelha Apis mellifera), o que resulta em um maior 

efeito sobre sua toxicidade para as células de mamíferos (Werkmeister et al., 1993). No 

entanto, esta característica não parece ser um fator determinante na afinidade do Pa-

MAP pela membrana, uma vez que a taxa de hidrofobicidade correspondente parece 

desempenhar um papel essencial na segunda etapa, a de inserção na membrana 

(Johansson et al., 1998; Wang et al., 1998; Oren et al., 1999). A ausência destes 

resíduos catiônicos em Pa-MAP indica que a sua atividade é conduzido por interações 

hidrofóbicas e isto também explica a sua aparente ausência de atividade contra as 

células de mamíferos (Migliolo et al., 2012). Portanto, este comportamento pode 

contribuir para a resposta mais elevada obtida para o Pa-MAP neste trabalho, em 

comparação com LL-37, uma vez que este peptídeo tem uma proporção hidrofóbica 

superior (73%) (Migliolo et al., 2012). 

 Em relação à homogeneidade da membrana (n), as atividades do Pa-MAP e do 

LL-37 induzem uma diminuição nos valores de n (Tabela 3). No entanto, pode ser visto 

que, após esta redução, os valores de n permanecem constantes após a exposição ao Pa-

MAP. Após a exposição ao LL-37, por sua vez, existe uma ligeira variação, indicando 

uma maior heterogeneidade a membrana quando exposta a este peptídeo (Tabela 3). A 

diminuição da homogeneidade deve ser atribuída às perturbações causadas pela 

presença de peptídeos. No entanto, a constância dos valores de n após ação do Pa-MAP 

indica que as membranas expostas a este peptídeo tendem a mostrar uma reorganização 

lipídica mais eficaz do que nas membranas expostas ao LL-37. 
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 A análise da atividade do Pa-MAP e do LL-37 também foi avaliada através da 

variação relativa do RCT (ΔRCT), a qual foi calculada a partir da seguinte equação: 
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R
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
   ,  Eq. 4 

 

onde o RCT(m) é o valor da resistência de transferência de carga do eletrodo modificado 

pela membrana e o RCT(pep) é o valor da resistência de transferência de carga do 

eletrodo modificado pela membrana após exposição aos peptídeos (Pa-MAP ou LL-37). 

 Como observado anteriormente para os valores de Rm, os valores ΔRCT foram 

superiores para o Pa-MAP (em torno de 94% para a concentração de 10 μg.mL
-1

 e 99% 

para 100 μg.mL
-1

), quando comparado com os valores observados para o LL-37 (cerca 

de 75% para a concentração de 10 μg.mL
-1

 e 97% para 100 μg.mL
-1

) (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Valores dos elementos do circuito equivalente a partir dos resultados de impedância ajustados. 

Amostra Concentração 

do peptídeo 

(µg.mL-1) 

Tempo de 

exposição 

(min) 

RCT (Ω) Cdl (F) n ΔRCT 

(%) 

Eletrodo limpo -  7.37 x105 1.31 x10-11 - - 

Pa-MAP 10 1 4.27x104 1.32x10-11 0.78 94.21 

Pa-MAP 10 25 4.19x104 1.31 x10-11 0.78 94.31 

Pa-MAP 10 50 4.14x104 1.27 x10-11 0.78 94.38 

Pa-MAP 100 1 3.12x103 1.36 x10-10 0.81 99.58 

Pa-MAP 100 25 3.49x103 1.06 x10-10 0.81 99.53 

Pa-MAP 100 50 4.40x103 9.13 x10-11 0.81 99.40 

LL-37 10 1 1.74x105 1.01 x10-11 0.79 76.39 

LL-37 10 25 1.91x105 1.05 x10-11 0.78 74.08 

LL-37 10 50 1.91x105 1.05 x10-11 0.76 74.08 

LL-37 100 1 1.91x104 1.15 x10-11 0.77 97.41 

LL-37 100 25 1.95x104 1.16 x10-11 0.78 97.35 

LL-37 100 50 1.96x104 1.16 x10-11 0.78 97.39 

 

 

 A partir do diagrama de Bode é possível visualizar que a presença do Pa-MAP 

ou do LL-37 altera as características elétricas da membrana lipídica (Fig. 11). Estas 

diferenças são maiores para as concentrações mais elevadas, especialmente para o Pa-

MAP. No entanto, a variação da intensidade do potencial aplicado não levou a 

diferenças significativas no comportamento. Na região de média frequência, uma 

relação linear pode ser observada entre o módulo de impedância e o logaritmo da 
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frequência (Fig. 11). Esta região corresponde à frequência do comportamento capacitivo 

da interface eletrodo/eletrólito. As atividades dos PAMs aqui avaliados podem afetar 

tanto a capacitância como a resistência das membranas. Para uma membrana ideal, 

nenhum íon pode ser transportado através da bicamada (que apresenta resistência 

infinita), enquanto que a membrana se comporta como um meio dielétrico com cargas 

acumuladas em ambos os lados. A resistência da membrana finita determina a taxa de 

difusão dos íons através da dupla camada (Chang et al., 2008b). Portanto, a 

instabilidade da membrana provocada pela interação com os peptídeos resulta em um 

aumento da Cm e uma diminuição da Rm, como pode ser visto na Tabela 3. 
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Figura 11. Gráfico de Bode do eletrodo modificado pela membrana lipídica antes (a) e após a adição do 

Pa-MAP (b) e do LL-37 (c) em diferentes concentrações (os quadrados cheios representam a 

concentração de 10µg/mL e os quadrados vazios 100 µg/mL) e potenciais (em preto o potencial de 0V; 

em vermelho, 0,5V e em verde, 1V). 



NASCIMENTO, J.M. Estudo da interação de peptídeos multifuncionais... 

74 
 

 Chang et al. (2008) realizaram um estudo com dois PAMs, onde foi possível 

distinguir os modos de ação dos peptídeos baseado nas modificações de diferentes 

parâmetros (resistência, capacitância e homogeneidade da membrana) através de EIS. 

Se os peptídeos agem seguindo o modelo barril, a resistência da membrana diminui e a 

espessura e a homogeneidade da membrana permanecem inalteradas, tal como 

observado para a melitina (Chang et al., 2008b). Caso contrário, se os peptídeos atuarem 

de acordo com o modelo poro toroidal, a membrana também se torna permeável (Rm 

diminui) e a espessura da membrana nas regiões dos poros diminui, resultando numa 

ligeira diminuição da sua homogeneidade. De acordo com este modelo, os poros 

toroidais atuam como portas para a passagem de outras moléculas de peptídeos através 

da membrana. Assim, a formação de poros pode ser transitória, desintegrando-se com o 

tempo quando a concentração dos peptídeos de ambos os lados da membrana é 

equilibrado. Isto leva a um aumento na resistência da membrana, como observado para 

a magainina (Fig. 6) (Chang et al., 2008; Nascimento et al., 2012). 

 Para os peptídeos que agem através do modelo carpete, a homogeneidade da 

membrana diminui, enquanto que a resistência pode diminuir (no caso dos peptídeos 

que apresentam uma desordem dos lipídios) ou aumentar (se os peptídeos causarem 

uma ordenação dos lipídios). É interessante notar que os peptídeos que agem por este 

modelo podem induzir um efeito detergente. Estes peptídeos em concentrações elevadas 

podem afetar a membrana, o que resulta numa grande redução (ou mesmo o 

desaparecimento completo) da resistência da membrana. Contudo, a membrana pode 

ainda proporcionar uma barreira eletroquímica, onde as regiões afetadas são reparadas 

por redistribuição dos lipídios e/ou peptídeos por difusão lateral a partir das regiões 

intactas (Chang et al., 2008b). Este modelo é consistente com os dados observados para 

os peptídeos aqui descritos, sendo confirmado pelos trabalhos descritos anteriormente, 

os quais indicam o modelo carpete como o mecanismo de ação do LL-37 (Oren et al., 

1999; Henzler-Wildman et al., 2004) e sugerem que este mesmo mecanismo é 

desempenhado pelo Pa-MAP. A presença de ambos os peptídeos causaram uma 

desestabilização da membrana durante o primeiro minuto de exposição e, 

subsequentemente, estas alterações são reparadas localmente, proporcionando uma 

resistência mensurável.  
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Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) das membranas após atuação do Pa-

MAP e LL-37 

 A Fig. 12 mostra a superfície da membrana, antes e após a exposição ao Pa-

MAP e ao LL-37, através de MEV. A camada de lipídios aparece como uma superfície 

homogênea e lisa (Fig. 12a). Após exposição ao Pa-MAP e ao LL-37, a membrana 

lipídica se tornou bastante heterogênea, formando um "tapete" com algumas falhas (Fig. 

121b,c). As imagens obtidas por MEV corroboraram os resultados obtidos pelas 

análises eletroquímicas.  

 

 

 
 

Figura 12. Imagens de MEV da camada de DPPC antes (a) e após a exposição de Pa-MAP (b) e LL-37 

(c). 
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Avaliação da interação peptídeo-membrana in silico 

 

 Os dados obtidos pelos ensaios in silico corroboraram os resultados in vitro 

previamente apresentados (Migliolo et al., 2012). O valor médio da energia livre 

observada para Pa-MAP em contato com a membrana de DPPC foi de -3,1 ± 1,0 

kcal.mol
-1

 (Fig. 13a). A energia livre observada em estudos semelhantes para dois 

peptídeos cíclicos denominados amp-1 e amp-2 em membranas Gram-negativas e 

Gram-positivas foi de -6,4 e -5,8 kcal.mol
-1

 e -5,7 e -7,5 kcal.mol
-1

, respectivamente 

(Mandal e Franco, 2012). Os dados in silico obtidos no nosso estudo sugerem que Pa-

MAP apresenta menor afinidade pelo DPPC quando comparado com a energia livre 

observada para amp-1 e amp-2. Estes dados indicam que o Pa-MAP apresenta atividade 

antimicrobiana em maior concentração inibitória mínima (MIC = 30 mM), devido à 

ausência de resíduos de aminoácidos carregados quando comparado com os peptídeos 

antimicrobianos pleurocidina (MIC = 3,5 mM) e a pardaxina (MIC = 3,0 mM) (Primor e 

Tu, 1980; Mason et al., 2006), os quais são isolados de Pleuronectes americanus e 

Pardachirus marmoratus, respectivamente. 

 A análise de interação por docking – método pelo qual se prever a orientação 

preferencial com que uma molécula se liga a outra molécula, formando um complexo 

estável (Morris e Lim-Wilby, 2008) – mostrou que o Pa-MAP, o qual tem elevada 

hidrofobicidade (73%), parece estar envolvido na interação com os carbonos dos 

fosfolipídios que compõem a membrana de DPPC (Fig. 13b e 13c). A interação entre o 

peptídeo e a membrana envolve uma mistura de interação eletrostática e principalmente 

hidrofóbica guiada pela aminoácidos Leu
12

 e Ala
16

. A His
1
, Asn

16
 e a região C-terminal 

aminada são resíduos de aminoácidos do Pa-MAP possivelmente envolvidos com a 

fixação na membrana. A interação pode ser inicialmente guiada através de ligações de 

hidrogênio. A His
1
 interage com o DPPC

26
 através do O

13
 e O

14
, com distância de 3,38 e 

2,87 Å (ver tabela inserida na Fig. 13c). Adicionalmente, foi possível detectar também 

duas interações hidrofóbicas entre o carbono da His
1
 do anel imidazol (CD2 e CE1) 

ligado ao carbono do DPPC (C3), com distâncias de 3,21 e 3,40 Å, respectivamente. 

Importantes interações também foram observadas ocorrendo entre o carbono da Leu
12

 

(CD1) e o carbono do DPPC
24

 (C14) a uma distância de 2,74 Å e uma ligação de 

hidrogênio entre o nitrogênio do aminoácido Asn
14

 (CD2) com o oxigênio do DPPC
14

 

(O13) a uma distância de 3,40 Å. Além disso, uma ligação hidrofóbica envolvendo o 

carbono da Ala
14

 (CB) com o carbono do DPPC
24

 (C14) foi também observada na 
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superfície da membrana formando um possível tapete estabilizado por interações 

hidrofóbicas, corroborando com os dados obtidos pelas análises dielétricas.  

 

 

 

Figura 13. Análise de docking in silico do Pa-MAP com a membrana de DPPC. (A) Box plot de 335 

modelos de interação classificados de acordo com a energia livre. (B) visualização de Pa-MAP frente a 

membrana de DPPC mostrando a inserção dos peptídeos e (C) visualização aumentada mostrando a 

interação do peptídeo com a membrana lipídica sendo visualizado detalhes da interação, na tabela é 

apresentado a posição dos lipídios e dos aminoácidos com os respectivos nomes de átomos e o 

comprimento da interação. 

 

Avaliação da interação clavaninas-membrana através de espalhamento dinâmico de luz 

e potencial zeta 

 Os peptídeos podem interagir com vesículas devido a efeitos eletrostáticos 

quando as mesmas são constituídas por lipídios eletricamente carregados (Tsogas et al., 

2005; Volodkin et al., 2007; Domingues et al., 2008). A maioria dos peptídeos 

catiônicos induz a agregação de vesículas lipídicas com carga elétrica negativa, pelo 

menos em altas concentrações de peptídeos. Adicionalmente, muitos peptídeos 

hidrofóbicos são capazes de interagir com lipídios neutros induzindo a sua agregação 
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(Matos et al., 2004; Abrunhosa et al., 2005, Wadhwani et al., 2012). Esta agregação de 

vesículas lipídicas, bem como a estabilidade, na presença de peptídeos pode ser 

mensurada pelo tamanho e carga efetiva dos agregados. 

 No presente estudo foi analisada a interação de LUVs neutras formadas por 

(POPC) e carregados negativamente (POPC:POPG, 8:2). O diâmetro das vesículas 

lipídicas foi determinada por EDL antes e após a adição dos peptídeos ClavA e ClavX, 

ambos na concentração de 10µM. As LUVs antes da adição dos peptídeos apresentaram 

cerca de 100nm de diâmetro. Após a adição dos PAMs, foi observada a formação de 

estruturas com grandes raios hidrodinâmicos, indicando a interação dos peptídeos às 

vesículas. A ação da ClavA sobre as LUVs promoveu a formação de uma grande 

quantidade de agregados de tamanhos heterogêneos para ambas as vesículas, sendo esta 

tendência mais pronunciada na presença das vesículas de POPC (Fig. 14a). Para a 

ClavX foi observado a presença de grandes agregados com perfil bastante heterogêneo, 

apenas para as vesículas de POPC:POPG (Fig. 14b). 

 As clavaninas A e X são PAMs que apresentam um amplo espectro de ação 

antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e gram-positivas (van Kan et al., 2003; 

Silva, 2011). A atividade da ClavA está intimamente dependente do pH. Em pH 

fisiológico, este peptídeo permeabiliza a membrana de maneira não específica levando a 

morte celular (van Kan et al., 2002). O mecanismo de ação proposto para a ClavA é 

através do moledo carpete, no qual os peptídeos são ancorados na interface da 

membrana através de interação eletrostática e depois é inserido dentro do core da 

membrana através de interações hidrofóbicas (Oren e Shai, 1999; Shai, 1999). Estudos 

com células microbianas demonstraram que a atividade antimicrobiana é melhorada 

quando o pH é reduzido (Lee et al.,1997a, 1997b; van Kan et al., 2002). Este aumento 

de atividade sugere que condições mais ácidas promovem uma maior afinidade da 

ClavA com a membrana bacteriana aniônica após a protonação dos seus resíduos de 

histidina (van Kan et al., 2002). No entanto, van Kan et al. (2001) demonstraram que a 

ClavA insere-se com eficiência tanto em monocamadas fosfolipídicas neutras como 

carregadas negativamente. Adicionalmente, foi visto que a inserção é essencialmente 

independente do pH, demonstrando que, tanto em pH ácido como em pH neutro, a 

ClavA interage com os lipídeos de membrana e que estas interações são promovidas 

principalmente por forças hidrofóbicas (van Kan et al., 2001). 

 A modificação da ClavA através da adição de cinco resíduos de aminoácidos 

hidrofóbicos, dando origem a ClavX, foi acompanhada também pelo aumento da 
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atividade antimicrobiana do peptídeo (Silva, 2011). Este fato confirma a importância 

dos resíduos hidrofóbicos para atividade antimicrobiana destes peptídeos. Desta forma, 

de acordo com os resultados obtidos, é possível afirmar que ambos os peptídeos 

possuem a capacidade de interagir com as vesículas lipídicas, promovendo a agregação 

das mesmas, e que essa interação provavelmente é mediada principalmente por 

interações hidrofóbicas. 

 Em um estudo semelhante, Epand et al. (2001) analisaram a interação entre 

vesículas lipídicas e quatro análogos do PAM tricogina, um peptídeo antibiótico 

originado do fungo Trichoderma longibrachiatum. Um dos peptídeos, o BT, mostrou ter 

a capacidade de agregar vesículas de dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) e 

DOPC:dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), induzindo ao aumento do seu diâmetro 

hidrodinâmico, tendo uma agregação mais rápida na presença de DOPE, enquanto outro 

peptídeo, o ST, não mostrou essa capacidade. A agregação das LUVs foi atribuída à 

natureza hidrofóbica do BT, ao contrário da estrutura anfifílica do ST (Epand et al., 

2001), demonstrando mais uma vez a importância das interações hidrofóbicas para 

determinados peptídeos. 
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Figura 14. Distribuição de tamanho das vesículas de POPC e POPC:POPG antes e após a exposição dos 

peptídeos ClavA (a) e ClavX (b). O detalhe é o aumento da região que apresenta partículas de até 500nm 

de diâmetro. 
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 A Tabela 4 apresenta os resultados do monitoramento da carga superficial das 

vesículas após a ação dos peptídeos. As LUVs de POPC e POPC:POPG apresentaram 

um potencial zeta de -1,53 mV e -19,8 mV, respectivamente. Estes valores estão de 

acordo com os resultados disponíveis na literatura (Freire et al., 2011; Domingues et al., 

2012). A adição de ambas as clavaninas promoveu um discreto aumento do potencial 

para -0,65 mV e -1,03 para as vesículas de POPC, após a ação da ClavA e ClavX, 

respectivamente, e enquanto que para as vesículas carregadas negativamente, o valor 

permaneceu praticamente constante mesmo após a atuação de ambos os peptídeos.  

 Apesar das mudanças na carga superficial não ter sido muito significativa, o fato 

de ter mudado a carga das vesículas neutras sugere mais uma vez que a interação desses 

peptídeos é guiada por interações hidrofóbicas. Uma vez que as MICs para a ClavA e 

ClavX variam bastante de acordo com a espécie bacteriana e as condições do meio, 

como por exemplo, o pH (van Kan et al, 2001; Silva, 2011), é possível que a ausência 

de mudanças na carga superficial das vesículas de POPC:POPG, bem como a ausência 

de agregados após a ação da ClavX sobre as vesículas de POPC, observadas através de 

EDL, tenham sido devido a baixa concentração de peptídeos utilizada, sugerindo que a 

ação dos peptídeos é dependente da concentração. 

 

 
Tabela 4. Valores de potencial zeta (ζ) para as vesículas de POPC e POPC:POPG antes e após a 

exposição da ClavA e ClavX. 

 

Amostra         ζ (mV) 

POPC -1,53±0,20 

POPC_ClavA -0,65±0,43 

POPC_ClavX -1,03±0,32 

POPC:POPG -19,80±0,56 

POPC:POPG_ClavA -19,40±1,76 

POPC:POPG_ClavX -19,90±0,07 

  

 

Ensaios de permeabilidade de vesícula 

 Experimentos de vazamento de membrana induzida por peptídeos têm se 

tornado um experimento padrão para investigar a interação com membranas e o 

potencial de toxicidade de peptídeos. O vazamento pode ser investigado tanto em 
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células, por exemplo, hemólise, ou a partir de vesículas com moléculas fluorescentes 

retidas em seu lúmen (Epand e Epand, 2003; Ambroggio et al. 2005; Andersson et al., 

2007; Mazzuca et al., 2010). Esses ensaios de vazamento de vesículas basicamente 

envolvem a detecção do aumento do sinal fluorescente devido à liberação do corante 

retido na vesícula após a ação do peptídeo (Torcato et al., 2012).   

 A liberação de solutos encapsulados induzida por PAMs pode ocorrer através de 

pequenos canais formados pela reorganização da membrana, devido à formação de 

poros ou pela desorganização total da bicamada, não podendo mais funcionar como uma 

barreira de permeabilidade (Caaveiro et al., 1998). 

 Na maioria dos casos, as curvas de liberação do cromóforo para diferentes 

peptídeos compartilham duas características peculiares: 1) são lentas, exigindo de 

minutos a horas para o vazamento completo e 2) exibem um comportamento não 

exponencial, com um vazamento inicial rápido que diminui progressivamente (Pokorny 

e Almeida, 2004; Rathinakumar e Wimley, 2008; Gregory  et al., 2009; Mazzuca et al., 

2010). 

 No presente estudo, os ensaios de vazamento de vesículas foram realizados para 

avaliar os efeitos de desestabilização da ClavA e ClavX sobre as vesículas carregadas 

(POPC) e não carregadas (POPC:POPG) utilizando diferentes concentrações de 

peptídeos (1, 5 e 10µM). Como observado na Tabela 5, ambos os peptídeos 

apresentaram a capacidade de realizar o vazamento da 5(6)-CF. A ClavA apresentou 

maior capacidade em desestabilizar as membranas das vesículas em comparação com a 

ClavX, estando de acordo com os resultados obtidos para o EDL. Isto pode ser 

observado mesmo em concentrações bastante baixas. A ClavX, por sua vez, apresentou 

menor capacidade em promover o vazamento das vesículas, tendo um comportamento 

de atuação do peptídeo mais dependente da concentração. O aumento da intensidade de 

fluorescência devido à liberação da 5(6)-CF induzida pelas duas clavaninas foi medida 

durante 15 minutos, tendo ocorrido de forma rápida no início do ensaio e diminuindo ao 

decorrer dos 15 minutos. Depois deste tempo, foi adicionado o Triton X-100 a 1% para 

detecção da fluorescência total. A liberação do fluoróforo ocorreu mais rapidamente 

para a ClavA, quando comparada com a ClavX, e a intensidade de fluorescência para 

este peptídeo atingiu quase o máximo antes mesmo da adição do Triton. A capacidade 

de promover a permeabilização de vesículas da ClavA e ClavX deve-se provavelmente 

a grande quantidade de resíduos hidrofóbicos nas suas estruturas, os quais permitem a 
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interação dos peptídeos com membranas independente da carga de superfície da mesma, 

estando de acordo com os resultados obtidos por EDL e potencial zeta. 

 

Tabela 5. Valores percentuais dos ensaios de permeabilização de vesículas após a atuação dos peptídeos 

antimicrobianos. 

Peptídeo Concentração POPC POPC:POPG 

ClavA 1µM 98,30% 92,30% 

ClavA 5µM 98,77% 98,71% 

ClavA 10µM 99,44% 103,04% 

ClavX 1µM 4,59% 2,30% 

ClavX 5µM 50,44% 10,69% 

ClavX 10µM 68,80% 16,79% 
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CAPÍTULO 6 
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 A interação da MagI com os sistemas CF e CF-Synp foi investigada utilizando o 

par redox Fe(CN)6
3-/4-

 como marcador eletroquímico. A atração eletrostática entre a 

MagI e as membranas lipídicas e a auto-agregação da MagI na presença das membranas 

provocou a formação de poros e resultou no cruzamento dos íons através da camada 

lipídica, atingindo a superfície do eletrodo de ouro. Nossos resultados demonstram que 

o biossistema formado pelas membranas de fosfolípidio revestidas pelo Synp é mais 

resistente à ação da MagI. No entanto, um modelo de reação paralela é proposto para a 

interação da MagI e a camada híbrida MPTS-CF, resultando numa interação 

biomolecular complexa. A importância do copolímero tribloco Synp na estabilização 

dos lipossomas para a liberação controlada da MagI foi demonstrada pela primeira vez 

neste trabalho, uma vez que os lipossomas convencionais (sem revestimento) não 

podem ser aplicados para a liberação controlada de PAMs, devido à sua 

desestabilização através da formação de poros.  

 Os resultados obtidos neste trabalho também demonstraram que o peptídeo Pa-

MAP tem um enorme potencial para desestabilizar as membranas, uma observação que 

pode explicar sua atividade antimicrobiana observada in vitro. As respostas obtidas 

através de EIE para LL-37 revelou que este peptídeo segue o mecanismo de ação do 

tipo carpete, confirmando o que foi descrito anteriormente. Para o Pa-MAP, os dados 

sugerem que o mecanismo de ação deste peptídeo segue também o modelo carpete, 

apresentando um efeito detergente nas concentrações utilizadas neste estudo. Este 

mecanismo foi descrito pela primeira vez para o PAC Pa-MAP. Adicionalmente, a 

desestabilização ocorreu no primeiro minuto de exposição para ambos os peptídeos, 

enquanto a destruição da membrana ocorreu localmente e pode ser reparada por 

redistribuição dos lipídios/peptídeos ou pela difusão lateral dos lipídios a partir das 

regiões intactas. A atividade do Pa-MAP, independente do potencial, sugere que o 

peptídeo pode atuar sobre uma ampla variedade de microrganismos patogênicos 

(compostos por membranas com moléculas aniônicas, catiônicas e zwitteriônicas), 

estando de acordo com os resultados obtidos anteriormente in vitro por Migliolo e 

colaboradores.  

 Finalmente, os resultados obtidos pelas técnicas de EDL, potencial zeta e pelos 

ensaios de vazamento de vesículas demonstraram que as clavaninas A e X apresentam 

um elevado potencial em desestabilizar membranas neutras ou carregadas 
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negativamente, sendo esta desestabilização devida à presença de aminoácidos 

hidrofóbicos em suas respectivas estruturas, resultando no favorecimento das interações 

hidrofóbicas entre o peptídeo e as caudas hidrocarbonadas dos lipídios constituintes da 

membrana. 

 Os resultados obtidos neste trabalho para a ClavX foram os primeiros dados 

descritos para tentar entender o mecanismo de ação deste peptídeo sobre membranas 

lipídicas. Desta forma, como perspectivas futuras podemos destacar:  

 Analisar a interação peptídeo-membrana utilizando uma maior faixa de 

concentração da ClavX;  

 Testar a ação da ClavX sobre membranas de diferentes composições lipídicas; 

 Elucidar o mecanismo de ação da ClavX através de parâmetros eletroquímicos e 

 Redigir um artigo científico descrevendo o mecanismo de ação ClavX-

membrana. 
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8. ANEXOS 

8.1. Anexo 1 
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a  b  s  t  r  a  c  t

Most  antimicrobial  peptides  (AMPs)  have shown  clear  activity  related  to  the  disruption  of  lipid  bilayers.
In  order  to improve  knowledge  of  this  subject,  the interaction  of  Magainin  I (MagI)  with  phospholipid
layers  (PLs),  uncoated  or coated  with  synperonic  (Synp),  was  studied  using  cyclic  voltammetry  (CV),
electrochemical  impedance  spectroscopy  (EIS)  and  surface  plasmon  resonance  (SPR)  techniques.  MagI
peptide was  immobilized  on gold  electrode  via  a self-assembling  monolayer  obtained  from  liposomes  and
liposomes  covered  by  Synp.  MagI  induces  pores  in  the  supported  lipid membranes,  which  are  reflected  in
an increased  amperometric-response  and  also  a decreased  electron-transfer  resistance  (RCT).  In addition,
MagI showed  a  significant  interaction  with  the  PL-Synp-modified  gold  electrode,  but  MagI  showed  a
reliable  contact  with  the  PL-modified  gold  electrode,  leading  to a decrease  in the  relative  resistance
charge  transfer  value  of −17.38%.  Our  results  demonstrated  that  Synp acts  as a  membrane  sealant  after
exposure  of  the  lipid  membrane  to MagI.  A parallel  reaction  model  was  proposed  for  the  interaction  of
MagI and a hybrid  layer  that result  in  a  complex  bimolecular  interaction.  In  short,  the  importance  of
triblock  copolymer  to  stabilize  liposomes  for future  applications  as  drug  delivery  systems  for MagI  was
demonstrated.

© 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

In recent years, a large number of proteinaceous compounds,
known as antimicrobial peptides (AMPs), with deleterious effects
on microorganisms have been isolated from numerous sources
such as bacteria, plants, insects, amphibians and mammals
(Strandberg et al., 2009). These peptides are essential compo-
nents of innate immunity, being considered an ancient defense
mechanism commonly found in different organism (Yount et al.,
2006; Tavares et al., 2008; Carvalho and Gomes, 2009). AMPs are
promising candidates for novel, anti-infectious drugs since they are
effective against antibiotic-resistant bacteria. The indiscriminate
use of antimicrobials is an important risk factor for the emergence
and spread of drug-resistant microorganisms, requiring intense
searches for new classes of antimicrobial agents (Mandal et al.,
2009; Vaara, 2009).

The potential use of AMPs as promising therapeutic agents to
control infections by microorganisms has focused much attention
on numerous studies aiming to decipher their modes of action
(Jelinek and Kolusheva, 2005). Among these, the study of phos-
pholipid membrane models has provided important contributions

∗ Corresponding author. Tel.: +55 81 2126 8540; fax: +55 81 2126 8576.
E-mail address: csrandrade@gmail.com (C.A.S. Andrade).

to clarify how the interaction of these peptides with biological
membranes and the type of cellular damage is induced by peptides
(Chang et al., 2008b; Brogden, 2005).

In general, peptides have some amphiphilic characteristics
and the hydrophobic effect acts to allocate the peptide in
the hydrophilic–hydrophobic interfacial layer of the membrane
(Khandelia et al., 2008). AMPs act specifically by bacterial cell
membrane permeabilisation and novel studies have shown alterna-
tive mechanisms similar to disinfectants, as opposed to traditional
antibiotic therapies (Zhang et al., 2001). Permeability through the
membrane by these peptides can occur in different forms, such
as the attraction between the AMP  and the microbial membrane,
followed by the penetration of the membrane, forming pores and
leading the microorganism to death (Hall et al., 2003; Zhang et al.,
2001).

Magainin I (MagI) is a 23-amino acid cationic AMP  obtained
from the African frog Xenopus laevis. This peptide has an �-helical
structure and is characterized by being a cationic and amphi-
pathic molecule (Matsuzaki, 1998). MagI reveals multiple functions
related to membrane interactions, being active toward multiple
pathogens (Zasloff, 1987; Maria-Neto et al., 2012; Matsuzaki et al.,
1989). This peptide also carries a positive net charge at a neu-
tral pH level and has hydrophobic residues (Hicks et al., 2003;
Bechinger et al., 1992) that are essential for antimicrobial activity
(Khandelia et al., 2008). The modes of action proposed for MagI are

0009-3084/$ – see front matter ©  2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2012.05.002
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related to cellular membrane disruption and include the insertion
of hydrophobic peptide regions into the lipid bilayer alignment,
removal of membrane sections and pore formation (Huang et al.,
2010; Imura et al., 2008). Furthermore, MagI seems to be able to
affect the bacterial cell in different ways and further modifies the
pathogen’s metabolism, suggesting the presence of unusual and
undiscovered targets (Maria-Neto et al., 2012; Li and Salditt, 2006;
Hicks et al., 2003).

In short, in spite of the enormous similarity between them, MagI
peptide was chosen, due to the small number of reports previously
published reports, in contrast to the large number of studies with
Magainin II (MagII). Magainin I and II showed only two differences
at positions 10 and 22 (Matsuzaki, 1998). Moreover this data could
also be correlated with the bacterial resistance effect previously
observed in Escherichia coli cells (Maria-Neto et al., 2012), leading
us to create a novel hypothesis and enhance our understanding of
the mechanism of action of MagI.

A wide variety of studies have assessed the activity of mag-
ainins through peptide-vesicle/membrane interaction formed by
a single type or different mixed lipids, providing data on the
attraction, attachment, insertion and orientation of AMPs, as well
as on the thickness and integrity of lipid bilayers following the
action of the peptide (Brogden, 2005). In addition, several stud-
ies have dealt with the steric stabilization of phospholipid vesicles
by adsorption of glycolipids and water-soluble polymers (including
triblock copolymers) onto the outer liposome surface (Kostarelos
et al., 1998). Synperonic F68 (Synp), also known as pluronic
or poloxamer, is a strongly hydrophilic triblock copolymer of
poly(ethylene oxide)–poly(propylene oxide)–poly(ethylene oxide)
(PEO–PPO–PEO) applied in drug delivery systems and in gene deliv-
ery, as biological adjuvants (Fusco et al., 2006; Bromberg et al.,
2006). In addition, PEO–PPO–PEO have also been applied as dis-
persants and stabilizers in antibiotics, vitamin dispersions and in
cell culture to protect microorganisms and animal and plant cells
against mechanical damage (Kostarelos et al., 1998). As previously
reported (Maskarinec et al., 2005), PEO–PPO–PEO are able to inter-
act with lipid bilayers in order to restore their integrity and can
therefore be a useful stabilizer for liposomes (Lip).

As a result, since real difficulties of AMP  encapsulation
into Lip have been observed due to pore-forming mechanisms,
novel approaches are required to stabilize the Lip-MagI inter-
action for further understanding of drug delivery systems for
controlled AMP release. In addition, Lip mimicking the outer-
leaflet plasma membrane of bacteria have also been used. In
this connection, the present study evaluated the interactions of
MagI (H2N–GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS–COOH) with phospho-
lipid layers (PLs) (uncoated or coated with Synp) in order to
understand the association mechanism with model membranes
using cyclic voltammetry (CV), electrochemical impedance spec-
troscopy (EIS) and surface plasmon resonance (SPR). Since MagI
causes cellular membrane disruption PEO–PPO–PEO were applied
as a membrane sealant (Wu et al., 2004) for the development of sta-
ble drug delivery systems. To the best of our knowledge, the present
report is the first to show the possibility of obtaining a useful drug
delivery system for AMPs based on Synp-modified liposomes.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Soya phosphatidylcholine (Epikuron 200, 98% PC) was obtained
from Lucas Meyer (Hamburg, Germany). Cholesterol and 3-
mercaptopropyltrimethoxysilane (MPTS) were obtained from
Sigma Chemical (St. Louis, USA). Synperonic F68 was  purchased
from SERVA Electrophoresis (Heidelberg, Germany). Potassium

ferri- and ferrocyanide were obtained from VETEC (Brazil). Syn-
thetic Magainin I (Sigma Chemical) with a 95% degree of purity was
employed in all experiments. All chemicals and solvents were of
analytical grade and were used as received, without further purifi-
cation. The water used was  obtained from a Milli-Q plus (Billerica,
USA) purification system.

2.2. Formulation of the uncoated and coated liposomes

Liposomes (Lip) were obtained by a lipid film formed by
evaporation of the solvent from a phospholipid organic solution
(Andrade et al., 2004). For the formulation, Epikuron 200 (EP)
and cholesterol (CHOL) in a molar ratio of 7:1 were used. The EP
and CHOL were separately dissolved in an organic solvent con-
taining chloroform/methanol (9:1, v/v) using magnetic stirring
at room temperature and were then mixed together and stirred
for 10 min. Subsequently, the formulation was subjected to low
pressure (100 mmHg−1) and agitation (100 rpm, 37 ◦C) for solvent
evaporation and obtaining lipid films. Shortly afterwards, the films
were hydrated with 10−3 M citrate–phosphate buffer (pH 7.4) to
obtain multilamellar vesicles (MLV). The solution was subjected
to magnetic stirring at room temperature for 45 min. Next, the
MLV  suspensions were subjected to sonication for 120 s using a
probe-type sonicator (Unique DES500), and large and small unil-
amellar vesicles (LUV and SUV) were formed. Synp-coated Lip were
obtained according to Kostarelos et al. (1998).  0.5% of Synp was
added to an equal volume of liposome solution under magnetic
stirring at room temperature for two hours. Finally, all formulations
were stored at 4 ◦C.

2.3. Dynamic light scattering and zeta potential measurements

The measurements of size and zeta (�) potential were per-
formed using a Zetasizer Nano ZS90 instrument (Malvern, UK). The
hydrodynamic mean diameter was  determined by dynamic light
scattering detected at an angle of 90◦ with a laser He–Ne operating
at � = 633 nm as the light source. �-Potential was measured by the
electrophoretic technique by means of the Smoluchowski approx-
imation, U = ε�/�, where U is the mobility, � is the viscosity and ε is
the dielectric constant for pure water. All measurements were car-
ried out at 25 ◦C and the results reported correspond to the average
of three independent measurements.

2.4. Self-assembled layers

In order to evaluate the PL-MagI interaction a MPTS-modified
gold electrode was used in order to obtain a self-assembled PL.
Measurements were performed using a gold substrate coated with
a self-assembly MPTS monolayer. For coating, a solution was pre-
pared by diluting the MPTS in ethanol at a final concentration
of approximately 10−4 mol  L−1. The substrate was  immersed in
this solution for 30 min  and then washed with distilled water and
ethanol. The substrate was then taken to an incubator at 60 ◦C for
1 h (Piwonski et al., 2005). Fig. 1 schematically shows the proposed
stepwise formation of the supported PL on the MPTS-modified gold
surface. The figure clearly illustrates that the unilamellar vesicles
adsorb spontaneously on the hydrophobic MPTS surface to form a
supported PL, providing a model membrane surface.

2.5. Electrochemical measurements

Electrochemical measurements were carried out on a PGSTAT
302N potentiostat (Autolab, Eco Chemie, The Netherlands) inter-
faced with an analyzer controlled by a computer. A three-electrode
setup with an Ag/AgCl (saturated KCl) reference electrode was
employed throughout the investigation. All potentials were
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Fig. 1. Schematic representation of liposome adsorption (with or without Synp) on MPTS-modified gold electrode and MagI action.

referred to this electrode. A platinum wire and a modified gold disc
(d = 2 mm)  were used as auxiliary and working electrodes, respec-
tively. The impedance spectra were recorded in the frequency range
of 100 mHz  to 100 kHz. The amplitude of the applied sine wave
potential was 10 mV,  while the direct current (dc) potential was
limited at the open circuit potential measured just before the appli-
cation of the sine wave potential. Cyclic voltammetry (CV) was
performed with the potential sweeping between +0.7 and −0.2 V
at a scan rate of 50 mV  s−1. CV and EIS measurements, performed
in the presence of a 10 mM K4[Fe(CN)6]4−/K3[Fe(CN)6]3− (1:1) solu-
tion used as a redox probe in phosphate buffer saline (PBS, pH
7.4), were carried out at different stages of the preparation of the
modified electrode. The bare gold electrode was mechanically pol-
ished with 0.05 �m �-Al2O3 powder and washed ultrasonically in
distilled water prior to each experiment. All electrochemical mea-
surements were performed at room temperature inside a Faraday
cage.

2.6. SPR instrumentation and measurements

SPR measurements were made using an Esprit double chan-
nel SPR instrument (Autolab, Eco Chemie, The Netherlands) setup
in the Kretschmann configuration (Oliveira et al., 2011b). Gold-
plated sensor surfaces (Autolab, Eco Chemie, The Netherlands)
were used for the SPR measurements, and the corresponding signal
was recorded as a function of time. The SPR signal was first recorded
using a running solution to stabilize the electrode and allow the
establishment of the baseline. During each run, the first 200 s rep-
resent the baseline, after which the sample was added and allowed
to interact with the electrode. The response of the SPR sensor was
automatically monitored in a PC by a digital converter.

2.7. Scanning electron microscopy measurements

The scanning electron microscopy images were obtained from
a JSM 5900 (JEOL Instruments, Japan) at an acceleration voltage of
15 kV and a working distance of 5 �m (Oliveira et al., 2011a).  The
3D images were obtained using ImageJ software (Abramoff et al.,
2004).

3. Results and discussion

3.1. Morphological analyses

Scanning electron microscopy was used to study the morphol-
ogy of the PL-modified surface with or without Synp and compared
with the pure PL, as shown in Fig. 2. The PL appears as a flat and

smooth surface (Fig. 2a and b) in contrast with the PL-MagI sys-
tem, which has a relatively heterogeneous surface in SEM images
(Fig. 2c and d). In particular, the PL-MagI system shows pores on the
PL surface (Fig. 2c). In addition, the pore-forming MagI action over
PL is clarified in Fig. 2d and some irregularly-shaped particles were
also identified. The morphology of the PL-Synp film was  a plain
and smooth surface (Fig. 2e and f). This typical surface appearance
suggests that Synp is completely dispersed on the PL film matrix.
No significant structural difference can be observed by increasing
the MagI content in the PL-Synp systems (Fig. 2g and h). Thus the
results obtained for MagI interacting with PL-Synp system indicate
that triblock copolymers can help to seal structurally damaged PL
membranes. Maskarinec et al. (2005) demonstrated that the inser-
tion of PEO–PPO–PEO into a lipid film leads to a tighter packing of
the lipid molecules by physically occupying part of the damaged
lipid film. Subsequently, triblock copolymer is expelled when the
membrane integrity is restored (Chang et al., 2008a;  Maskarinec
et al., 2005; Wu  et al., 2004).

3.2. Electrochemical behavior of Fe(CN)6
3−/4− at the modified

electrode surface

Cyclic voltammograms were obtained using a stepwise modifi-
cation process for differently modified electrodes in the presence
of a fairly reversible redox couple Fe(CN)6

3−/4− at the scan rate
of 50 mV  s−1 to monitor electrode modification (Fig. 3a). The
cyclic voltammogram of the bare gold electrode showed a pair of
well-defined redox peaks, demonstrating the reverse process of
Fe(CN)6

3−/4− in the solution phase. The self-assembled PL on the
electrode surface decreased the anodic and cathodic peak current
of Fe(CN)6

3−/4−. This could be easily interpreted as a relatively com-
pact PL formed on the gold electrode that prevents the diffusion
of Fe(CN)6

3−/4− toward the electrode surface. The solid-supported
lipid membrane has the advantage of ease of preparation, repro-
ducibility, stability and the possibility of using an electrically
conductive support.

After interaction of MagI on the PL surface an increase of anodic
and cathodic peaks occurred, which could suggest a possible pore
formation. These results demonstrate that MagI retain their bio-
logical action after exposure on the electrode surface. However,
no increase in the amperometric response of the PL-MagI system
in the presence of Synp was observed, suggesting that membrane
disruption is probably not occurring. Our results confirmed that
MagI displayed a subtle interaction with the PL-Synp system with
no significant modifications in the voltammetric response.
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Fig. 2. Representative SEM images of PL (a), PL-MagI (c), PL-Synp (e) and PL-Synp-MagI (g) and their corresponding 3D images: PL (b), PL-MagI (d), PL-Synp (f) and PL-Synp-
MagI  (h). Lighter color represents greater height.

3.3. Electrochemical impedance spectroscopy

Fig. 3b shows the Faradaic impedance spectra observed
during the stepwise modification process. The bare gold elec-
trode reveals a very small semicircle, signifying a very low

charge-transfer resistance (RCT) of the redox probe, thereby con-
firming the CV results. The RCT was  increased after the electrode
modification with PL due to the deposition of lipids on the elec-
trode surface, which act as an electrostatic barrier that hinders
the ability of the redox probe to access the layer and retards the
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Fig. 3. Cyclic voltammograms (a), Nyquist plots (b), equivalent circuit applied to fit impedance measurements (c) and Bode plots (d) of the electrode of the electrode at
different stages. Supporting electrolyte 10 mM K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] 1:1 + 0.15 M NaCl in 10 mM pH 7.4 solution; scan rate of 50 mV s−1. R� , the ohmic resistance of the
electrolyte solution; Cdl, the double layer capacitance; ZW, the Warburg impedance; RCT, the charge-transfer resistance.

electron transfer kinetics between the redox probe and the elec-
trode.

The impedance spectra follow the theoretical shapes and
include a semicircular portion observed at higher frequencies,
which corresponds to the electron transfer-limited process, fol-
lowed by a linear part characteristic of the lower frequency
attributable to a diffusional limited electron transfer (Fig. 3b). The
impedance data were fitted with a Boukamp non-linear least-
square fitting program (Oliveira et al., 2011a), using the Randles
equivalent circuit (Fig. 3c), which includes the solution resistance
(R�), the charge-transfer resistance (RCT), the double layer capaci-
tance (Cdl) and the Warburg impedance element (ZW). Ideally, ZW
and R� represented the bulk properties of the electrolyte solu-
tion and diffusion features of the redox probe in solution and are
thus not affected by modifications in the electrode surface. The RCT
depend on the insulating feature at the electrode/electrolyte inter-
face. The changes in RCT were much larger than those in the other
impedance components. Thus, RCT was a suitable signal for sens-
ing the interfacial properties of the biosystem prepared during all
these assembly procedures.

The Cdl changes show a direct and sensitive relationship with
the electron-transfer rate and with the responses of the interaction
between MagI and the lipid membrane. Thus, the RCT was used as
the sensor signal. At high frequencies the semicircle demonstrates
heterogeneous charge transfer kinetics, according to the equations
below:

RCT = RT

nFi0
(1)

i0 = nFA�0C (2)

where R is the gas constant, T is the temperature, n is the electron-
transferring constant of the redox couple (n = 1 as for Fe(CN)6

3−/4−),
F is the Faraday constant, i0 is the exchange current between the
gold electrode and the redox couple, A is the area of gold electrode,
�0 is the charge transfer rate constant and C is the concentration of
the redox couple. The charge transfer rate constant was  obtained
from the above equations.

The curve simulated by the equivalent circuit is preferably close
to the experimental impedance plots, which indicates that the
equivalent circuit is accurate. The PL-MagI complex causes the dis-
ruption of the lipid layer on the electrode surface, which decreases
the diameter of the semicircle resulting in a low RCT. The diam-
eter becomes smaller and the charge-transferring rate constant
�0 increases from 0.66 × 10−10 m/s  to 1.13 × 10−10 m/s  in the fol-
lowing order: PL-modified electrode, PL-Synp-MagI complex and
PL-MagI modified electrode.

Table 1 lists the parameters of the fitted impedance results.
Table 1 shows the value of RCT, Cdl and �0 for each modification
process. The RCT of a bare gold electrode is 0.286 k�,  a very small
response compared to the values of RCT of the other analyzed sys-
tems, except for the PL-MagI system. The increase observed for �0

is in agreement with the fact that the interaction of MagI with PL
results in a significant decrease in RCT (0.673 k�), owing to the gen-
eration of faults in the lipid membrane. After the interaction of
MagI with the PL-Synp modified electrode, a significant increase
in RCT from 0.846 k� to 1.024 k� (Table 1) was observed. This
data reflects the peptide immobilization/adsorption and leads to
a very significant increase in mass on the electrode surface. The
sequence of measurements for the pure PL, PL-Synp and PL-Synp-
MagI modified electrodes are consistent with the occurrence of a
progressive blockage of the interface, confirming that the amount of
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Table 1
Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results and current peaks of voltammograms.

Modified electrode RCT (k�) Cdl (F) W (×10−4 �)  Ipa (�A) Ipc (�A) �RCT (%) �0 (×10−10 m/s)

Gold electrode 0.286 ± 0.011 1.015 × 10−8 ± 0.013 2.36 ± 0.011 0.404 ± 0.020 0.380 ± 0.013 – 2.67
PL 1.145 ±  0.010 6.075 × 10−8 ± 0.096 2.33 ± 0.086 0.249 ± 0.015 0.230 ± 0.021 – 0.66
PL-MagI 0.673 ± 0.021 6.662 × 10−8 ± 0.116 1.77 ± 0.109 0.327 ± 0.020 0.313 ± 0.030 70.13 1.13
PL-Synp 0.846 ± 0.012 8.844 × 10−7 ± 0.067 6.58 ± 0.073 0.308 ± 0.010 0.287 ± 0.017 – 0.90
PL-Synp-MagI 1.024 ± 0.014 7.617 × 10−7 ± 0.079 6.55 ± 0.124 0.314 ± 0.013 0.287 ± 0.011 −17.38 0.74

�RCT – Relative charge transfer variation from impedance data.

material immobilized and/or adsorbed on the electrode surface
directly correlates with the impedance response.

In addition, Synp coating retained the MagI in the PL and pre-
served the membrane structure, with no apparent modifications in
the EIE response. The results presented in Fig. 3b clearly show that
MagI was able to disrupt the PL, as can be seen by the decrease in
the charge transfer, RCT.

The performance of the modified electrode for analysis of MagI
action was evaluated through the relative variation of this param-
eter (�RCT). This variation can be calculated according to the
following equation:

�RCT(%) = RCT(PL) − RCT(MagI)
RCT(MagI)

(3)

Here, RCT(PL) is the value of the charge-transfer resistance of the PL
or PL-Synp modified electrode. RCT(MagI) is the value of the charge-
transfer resistance of the PL-modified electrodes after exposing
them to the solution containing MagI.

A summary of the results of MagI action in each system analyzed,
such as PL and PL-Synp, is given in Table 1. All the measurements
were repeated at least three times and the results were nearly the
same each time (Table 1). These results demonstrate that the MagI
retains its capability to make pores in PL-modified electrodes. As
previously observed, �RCT was higher with the MagI action in the
PL-modified gold electrode (70.13%) than in the PL-Synp-gold elec-
trode (−17.38%). Thus, Synp showed a membrane sealant property
(Wu et al., 2004) and avoided membrane disruption.

The mechanism of interaction between the MagI- and PL-
modified gold electrodes was predictable. Initially, MagI probably
binds with the anionic head group of PL via electrostatic interac-
tions. Upon insertion into the membrane, MagI might induce the
modification of phospholipids in such a way that it induces a posi-
tive interface curvature. The negatively-charged marker ions could
not cross the membrane. Since MagI is a small peptide that can span
the membrane only once, it was assumed that several molecules
associated with the membrane are able to form a pore. The impedi-
metric results showed that MagI had broken the structure of the
underlying lipid membrane by removing the lipid membrane from
the gold electrode and that, at the same time, the marker ions
had crossed the membrane through the water-filled pores to reach
the surface of the gold electrode and exhibited an amperometric
response.

Fig. 3d shows that the mechanism interaction of the peptide
changed the electrical characteristics of the lipid membrane. A Bode
plot showed an impedance variation between the initial situation
(with an intact lipid coating) and the final situation (where the
layer should be disrupted), and, despite the changes in the spectra
shapes, we applied the same equivalent circuit. In the medium-
frequency region, a linear relationship can be observed between
the impedance modulus and log frequency. This frequency region
corresponds to the capacitive behavior of the electrode/electrolyte
interface.

RCT versus time experiments were performed in order to better
understand the association mechanism of lipid membranes (coated
or uncoated Synp) with MagI. Fig. 4 shows the RCT response for PL-
and PL-Synp-modified electrodes before and after exposure to the

MagI. MagI induces a significant decrease in the RCT within the first
minute. In the case of the PL-Synp system there is a major increase
in the RCT after exposure to MagI molecules. The final value of RCT
for PL in the presence of MagI is 0.968 k�,  while for PL-Synp-MagI
it is 2.703 k�. The higher values of RCT obtained for PL-Synp-MagI
indicate that MagI is retained in the PL-Synp system.

In Fig. 4a decrease in the RCT response for PL after MagI interac-
tion and, subsequently, an increase in RCT after a few minutes were
observed. Thus, the resulting impedimetric behavior is in accor-
dance with the EIS model proposed by Chang et al. (2008b). This
data substantiate the toroidal pore model proposition for the AMP
mode of action. In addition, the charge cluster mechanism can also
be proposed for amphipathic helical cationic AMPs (Epand et al.,
2010), but is not applicable to some peptides, such as Mag. Our
results therefore showed that the proposed biosystem formed by
Synp-coated phospholipid membranes is appropriate for the devel-
opment of drug delivery systems with substantial resistance to the
action of MagI.

3.4. Surface plasmon resonance analyses

Binding sensorgrams between MagI with layers of PL and PL-
Synp are shown in Fig. 5. The results reported here show that a
notable difference in the peptide affinity was observed in PL-Synp
as compared to pure PL, indicating the contribution of the Synp
layer in avoiding the membrane disruption. The peptide solutions
were passed over the self-assembled surfaces and the detected
association rate of the MagI did not vary considerably when the flow
rate was  varied. Our results therefore indicate that the interaction
was not mass-transport limited.

In addition, the sensorgrams indicate a biphasic behavior related
to the association of MagI with the lipid surfaces. The initial asso-
ciation of the PL-MagI system starts as a very rapid process and
subsequently slows down toward the end of the MagI injection and
does not reach equilibrium (Mozsolits et al., 2001). The mechanism
of association between MagI and phospholipids seems to be driven
by two steps (Papo and Shai, 2003) and is known as a two-state reac-
tion model. According to this model, the MagI first bind to the lipid
head group and then penetrate further into the hydrocarbon region

Fig. 4. RCT versus time for PL and PL-Synp exposed to MagI.
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Fig. 5. A real-time response of liposome adsorption (with or without Synp) on
MPTS-modified gold electrode at MagI presence.

of the PL. Initially, the first step is mainly governed by electrostatic
interactions between the MagI and PL. Moreover, the electrostatic
interactions are not important for the PL-MagI interaction in the
second step.

However, due to the covalent attachment of MPTS thiol groups
to the metal surface, the MagI may  not be able to completely
penetrate the MPTS-PL hybrid layer. Mozsolits et al. (2001) have
proposed a parallel reactions model (PRM) to explain similar
behavior. PRM assumes two simple bimolecular interactions run-
ning parallel with different rate constants, resulting in a complex
bimolecular interaction.

Thus, when analyzing our PRM results, it is possible to assume a
molecular mechanism involving a MagI-lipid interaction, when the
MagI initially binds to the PL and is subsequently partially inserted
into the MPTS-PL hybrid bilayer, leading to the limited disrup-
tion of the adsorbed PL. After the buffer flow had been washed,
a large amount of free or weakly-bound peptide and disrupted PL
was removed. In the case of PL-Synp-MagI, the sensorgrams did
not return to zero, which may  indicate that molecules of the MagI
remained bound to the surface or inserted into the PL-Synp. The
contribution of the polar head group may  favor MagI retention
between the choline groups and Synp. The electrostatic interac-
tions between the positively-charged residues of the AMP  and the
phosphate group of the phospholipid head group have been studied
(Kandasamy and Larson, 2004; Ramamoorthy, 2009). The sensor-
gram characteristics also reveal that the MagI bound faster to the
pure PL than the PL-Synp.

3.5. Dynamic light scattering and zeta potential analyses

The �-potential and effective diameter of the liposomes with
or without Synp as a function of the presence of MagI were
investigated. The mean particle size and �-potential, before and
after coating, are illustrated in Table 2. In addition, for all ana-
lyzed samples, minimal changes in the particle size (from 191
to 201 nm)  were observed with a polydispersity index of ∼0.9.

Table 2
�-Potential and size particles of the liposomes with or without Synp as a function of
the presence of MagI.

Sample Size (nm) �-Potential (mV)

Liposome 200.0 ± 17.3 −6.7 ± 1.6
Liposome-Synp 201.3 ± 32.3 11.0 ± 2.8
Liposome-Synp-MagI 191.3 ± 28.0 17.3 ± 4.7

Lower size values were obtained for Lip-Synp-MagI. The dif-
ferences in size for Lip, Lip-Synp and Lip-Synp-MagI are due
to the AMP  binding that induces disorder in the phospho-
lipid bilayer interface region (Thennarasu et al., 2005, 2010).
Recently, Bhattacharjya and Ramamoorthy (2009) have studied
the interactions between AMP  and biopolymers, determining a
notably different structural organization of the peptides. Thus,
it is likely that AMPs could have different structural organiza-
tions, depending on the type of environment in which they are
situated (Bhattacharjya and Ramamoorthy, 2009; Bhunia et al.,
2009).

In addition, the pure liposomes were stable for 5 days. On
the other hand, the Lip-MagI samples were completely unstable.
Therefore, due to the observed instability of Lip-MagI, we used
a stabilizing agent (Synp). The Lip-Synp and Lip-Synp-MagI sam-
ples presented a clear stability behavior for 15 days. No visible
aggregation was  observed for Lip-Synp or Lip-Synp-MagI during
the experiments. It is worth stressing that pure liposomes, when in
contact with pore-forming MagI, are unstable. Synp improves the
physical stability of Lip and reduces aggregation.

Low values for the �-potential (−6.7 mV) of liposomes were
obtained. It is known that the value of �-potential of liposomes
strongly depends on the pH and ionic strength of the solution.
Depending on the ionic strength, the �-potential of the lipo-
somes from l-�-phosphatidylcholine is in the negative range
(Kepczynski et al., 2006; Zhou and Raphael, 2007). According
to Lewandowska et al. (2010), the negative �-potential may
come from some acidic impurities, e.g., phosphatidylglycerol. On
the other hand, �-potential positive values (11.0–17.3 mV)  were
obtained after adding the Synp, and are a clear demonstration that
Synp-coated liposomes prevented membrane disruption by MagI
action.

Recently, a number of authors (Thennarasu et al., 2010; Nguyen
et al., 2009) have shown the existence of more than one distinct
orientation of AMPs. Some of these are inserted into the lipid
bilayer and others are oriented on the lipid bilayer surface. How-
ever, the resulting �-potential is slightly more positive (Table 2)
for Lip-Synp-MagI, indicating that some MagI molecules might be
embedded on the Synp surface and contribute to a more cationic
surface.

4. Conclusions

The interaction of MagI with PL and PL-Synp systems was
investigated using Fe(CN)6

3−/4− couples as electrochemical marker
ions. The electrostatic attraction between MagI and lipid mem-
branes and the self-aggregation of MagI in the presence of
membranes caused pore formation and resulted in marker ions
crossing the supported lipid membrane layer and reaching the
surface of the gold electrode. In addition, our results demon-
strate that the biosystem formed by Synp-coated phospholipid
membranes is more resistant to action from MagI. However, a
parallel reaction model is proposed for the interaction of MagI
and the MPTS-PL hybrid layer, resulting in a complex bimolecular
interaction. The importance of triblock copolymers in stabilizing
liposomes for the controlled release of MagI was demonstrated
here, since conventional liposomes cannot be applied to control
the release of AMPs, owing to their destabilization by pore forma-
tion.
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Abstract: Antimicrobial peptides (AMPs) have been isolated from a wide variety of organisms that include microorgan-

isms, plants, insects, frogs and mammals. As part of the innate immune system expressed in many tissues, AMPs are able 

to provide protection against invasion of foreign microorganisms and exhibit a broad spectrum of activity against bacteria, 

fungi and/or virus. Non-AMPs cell-penetrating peptides have been used as carriers for overcoming the membrane barrier 

and helping in the delivery of various molecules into the cell. Physicochemical peptide-lipid interactions studies can pro-

vide us with reliable molecular information about microbe defense response, including the elucidation of the prevailing 

mechanisms of its action, such as the barrel-stave, toroidal pore, carpet and detergent-like models. In this paper, we pre-

sent an overview of the peptide-lipid mechanisms of interaction as well as discuss alternative techniques that could help to 

elucidate the peptides functionality. Quartz crystal microbalance (QCM), surface plasmon resonance (SPR) spectroscopy 

and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) are useful techniques to investigate in details of the peptide-membrane 

interaction. The techniques here discussed could also offer specific and low-cost methods that can to shed some light over 

the different modes of action of AMPs, contributing to the development of drugs against infectious diseases. 

Keywords: Antimicrobial peptides; phospholipids; electrochemical impedance spectroscopy; surface plasmon resonance spec-
troscopy; quartz crystal microbalance; peptide-lipid association. 

NATURAL AND SYNTHETIC PEPTIDES 

Antimicrobial peptides (AMPs) have been isolated from 
numerous sources such as bacteria, plants, insects, amphibi-

ans and mammals [1-5]. AMPs are an important part of the 

innate immune system providing protection against microor-
ganism invasion and exhibiting a broad activity spectrum 

against bacteria, fungi and/or virus [1, 6]. Antibiotic resis-

tance develops very fast as soon as novel agents are intro-
duced, only ten growth rounds are necessary for increased 

resistance development [7]. Therefore, attempts to develop 

new antimicrobial compounds with unusual mechanisms of 
action may lead to an improved control of bacteria with high 

resistance to commercial antibiotics [8]. As effective agents 

against antibiotic-resistant bacteria [9], AMPs are promising 
candidates for novel anti-infectious drugs. One of the most 

studied AMPs consists in magainin I (MagI),a natural 23-

amino acid residues long cationic and amphipathic helical 
AMP (Fig. 1) obtained from the African frog Xenopus laevis 

[10]. The specific peptide sequence of MagI is shown in  

Table 1. 
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Fig. (1). Three dimensional structures of helical antibacterial pep-

tides. (A) Phylloseptin from Phyllomedusa hypochondrialis (PDB 

code 2jq0; [101]). (B) Mellitin from Apis melifera (PDB code 2mlt, 

[102]). (C) Magainin from Xenopus laevis (PDB code 2mag; 

[103]). (D) Cathelecidin LL-37 from Homo sapiens (PDB code 

2k6o; [104]). 

 
AMPs are generally composed of amphipathic and cati-

onic structure regions that can act as effective cell permeabi-
lizers that leads to pathogen death. Peptides have am-
phiphilic properties and the hydrophobic effect allows the 
peptides to become localized in the membrane layer [11, 12]. 
In addition, the hydrophobicity, amphipathicity, peptide 
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Table 1.  Some Peptides and their Respective Sequence and Action Mechanism Obtained Using Alternative Techniques. 

Type of mechanism Peptide designation Sequence Technique Ref. 

pore-toroidal Magainin GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS-COOH SPR and EIS [24] 

pore-toroidal Melittin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2 SPR [24] 

peptide carriers Pep-1 
acetyl-KETWWETWWTEWSQPKKKRKV-

cysteamine 
SPR [16] 

carpet Aurein 1.2 GLFDIIKKIAESF-NH2 QCM [37] 

pore-forming Caerin 1.1 GLLSVLGSVAKHVLPHVVPVIAEHL-NH2 QCM [37] 

unclear 
Gly15Gly19-caerin 

1.1 
GLLSVLGSVAKHVLGHVVGVIAEHL-NH2 

QCM with dissipation monitoring 

(QCM-D) 
[49] 

unclear 
Ala15Ala19-caerin 

1.1 
GLLSVLGSVAKHVLAHVVAVIAEHL-NH2 QCM-D [49] 

unclear Oncocin (peptide 10) VDKPPYLPRPRPPRRIYNR-NH2 QCM-D [49] 

carpet Tat (44–57) Ac-GISYGRKKRRQRRR-NH2 QCM-D [47] 

carpet Tat (49–57) Ac-RKKRRQRRR-NH2 QCM-D [47] 

pore-forming CNY21 CNYITELRRQHARASHLGLAR EIS [92] 

pore-forming Nisin ITSISLCTPGCKTGALMGCNMKTATCHCSIHVSK QCM [44] 

toroidal pore Fallaxidin4.1a GLLSFLPKVIGVIGHLIHPPS-NH2 QCM [43] 

carpet or detergent LL-37 
LLGDFFRKSKEKIGKE-

FKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 
EIS [95] 

pore-forming HPA3 AKKVFKRLEKLFSKIWNWK SPR [79] 

pore-forming HPA3P AKKVFKRLPKLFSKIWNWK SPR [79] 

carpet mechanism Novicidin KNLRRIIRKGIHIIKKYF QCM-D [58] 

 
charge and degree of secondary structure angle have also 
been shown to play important roles in the cell-lytic peptides 
properties [13-15]. The study of peptide-membrane interac-
tions is also extremely important in the case of non-AMPs, 
such as cell-penetrating peptides (CPPs). 

 CPPs have been used as carriers for overcoming the 

membrane barrier, with a substantial improvement in the 
cellular uptake of hydrophilic macromolecules with pharma-

cological interest [16, 17]. Some cationic peptides are able to 

transverse the cell membrane and to help in the delivering of 
various molecules into the cell [18]. Basic peptidic se-

quences have the ability to pass through the membrane in a 

nontoxic and non-immunogenic manner [19]. Pep-1, a syn-
thetic peptide carrier that belongs to the family of primary 

amphipathic peptides, is an example of CPPs. This peptide 

shows exceptional properties as a vector and is able to effi-
ciently deliver molecules producing the desired biochemical 

effect in the expected cellular localizations [20, 21]. Pep-1, 

that was developed to deliver cargo proteins into several cell 
lines without the need for covalent coupling, contains three 

segments: a hydrophobic tryptophan rich motif 

(KETWWETWWTEW), a spacer domain, and a hydrophilic 
lysine-rich domain (KKKRKV) [21-23]. 

PEPTIDE-MEMBRANE INTERACTIONS AND 

DOCKING MECHANISMS OF ACTION  

Currently, a large number of studies have been directed 
to evaluate the interactions between bioactive peptides and 
lipid membranes, since they play a key role in many cellular 
processes [24]. Thermodynamics of peptide-lipid interac-
tions seems to be governed by distinct forces that depend 
both on the peptide properties and on the membrane compo-
sition. The peptide-membrane interaction can occur in dif-
ferent forms, such as the attraction between the AMPs and 
lipid membrane, followed by membrane penetration, which 
leads to pore formation and subsequent microorganism death 
[25, 26]. In summary, the main forces involved can be 
grouped into electrostatic forces, hydrogen bonds and hydro-
phobic interactions [27]. The interactions between peptides 
and lipid membranes result in several modes of action [28], 
which could be classified, as follows: barrel-stave, toroidal 
pore, carpet and a detergent-like mechanism (Fig. 2). How-
ever, these modes of action are not necessarily exclusive of 
each other. In classical models of lipid bilayer disruption, 
once the peptides bound on the membrane surface reach a 
threshold concentration and they insert themselves across the 
bilayer to form either peptide-lined pores (in the barrel-stave 
model), solubilizing the membrane into micellar structures 
(in the carpet model), or forming peptide-and-lipid lined 
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Fig. (2). Schematic diagram of the different mechanisms of membrane-peptide association. The peptides in aqueous adapt the structure in the 

-helix. In the first stage, the peptides bind to the membrane by electrostatic interactions. Subsequently, in the second step, the peptides in the 

lipid bilayer reorganize themselves, inducing the formation of pores (barrel-stave and toroidal-pore models) or destabilization of the mem-

brane (carpeting and detergent models) (Figure adapted from [24]). 

 
pores (in a toroidal pore model) [29]. In the reviewed disor-
dered toroidal pore model, pore formation is more stochastic 
and involves only low peptide quantity. The bilayer thick-
ness may be affected by the peptides presence and the mem-
brane could be remodeled to form anionic lipids rich do-
mains in the peptides surfaces [28]. In other specific cases, 
non-bilayer intermediates may be induced. Non-bilayer 
phospholipid arrangements are three-dimensional structures 
that can be formed when anionic phospholipids with an in-
termediate form of the tubular hexagonal phase, such as 
phosphatidic acid, phosphatidylserine or cardiolipin, are pre-
sent in lipids bilayer [30]. It is worthy to note that the peptide 
adsorption to the membrane can be enhanced by targeting 
them to oxidized phospholipids [28]. Additionally AMPs 
may pair with anions across the membranes, resulting in ion 
efflux. Another mechanism that could be observed for AMPs 
may lead to charge modification in the membrane surface. In 
this specific case the membrane potential can be dissipated 
or increased without any clear damage [28]. 

The ability of a particular AMP to permeate model mem-
branes does not always correlate with cognate biological 
function, since the peptide needs to transverse the bacterial 
cell wall (composed of lipoteichoic acid and peptidoglycan 
in Gram-positive and lipopolysacharides in Gram-negative 
bacteria) before reaching the target membrane [24]. In fact, 
the ability of AMPs to permeate phospholipid membranes is 
an essential property for their antibiotic function; also AMPs 
cationicity promote interactions with negatively charged 
moieties on other biomolecules, such as outer membrane 
lipids, nucleic acids and phosphorylated proteins that can be 
found at intracellular medium [28]. 

BIOPHYSICAL TECHNIQUES TO STUDY PEPTIDE-

LIPID ASSOCIATION 

Diverse techniques have been extensively utilized to de-
termine the mode of action of different peptides. However, in 
spite of the fact that new techniques have been applied to 

study the mechanistic of AMPs action, only few studies ap-
plying these new techniques can be currently found in the 
literature. For these reasons, this report focuses on descrip-
tion of specific techniques, such as quartz crystal microbal-

ance (QCM), surface plasmon resonance (SPR) spectroscopy 
and electrochemical impedance spectroscopy (EIS), as new 
tools to evaluate the AMPs mode of action (Table 1). 

Quartz Crystal Microbalance 

QCM is an ultra-sensitive weighing device that utilizes 
the mechanical resonance of piezoelectric single-crystalline 
quartz [31] (Fig. 3). In addition, from the QCM it is also 
possible to analyze the phase shifts of the oscillation and its 
higher harmonics. Then, it is possible to use mathematical 
models to calculate the thickness and viscoelasticity of the 
attached mass, and hence gathering essential information 
about the structure of surface coatings [32, 33]. 

It is worthy to note that the resonant frequency modifica-
tion depends on the total oscillating mass [34]. Thus, a mass 
adsorbed on the surface can be detected as a frequency de-
crease. In addition, the linear relation between frequency 
change and adsorbed mass corresponds to the Saurbrey equa-
tion [35], as follows, 

 Eq. 1 
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Fig. (3). A typical setup of QCM (a) and conventional plot of frequency vs. time (b). 

 
where f0 is the resonant frequency (Hz), f is the fre-

quency change (Hz), m is the mass change (g), A is the pie-
zoelectrically active crystal area (area between electrodes in 
cm

2
), q is the density of quartz ( q = 2.648 g/cm

3
) and μq is 

the shear modulus of quartz for AT-cut crystal (μq = 
2.947 10

11
 g/cm.s

2
). 

The QCM technique provides a precise quantitative and 
dynamic characterization of molecular interactions on solid-
liquid interfaces in chemical reactions and biological assays 
[36]. Therefore, QCM can be used to investigate the mass 
and structural changes caused by the insertion of peptides as 
well by the removal of lipids [37]. Variations in the material 
structure and density of phospholipid bilayers as a function 
of distance from the sensor surface due to the applied peptide 
have allowed discrimination between the two proposed 
modes of action [37]. 

However, it must be noted that there are some limitations 
associated to the QCM technique. One of the limitations is 
for the generation of thermodynamic data set relative to pep-
tide-surface interactions [38]. QCM or SPR techniques re-
quire nanoscale-thick surfaces to be coated on a sensor chip 
(e.g., coatings on a SPR gold sensor chip or on a QCM 
quartz sensor chip) limiting the materials that could be stud-
ied [39, 40]. In addition, artifacts can arise in QCM meas-
urements due to the evaporation of water [41]. For higher 
frequency QCM the mass loading effect arises when the ad-
sorbed molecules do not continue to move in unison with the 
crystal oscillator. The adsorbed molecules fail to follow the 
crystal movement if the binding between the receptor and the 
target is weak and their contribution to the additional mass in 
the resonator system becomes only partial [42]. 

Mechler et al. [37] applied the QCM technique to study 
the interactions between membranes and the natural peptides 
aurein1.2, maculatin1.1 and caerin1.1 obtained from skin 
secretions of Australian frogs with previously determined 
antimicrobial activity. The QCM results suggested that 
caerin1.1 was inserted into the lipid bilayer in a transmem-
brane manner, regardless of concentration and phospholipid 
composition, which is consistent with a pore-forming 
mechanism. In contrast, maculatin1.1 and aurein 1.2 inter-
acted with membranes in a concentration-dependent manner. 
At low concentrations (<5 M), maculatin1.1 exhibits 
transmembrane incorporation, whereas aurein1.2 is limited 

to surface association. Upon reaching a threshold value of 
concentration, both peptides lysed the membrane. In the case 
of maculatin1.1, the lysis progress occurs in a slow and con-
centration-dependent manner, forming mixed micelles [37]. 

Kannisto et al. [33] studied the natural membrane-
perturbing peptide melittin with a phospholipid bilayer sup-
ported on a SiO2 surface by means of QCM. Melittin is the 
principal active component of apitoxin (Apismelifera venom) 
and is a powerful stimulator of phospholipase A2. Mellitin 
sequence can be visualized in Table 1. From the QCM re-
sults, it was observed that the melittin adsorption to the solid 
supported POPC/POPG (POPC: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine, and POPG: 1-palmitoyl-2-oleoyl-
sn-glycero-3-phosphoglycerol) bilayer was very fast and 
strongly disrupted its structure, a process that was followed 
by a slower desorption in an indication of a two-step interac-
tion mechanisms. Mellitin forms transmembrane pores in a 
zwitterionic phospholipid membrane and adsorbs predomi-
nantly with electrostatic interactions to negatively charged 
membranes without transmembrane pore formation [24]. 

Moreover, Sherman et al. [43] performed experiments 
using real time QCM in order to evaluate the interaction be-
tween fallaxidin 4.1a and DMPC (1,2-dimyristoyl-3-sn-
phosphatidylcholine) and DMPC/DMPG (DMPG: 1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-(1-glycerol) sodium 
salt) supported lipid bilayers. Fallaxidin 4.1a is a C-terminal 
amidated analogue of fallaxidin 4.1, a natural cationic antim-
icrobial peptide isolated from the amphibian Litoria fallax. 
Together with the NMR results, the QCM results indicated 
transmembrane pore formation in DMPC/DMPG membranes 
and peptide insertion, followed by disruption at a threshold 
concentration in DMPC membranes. QCM results obtained 
[43] are consistent with a two-stage mechanism: insertion 
followed by a threshold-disruption. In addition, the interac-
tion of fallaxidin 4.1a with bacterial-like (DMPC/DMPG) 
membranes, with an increase in mass across the bilayer, is 
consistent with transmembrane peptide insertion, clearly 
suggesting pore formation. 

Chen et al. [34] developed a vascular mimetic membrane 
system in order: a) to investigate the effect of the cholesterol 
(Chol) content in lipid bilayer on the dynamics of the melit-
tin-membrane penetration reaction, which was monitored in 
real-time by a piezoelectric sensor, and b) to assess the mor-
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phology by use of atomic force microscopy. The authors 
suggest that the high Chol content in phospholipid mem-
brane inhibits both the binding and the insertion of melittin. 
Thus, the molecular configuration and the insertion kinetics 
depend on the membrane state, which was determined by the 
intrinsic components and the environmental conditions. 
However, a kinetic analysis reveals that the different mecha-
nisms could be Chol dependent, particularly for the insertion 
step.  

Additionally, Christ et al. [44] investigated the nisin ac-
tivity with respect to membrane binding and pore formation 

in real time QCM. Nisin, a natural peptide antibiotic, effi-

ciently kills bacteria through an unique mechanism that in-
cludes cell wall biosynthesis inhibition and pore formation in 

cytoplasmic membranes. Both mechanisms are based on 

interaction with the cell wall precursor lipid II that is simul-
taneously used as target and pore constituent. In addition, 

nisin is produced by Streptococcus lactis strains belonging to 

serological group N [45]. They observed that the presence of 
0.1 mol% lipid II strongly increased nisin binding affinity to 

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) (kD 

2.68 10
7
 M vs. 1.03 10

6
 M) by a higher association rate. 

Christ et al. [44] also correlated the variation in the 

damping D for changing frequency f to the viscoelastic prop-
erties of the sensor bound analytes. Since, D/f slopes repre-

sent time-independent absolute data and reflect the viscoelas-

ticity on the membrane surface. The presence of lipid II 
changes the D/f slopes, confirming that lipid II has an impact 

on the membrane surface and affects peptide attachment. 

This indicates a highly viscous surface structure that is typi-
cally induced by molecular associations. According to the 

same authors, when contacting negatively charged mem-

branes cationic peptides are able to extract lipids out of the 
membrane assembly, yielding micellar or vesicular associ-

ates. This effect is described as carpet mechanism by Shai 

[46]. 

Moreover, QCM could also be associated to dissipation 
monitoring (QCM-D), consisting in a piezoelectric technique 
that has been extensively employed to investigate the AMPs 
mode of action [47, 48]. McCubbin et al. [49] studied five 
AMPs of different charges, lengths and activities (caerin 1.1 
wild-type, two caerin 1.1 mutants (Gly15Gly19-caerin 1.1 
and Ala15Ala19-caerin 1.1), aurein 1.2 and oncocin) that are 
used as case studies. Caerin 1.1 is a natural wide-spectrum 
antibiotic from the Australian green tree frog, Litoria splen-
did, that presents a higher activity against Gram-positive 
than towards Gram-negative bacteria [50], and also addi-
tional antiviral and anticancer properties [51]. In 
Gly15Gly19-caerin 1.1 and Ala15Ala19-caerin 1.1, the two 
proline residues were replaced with two glycines and two 
alanines, respectively. Aurein 1.2 is a natural short AMP 
secreted by the southern bell frog, Litoria raniformis, that 
shows both antibiotic and anticancer activity [52]. Oncocin 
(peptide 10) is a novel AMP based on the native Oncopeltus 
antibacterial peptide isolated from Oncopeltus fasciatus [53]. 
The interaction between the AMPs and a DMPC membrane 
was analyzed using frequency-dissipation ( f– D) plots to 
ascertain the AMP mechanism of action, when the authors 
[49] showed that the f- D plot can be used to provide an 
AMP-membrane interaction fingerprint. 

Some authors [54] have demonstrated a parallel QCM-D 
and EIS monitoring with a SiO2 QCM crystal, and studied a 
bilayer formation and its interaction with an natural antibi-
otic produced by the soil bacterium Bacillus brevis named as 
gramicidin D, a linear pentadecapeptide. Gramicidin D is 
used to treat infections caused by certain Gram-positive bac-
teria and is a heterogeneous mixture of antibiotic com-
pounds, gramicidins A, B and C [55, 56]. The aminoacid 
sequence of gramicidin D is HCO-L-Val-D-Ala-L-Ala-D-
Leu-L-Ala-D-Val-L-Val-D-Val-L-Trp-D-Leu-L-Trp-D-Leu-
L-Trp-D-Leu-L-Trp-NHCH2CH2OH [57]. Briand et al. [54] 
showed that the membrane properties were altered depending 
on the toxin concentration. At higher concentrations, the 
QCM-D data showed dramatic changes in the membrane 
viscoelastic properties. In addition, QCM-D studies on the 
interaction of AMPs with lipid membranes emphasize the 
importance of including the dissipation factor in data analy-
sis, revealing a highly hydrated film formation [58]. QCM-D 
has also been used to investigate the Tat (44-57) and Tat (49-
57) mechanisms of action over bacterial-mimetic 
DMPC/DMPG membranes [47]. Tat is a natural multifarious 
peptide derived from the HIV-1 virus that exhibits antimi-
crobial activity. Piantavigna et al. [47] showed that the re-
sults reveal that both peptides could disrupt DMPC/DMPG 
membranes via a surface-active (carpet-like) mechanism. 
The disruption magnitude could be dependent on both mem-
brane and peptide properties: less disruption was observed 
not only on enhanced negatively charged membranes, but 
also for the longer and slightly more hydrophobic Tat (44-
57) peptide [47]. 

Nielsen and Otzen [58] studied the impact of an 18-

residue cationic antimicrobial peptide novicidin on the struc-
ture and integrity of partially anionic lipid membranes using 

QCM-D. Novicidin is a synthetic antimicrobial peptide de-

rived from ovispirin, a cationic peptide originated from the 
ovine cathelicidin SMAP-29 [59]. Novicidin belongs to a 

large group of linear cationic -helical peptides, which also 

includes well-studied AMPs, such as cecropins, mellitin, 
magainin and LL37, among its members. This study pro-

vides information about a carpet mechanism of membrane 

disruption in which peptide binding first induces leakage at a 
critical surface concentration, probably through formation of 

transient pores or transient membrane integrity disruption, 

followed by more extensive membrane disintegration at 
higher P/L ratios. 

Surface Plasmon Resonance Spectroscopy 

The surface plasmon resonance (SPR) spectroscopy is a 
powerful technique for characterization of (bio)materials, 

which allows real-time analysis of interactions without the 

use of specific bio-markers [60]. SPR is a quantum electro-
magnetic phenomenon arising from the interaction of light 

with free electrons at a metal-dielectric interface, which re-

sults in a charge-density oscillation propagating wave along 
the interface of two media with dielectric constants of oppo-

site signs [61, 62] (Fig. 4). 

SPR can also be used to study surface phenomena by 
monitoring the extent of the refractive index modifications 
due to changes in a metal surface [63]. The metal should 
display a free electron behavior and although the most suit-
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able metals are silver, gold, copper and aluminum, the first 
two are the most commonly used elements [64].  

SPR is a surface-sensitive technique where the ligand is 
immobilized onto a solid support and the solute is in solu-
tion. In this view, the binding event can be readily detected 
and analyzed [61]. The SPR phenomenon causes a modifica-
tion in the reflected light intensity and these changes can be 
detected. The alterations in optical properties depend on sev-
eral factors, such as metal layer thickness, light wavelength 
and, most importantly, the mass adsorbed on the surface of 
the sensor chip [25]. Most current SPR instruments operate 
using the Kretschmann configuration, which is based on the 
attenuated total reflection phenomenon [61]. This system 
relies on the condition of total internal reflection, which is 
based on the scattering of a fraction of the incident wave at 
the interface, resulting in an evanescent electromagnetic field 
(Fig. 4a). In addition, changes in the vicinity of the interface 
metal/environment promote a modification in the resonance 
conditions system that results in a shift in the SPR angle 
(Fig. 4b). 

The relationship between the wave vector of the evanes-
cent field (Kev) and the angle of incidence of the light is 
given by 

Kev = w0/c . g sin  Eq. 2 

where w0 is the frequency of incident light, g the refrac-
tive index of the dense medium (glass),  the angle of inci-
dence of the light and c the speed of light in vacuum [63, 
65]. The wave vector of a surface plasmon (Ksp) can be ap-
proximated as 

Ksp = w0/c . ( m
2

s/ m + 
2

s)
1/2

 Eq. 3 

where m is the dielectric constant of the metal film and s 

is the refractive index of the dielectric medium [63, 65]. 

At the instant that the wave vectors of the parallel com-
ponent of the incident photon of light and of the propagation 

plasmons are equivalent, i.e., Kev = Ksp (Eqns. 2 and 3),there 

is a reduction in the reflectance due to the formation of the 
evanescent wave that propagates through the metal surface 

and interacts with the external environment [65]. These 

changes in resonance angle, which can be detected by a two-
dimensional array of photodiodes or charge coupled detec-

tors, make it possible to apply the phenomenon of SPR to 

monitor temporal changes in the sensor surface by tracking 
the resonance at an angle along the time [66]. At a critical 

angle of incidence, the surface plasmons are generated at the 

surface of the metal and the optical response changes are 
proportional to the amount of molecules bound to the surface 

[67, 68]. Small changes in the refractive index at the mem-

brane interface can be detected for peptides as small as 500 
Da [67, 68].  

In spite of SPR system advantages for development of 
biosensors based on biomolecules, some problems seem to 
be associated to this technique. A SPR limitation is due to 
the rate of ligand density in the delivery of the analyte to the 
surface (mass transport). In this case, mass transport be-
comes the rate-limiting step and the measured association 
rate constant can be slower than the dissociation rate con-
stant. In this situation, even though the surface density, the 
lateral distribution and mobility in the plane of the surface 

greatly influence the effects of multivalent attachment and 
mass transport, their precise replication is not possible [69]. 

SPR has been extensively used to evaluate the mecha-
nisms of membrane-peptide association towards different 
membrane systems though observation of the rate and 
amount of peptide adsorbing on and desorbing from immobi-
lized lipid bilayers [12, 70]. SPR combine the ability to 
monitor the amount of adsorbed molecules continuously with 
high sensitivity, thus yielding valuable information of the 
peptide-lipid interaction kinetics and thermodynamics [71]. 
SPR has been also combined with EIS to study protein-lipid 
interaction by an incorporation of -hemolysin into a lipid 
bilayer [72]. 

The binding process (BP) for peptide-membrane can be 
considered as a simple binding of peptides (P) to lipids (L) 
and the further insertion into the membranes with no addi-
tional interactions involved [13], as follows 

P + L  PL   Eq. 4 

Mozsolits and collaborators [13] proposed that the corre-
sponding differential rate equation for this reaction model is 

dR/dt = ka  [Cp]  Rmax – (ka  [Cp] + kd)  R Eq. 5 

where ka and kd are the association and dissociation rate 
constants, respectively, Rmax is the maximum signal (propor-
tional to the initial concentration of L), [Cp] is the peptide 
concentration and R is the optical signal that is proportional 
to the amount of PL. Although it is also possible to consider 
the two-state reaction model (where the first step is the bind-
ing and the second step is the insertion of the peptide into the 
membrane) [13, 24] that corresponds to 

 Eq. 6 

In the second step, PL is changed to PL* that cannot dis-
sociate directly to P + L and may correspond to a partial 
insertion of the peptide into the lipid membrane [13]. The 
initial binding may be governed mainly by electrostatic at-
tractions of the ionic peptide to the polar lipid headgroup. 
Nevertheless, some exceptions could be observed as the de-
rivative peptide Pa-MAP1, designed from original peptides 
from the Antarctic fish Pleuronectes americanus [4]. In this 
specific report, the initial binding is governed by hydropho-
bic interactions. In this view, the peptide insertion depends 
on the conformation of hydrocarbon chain structure and 
could be ruled by the hydrophobic/hydrophilic balance of the 
peptide-membrane association [27]. In addition, the corre-
sponding differential rate equations for this reaction model 
are 

dRU1/dt = ka1  Cp  (RUmax – RU1 – RU2) – kdl  RU1 – 
ka2  RU1 + kd2  RU2     Eq. 7 

dRU2/dt = ka2  RU1 – kd2  RU2     Eq. 8 

Here, RU1 and RU2 are the response units for the first and 
second steps, respectively, RUmax being the maximal re-
sponse unit (i.e. the equilibrium binding response), and ka1, 
kd1, ka2, and kd2 the association and dissociation rate con-
stants for the first and second steps, respectively [24]. 

As reported for other amphipathic peptides [27, 73, 74], 
Pep-1 interacts with membranes in a fast process that can be 
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Fig. (4). SPR schematic representation. Formation of evanescent wave (a) and resonance angle shift (b) (Figure adapted from [65]). 

 
described by a multistep model initiated by peptide adsorp-
tion, which is initially governed by electrostatic attractions 
and subsequently by peptide insertion in the hydrophobic 
membrane core [16]. Henriques and collaborators [16] pro-
posed that the asymmetric properties of the cell membrane 
could promote the translocation and the cellular uptake of 
Pep-1. Low ionic strength and a more fluid phase facilitate 
the peptide insertion into the lipid bilayer. In addition, the 
dissociation from the membrane increased with the incre-
ment of temperature [16]. 

SPR has been also used to study the binding properties of 
a new class of immunomodulating peptides derived from the 
transmembrane region of the T cell antigen receptor on 
model membranes [75]. Also, they observed that the position 
of the charged amino acids in the sequence, the number of 
hydrophobic amino acids between the charged residues, and 
substitution of one or both basic amino acids by neutral ones 
may affect the binding process [75]. 

Mozsolits et al. [13] using SPR technique demonstrated 
that MagI preferentially interacted with negatively charged 
DMPG, while melittin interacted with both zwitterionic 
DMPC and anionic DMPG. Circular dichroism indicates that 
the helical content of both peptides was considerably higher 
in the presence of DMPG liposomes. This higher helical con-
tent is directly correlated with a higher lipid binding affinity, 
a fact that demonstrates that the formation of an -helical 
structure seems to be an important requirement in the bind-
ing process, presumably due to the amphipathic nature of 
each peptide helix. Rex and Schwarz [76] using fluorescence 
spectroscopy analysis demonstrated that melittin forms pores 
in POPC vesicles. Otherwise, melittin causes a detergent-like 
release from POPG vesicles [77]. Circular dichroism ex-
periments with melittin in oriented lipid multibilayers 
showed that melittin can adopt a transmembrane configura-
tion in POPC multilayers [78]. 

Two complementary optical biosensors have been used to 
study quantitatively the interaction of two helical synthetic 
antimicrobial peptides (HPA3 and HPA3P) with planar sup-
ported lipid membranes [79]. Both peptides are analogues of 
Hp(2-20) derived from the N-terminus of Helicobacter py-
lori ribosomal protein L1 (RpL1). SPR analysis showed that 
the proline substitution in HPA3P decreased the affinity for 
both zwitterionic and anionic membranes. The binding of 

HPA3 to each membrane was associated with a higher level 
of bond peptide, an enhanced membrane lipid disordering 
and a faster and higher degree of peptide insertion into the 
membrane. The higher value of RUmax of HPA3 obtained for 
both DMPC and DMPC/DMPG could be correlated with a 
clear hydrophobic surface exposure. At sufficiently high 
concentration, the peptides change their orientation by insert-
ing vertically (or at an oblique angle) into the lipid bilayer, 
forming pores of either barrel stave or toroidal type [79]. 

Electrochemical Impedance Spectroscopy 

The technique that allows measure the impedance as a 
function of the applied frequency is called electrochemical 
impedance spectroscopy (EIS). The average potential of the 
working electrode is basically the equilibrium potential de-
termined by the ratio of oxidized and reduced forms of the 
redox couple [80, 81]. The electrochemical measurements 
could be performed in three-electrode electrochemical cell, 
containing a work electrode (WE), a reference electrode 
(RE) and a counter electrode (CE) (Fig. 5). The faradaic im-
pedance method, including EIS, affords high precision 
measurements and is frequently used for the evaluation of 
heterogeneous charge-transfer parameters and for studies of 
double-layer structure. 

 

 

Fig. (5). A potentiostat/galvanostat (left) and a three-electrode elec-

trochemical cell (right). WE = work electrode; RE = reference elec-

trode; and, CE = counter electrode. 
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During the EIS measurements to analyze the peptide-

lipid interaction, some artifacts can normally arise at high 

frequency. From EIS measurements, the high-frequency 
limit is related to the electrolyte resistance. According to 

Scully et al. [82], the major contribution to artifacts is often 

attributed to additional time constants associated with the 
reference electrode, limitations of the potentiostat, electrical 

leads and others. Artifacts can be also found at low-

conductivity electrolytes to parasitic conduction paths within 
the electrochemical cell and measurement system [82]. 

EIS measurements virtually involve excitation signals, 
such as potential of sinusoidal component (Eac) of very low 

amplitude depends essentially on the fact that current-

overpotential relations are virtually linear at low overpoten-
tials. For linear systems excitations at frequency ( ) pro-

vides a current (i) also of frequency . However, a nonlinear 

i-E relation gives a distorted response that is not purely sinu-
soidal [80].  

For impedimetric experiments a small-amplitude pertur-
bation in the form of a sinusoidal voltage is applied to the 
system of interest. Thus, the sinusoidally modulated voltage 
can be represented in the form  

V=Vmsin t     Eq. 9 

where  is the frequency in radians s
-1

 ( =2 f, where f is 
the frequency in Hz), Vm is the maximum (peak-to-peak) 
voltage, and V the voltage at any given instant. If this voltage 
appears across the terminals of the passive circuit, device, or 
system, the current flowing in the circuit may be related to 
the applied voltage, both by its magnitude and its phase an-
gle ( ) (Fig. 6), in the form [83, 84] 

i=imsin( t + )     Eq. 10 

The frequency and sinusoidal nature of the waveform are 
unchanged by interaction with the system, where the charac-
teristics of the system are reflected in the ratio Vm/im and the 
value of . 

 

 

Fig. (6). The phase of the current differs from that of the voltage by 

an amount  (Figure adapted from [105]). 

In general two types of impedance measurements can be 
commonly observed, involving faradaic and non-faradaic 
processes. The charge transfer leads to both faradaic and 
nonfaradaic components. The faradaic component arises 
from the electron transfer via a reaction (a) across the inter-
face, by overcoming an appropriate activation barrier – 
namely the polarization resistance of the electrode (Rpe) – 
along with the uncompensated solution resistance (Rs), i.e., 

O + ne  R Eq. 11 

The electric current is governed by the rates of processes 
among them, mass transfer (oxidized species from the bulk 
solution to the electrode surface), electron transfer at the 
electrode surface, chemical reactions preceding or following 
the electron transfer and other surface reactions, such as ad-
sorption, desorption, or electrodeposition [83] (Fig. 7). 

The nonfaradaic current results from charging the dou-
ble-layer capacitor (Cdl). When the charge transfer takes 
place at the interface, the mass transports of the reactant and 
product take on roles in determining the rate of electron 
transfer, which depends on the consumption of the oxidized 
species and the production of the reduced species near the 
electrode surface [81]. 

It is worth to note that EIS is an useful technique that can 
be applied to monitor the integrity of lipid membranes in a 
stationary and real time mode, being very sensitive to small 
changes in membrane properties such as membrane thick-
ness, membrane heterogeneity and ion permeation [12]. In 
addition, the characteristics of pore-forming peptides and 
proteins interacting with membranes can be assessed by EIS, 
since the resistance of lipid bilayers is known to be ex-
tremely sensitive to pore formation [85-87]. 

Chang and collaborators [88] demonstrated that electrical 
parameters (Fig. 8) can be used to describe the membrane 
impedimetric behavior, by adopting: (i) the values of the 
membrane resistance (Rm) as a measure of membrane leaki-
ness, i.e. the degree of lipid order and the presence of ion 
channels or membrane defects, (ii) the exponent n as a meas-
ure of membrane homogeneity, and (iii) the membrane ca-
pacitance (Cm) as a measure of membrane thickness. 

Some authors [88] applied electrochemical impedance 
spectroscopy as a new experimental approach to study sur-
face-supported bilayer membranes for the monitoring 
changes in membrane properties, such as thickness, ion per-
meability, and homogeneity, after AMPs exposure. They 
showed that two cationic peptides very similar in sequence 
but different in activity, induce dramatically different 
changes in membrane properties, as probed by EIS. These 
two 26 residues long cationic peptides, sequentially identical 
except for five combinatorially variable sites at positions 4, 
5, 7, 20 and 23, which were chosen from a library [89]. The 
first one was denominated as the potent pore-former (its se-
quence is RRGFSLKLALAKDGWALMLRLGYGRR, 
original library designation FSKRGY), and the second se-
quence was denominated as poor pore-former 
(RRGAGLGLALAKDGWALMLKLGFGRR, original li-
brary designation AGGKGF) [89]. Chang et al. [88] showed 
that the addition of either FSKRGY or AGGKGF induces a 
significant decrease in Rm within 1 min of exposure to the 
bilayer. The final value for the Rm in the presence of 
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Fig. (7). Electrochemical process at the interface electrode-solution. R corresponds to the reduced species and O the oxidized species (Figure 

adapted from [80]). 

 

 

Fig. (8). A schematic representation of AMP-lipid interaction (left) and equivalent circuit (right) of the modified electrode. The element Ce 

corresponds to the capacitance of electrode-buffer interface, the elements in parallel correspond to resistance (Rm) and capacitance (Cm) of 

the membrane and the element in series corresponds to resistance (Rb) of the aqueous solution (buffer) (Figure adapted from [88]). 

 
FSKRGY is ~1 k .cm

2 
and Rm~5 k .cm

2
 in the presence of 

AGGKGF. 

Recently, Sugihara et al. [87] simultaneously applied op-
tical waveguide lightmode spectroscopy (OWLS) and EIS 
measurements for the investigation of a supported lipid bi-
layer and its interactions with melittin, a pore-forming pep-
tide. OWLS is a technique based on effective refractive in-
dex measurements of a thin layer above the waveguide [90]. 
Thus, OWLS is a highly sensitive technique that is capable 
of real-time monitoring of these (bio)interactions [91]. They 
observed that the increase of the electrical sensitivity oc-
curred only after the optimization of the ITO coating on the 
waveguide. The combined system enabled the monitoring of 
melittin pore activities in a wider range of melittin concen-
trations than that of either technique alone (1 mg.mL

-

1
<Cmelittin< 200 mg.mL

-1
). Furthermore, it provided unique 

information that could not be obtained by the individual 
methods, such as a better identification of the melittin-pore 
formation and an insight about the correlation between the 
total pore areas vs. adsorbed melittin amount. 

Furthermore, hanging mercury drop electrode (HMDE), 
an electrochemical method, is also a powerful tool for inves-
tigating interactions between AMPs and lipid monolayer 
[92]. Several studies have been performed to evaluate the 
interaction between AMPs such as gramicidin, a channel-
forming peptide, and phospholipid monolayers [93, 94]. 
Ringstad et al. [92] have used mercury drop electrode to 
study the interaction between variants of the complement-
derived antimicrobial peptide CNY21 (CNYITELRRQH 
ARASHLGLAR) and DOPC monolayers. The synthetic 
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AMPs used in that investigation were CNY21 (CNY-
ITELRRQHARASHLGLAR), CNY21L (CNY-
ITELRRQLARASLLGLAR), and CNY21K (CNY-
ITELRRQKARASKLGLAR). They observed that increasing 
the peptide hydrophobicity by substituting the two histidine 
residues with leucine resulted in a deeper peptide penetration 
into the hydrophobic region of the DOPC monolayer, which 
was indicated by an increase in the dielectric constant ( ) of 
the lipid monolayer ( = 2.0). Otherwise, an increasing in 
the peptide net charge from +3 to +5 by replacing the his-
tidines by lysines arrested the peptide in the lipid headgroup 
region. 

Neville et al. [95]investigated the interaction of LL-37a 
cathelicidin peptide with phospholipid and lipid A monolay-
ers on a MDE. LL-37 is a synthetic -helical antimicrobial 
peptide of human origin containing 37 residues. Lipid A is a 
major lipopolysaccharides component isolated from the bac-
terial outer cell membrane [95]. The capacity-potential 
curves of the coated electrode in the presence and absence of 
LL-37 were measured using out-of-phase ac voltammetry. 
LL-37 shows a significant interaction with a lipid A mono-
layer, thereby decreasing the zero frequency capacitance by 
30%. In other work [96], lipid monolayers were utilized at 
the air-aqueous interface to mimic bacterial or eukaryotic 
membranes and found that LL-37 readily inserts into phos-
phatidylglycerol (PG) and lipid A monolayers, significantly 
disrupting their structure. Conversely, EIS showed that the 
LL-37 rich PC monolayer remains an ideal capacitor, while 
LL-37 enriched lipid A capacitance decreases significantly, 
suggesting an increase in layer thickness as a result from 
peptide-lipid binding. Therefore, the EIS results imply that 
the phosphatidylcholine headgroup of the lipid does not in-
teract with LL-37, whereas there is a clear interaction be-
tween LL-37 and lipid A. 

Classes of membrane active peptides include membrane 
translocating peptides that can pass through membranes 
without destabilizing them and membrane permeabilizing 
peptides with antimicrobial activity, which include some of 
the best studied membrane active peptides [46, 97, 98]. Lin 
et al. [99] used EIS on polymer-cushioned supported lipid 
bilayers constructed on single crystal silicon to study two 
pairs of closely related membrane active peptides selected 
from rationally designed combinatorial libraries to have dif-
ferent activities in lipid bilayers: translocation, permeabiliza-
tion, or no activity. They observed that binding of a mem-
brane translocating peptide to the lipid bilayer resulted in a 
small decrease in membrane resistance, which was followed 
by a recovery back to the original value. The recovery may 
be directly attributable to peptide translocation. A nontrans-
locating peptide did not decrease the resistance. The other 
pair, composed by two membrane permeabilizing peptides, 
caused an exponential decrease of membrane resistance in a 
concentration-dependent manner. This permeabilization of 
the supported bilayer occurs even at peptide to lipid ratios 
1000-fold lower than that needed to observe effects in vesi-
cle leakage assays. 

Recently, Nascimento et al. [12] immobilized MagI pep-
tide on gold electrode via a self-assembling monolayer ob-
tained from liposomes and liposomes covered by Synperonic 
(Synp). Synp is a strongly hydrophilic triblock copolymer of 
poly(ethylene oxide)-poly(propylene oxide)-poly(ethylene 

oxide) (PEO-PPO-PEO) applied in drug delivery systems 
and in gene delivery [100]. In addition, Nascimento et al. 
[12] associated cyclic voltammetry (CV), EIS and SPR tech-
niques to study the interaction of MagI with phospholipid 
layers (PLs). They showed that the electrostatic attraction 
between MagI and lipid membranes and the self-aggregation 
of MagI in the presence of membranes caused pore forma-
tion and resulted in marker ions crossing the supported lipid 
membrane layer and reaching the surface of the gold elec-
trode. However, a parallel reaction model was proposed for 
the interaction of MagI and a hybrid silane-PL layer, result-
ing in a complex bimolecular interaction. Nascimento et al. 
[12] confirmed the toroidal pore model proposition for the 
AMP mode of action by using EIS. 

CONCLUSIONS 

SPR, QCM and EIS can be used as an useful tool to study 
peptide-membrane interaction since all of them can reveal 
important new details about AMP activity that are not acces-
sible to other experimental techniques, thus advancing the 
research in the field of AMPs. In addition, those techniques 
can be used to distinguish the modes of action of peptides 
and to assess their potency in membrane destabilization. 
Thus, the information obtained by those techniques is par-
ticularly important for the continued detailed investigation of 
interactions at model membrane surfaces. These techniques 
can offer specific and low-cost methods capable to discrimi-
nate between the different modes of action of AMPs. 
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LIST OF ABBREVIATIONS 

AMPs = Antimicrobial peptides 

BP = Binding process 

Cdl = Double-layer capacitor 

CE = Counter electrode 

Chol = Cholesterol 

Cm = Membrane capacitance 

[CP] = Peptide concentration 

CPPs = Cell-penetrating peptides 

CV = Cyclic voltammetry 

DMPC = 1,2-dimyristoyl-3-sn-phosphatidylcholine 

DMPG = 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-(1-
glycerol) sodium salt 
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DOPC = 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

EIS = Electrochemical impedance spectroscopy 

HMDE = Mercury drop electrode 

L = Lipids 

MagI = Magainin I 

P/L = Peptide/lipid ratios 

P = Peptides 

PG = Phosphatidylglycerol 

PLs = Phospholipid layers 

POPC = 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine 

POPG = 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphoglycerol 

QCM = Quartz crystal microbalance 

QCM-D = QCM with dissipation monitoring 

RE = Reference electrode 

Rm = Membrane resistance 

Rpe = Polarization resistance of the electrode 

Rs = Solution resistance 

SPR = Surface plasmon resonance 

Synp = Synperonic 

WE = Work electrode 
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8.3. Anexo 3 
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Abstract 

 

This work aims to investigate the possible mechanism of action of the homologue peptide Pa-

MAP based on the Antarctic fish Pleuronectes americanus, through the study of models of 

phospholipid membranes by Electrical Impedance Spectroscopy (EIS). We also conducted a 

study evaluating the human peptide LL-37, which presents the mechanism of action described 

in the literature and similar to Pa-MAP, for comparison and validation of the data obtained by 

EIS. The results obtained indicate that Pa-MAP has enormous potential as a membrane-

disrupting peptide and also suggest that the mechanism of action occurs by carpet model 

followed by detergent-like effect. The addition of either one of these peptides at different 

concentrations resulted in a drastic decrease in the membrane resistance after just 1 min of 

exposure.  Additionally, it was seen that the peptides Pa-MAP and LL-37 may act in 

membranes with different charges, in an indication of a possible broad spectrum of 

antimicrobial activity. These interactions with different membrane compositions have been 

attributed to the peptides’ structure, mainly due to the presence of many hydrophobic amino 

acid residues as observed by in silico studies. Here the Pa-MAP mechanism of action was 

described for the first time. Furthermore, data here reported demonstrate that EIS is a very 

sensitive technique that can be used for studies of peptide-membranes interaction and that can 

detect small changes on the surface of the electrode.  

 

 

Keywords: Pleuronectes americanus, multifunctional peptides, antimicrobial, 

membranes, electrical impedance spectroscopy 
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1. Introduction 

 The indiscriminate use of antibiotics has been an important risk factor for emergence of 

resistance in microorganisms, and as a result intensive research is required for the development 

of novel antimicrobial agents 
1, 2

. In recent years, a large number of protein compounds – known 

as antimicrobial peptides – (AMPs) – has been isolated from numerous sources, such as 

bacteria, plants, insects, amphibians and mammals 
3
. In fact, since their discovery in the 1980s, 

AMPs have been heralded as a promising alternative to today’s antibiotics 
4
. Most antibiotics 

have specific targets, including proteins and other macromolecules; AMPs have a different 

mechanism of action and usually attack microbial membranes, due to their hydrophobicity and, 

in some cases, cationic amphipathic structure, which allows the electrostatic attraction towards 

anionic lipids in the microorganisms’ membranes to prevail, an initial step that is followed by 

pore formation in the membrane and leads to cell death 
5, 6

.  

 In spite of the fact that the discovery of new AMPs began with the identification of 

active peptides from natural sources, nowadays most research pursues the rational design of 

synthetic peptide analogues through structure-function studies 
7
. In general, the main physical 

features common to the AMPs are a cationic charge, which promotes selectivity for negatively 

charged microbial cytoplasmic membranes over zwitterionic mammalian membranes, and a 

significant proportion of hydrophobic residues that facilitate interactions with the fatty acyl 

chains 
8
. Additionally, the understanding of peptide-membrane interaction may contribute to 

discovery and rational design of new biopharmaceuticals with high efficiency in controlling 

pathogenic microorganisms.  

 Another class of peptides that has been studied, but with less intensity, is the antifreeze 

peptides (AFPs). These are found in organisms living in frozen environments, such as Arctic 

and Antarctic fishes, and inhibit ice crystal growth in their fluids 
9, 10

. 

 The family of type I AFPs has commonly been characterized from winter flounder 

(Pleuronectes americanus) via two peptides, which have low molecular masses named HPLC-6 

(4000 Da) and HPLC-8 (3300 Da) 
9
. The Pa-MAP was designed and constructed from HPLC-8 

9
. The theoretical Pa-MAP three-dimensional structure consists of an alanine-rich α-helix 

composed of 11 amino acids with two imperfect motif repetitions (X10T, where X is any amino 

acid residue and T is threonine) 
11

. Previous studies show that Pa-MAP was able to control 

multiple pathogens, including viruses, fungi and bacteria, but was incapable of causing any 

mammalian cell disruption 
12

 showing a clear connection between the functional features of 

AMP and AFP.  

 Despite numerous studies on AMPs, there are still many questions to be answered about 

their mechanisms of action. Part of this lack of understanding occurs due to intrinsic limitations 

in experimental techniques used to decipher their molecular mechanisms 
13

. The most traditional 

technique used for the study of AMP membrane disorders consists of vesicle leakage assays, 
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which use fluorescent probes 
14

 to examine the escape of polar compounds through the vesicle 

lipid membranes, as a result of AMP action. However, this technique suffers from several 

limitations, as both the ability to detect disturbances in the membrane and the small size of the 

substances to be analyzed usually require the use of higher AMP concentrations. Thus, these 

trials in AMP action mechanisms commonly report only the decrease in the analyte 

concentration gradient and just state the cumulative AMP effects on the membrane structure, 

and do not account for fundamental membrane-molecular peptides interactions 
13

. 

 Another technique that has been extensively used to evaluate AMP mechanisms is solid-

state Nuclear Magnetic Resonance (NMR), since it can provide biologically-relevant high-

resolution insights into the peptide-induced modifications in the lipid membrane, such as 

peptide structure, dynamics, membrane orientation and insertion 
15, 16

. However, solid-state 

NMR also has some limitations, since the experiments usually: a) demand a large quantity of 

samples; b) require freezing of the lipid bilayers containing AMPs, and this procedure may not 

only compromise the dynamic but also is not appropriate for addressing important biological 

questions; and, c) do not allow dynamic approaches at the atomic level over time 
17, 18

. Thus, for 

the analyses of the minimum required concentrations of AMPs and to allow peptide dynamics 

measurements at various time scales at room temperature it is necessary to use high-sensitivity 

techniques based on new approaches.  

 As a manner to avoid some of the previously described limitations, electrical impedance 

spectroscopy could be used in the investigation of membrane-AMP interactions, since it is a 

very sensitive technique that allows the monitoring of even small changes on the surface of 

biological molecules, in real time 
19, 20

. Impedance spectroscopy has been used to unravel 

AMPs’ mechanisms of action, since it is a robust technique that allows not only the study of a 

wide variety of AMPs but also the analysis of other membrane-associated molecules (such as 

toxins, amyloid proteins, polymeric compounds) even when present in small quantities 
13, 21

. 

These characteristics provide satisfactory results in real time monitoring of the effects of active 

peptides on lipid membranes, and generate direct measurements of bilayer resistance and 

capacitance 
13, 21, 22

. 

 In summary, the present work helps to decipher the possible mechanism of action of Pa-

MAP, a peptide analog derived from the Antarctic fish Pleuronectes americanus, by studying 

models of phospholipid membranes through Electrical Impedance Spectroscopy (EIS) 

associated with molecular modeling, dynamics and docking studies, clearly providing important 

contributions to the understanding of the peptide/biological membrane interactions. Moreover, 

the types of cellular damage induced by Pa-MAP were also focused. All these data were further 

compared to those resulting from the use of human peptide cathelicidin LL-37, which has a 

broad antimicrobial activity and whose action mode is already known 
23-25

. 
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2. Experimental 

 

2.1. Materials 

 The phospholipid 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DPPC) was 

obtained from Sigma Chemical (St. Louis, USA). Solid-phase cathelicidin LL-37 with 95% 

purity, synthesized by the Fmoc technique, was purchased from China Peptides (Hong Kong, 

China). All chemicals and solvents were of analytical grade and they have been used as 

received, without further purification. All purified water used was obtained from a Milli-Q plus 

(Billerica, USA) system. Amino acid derivatives and other reagents for the solid-phase peptide 

synthesis were from Merck-Nova Biochem (Whitehouse Station, NJ), Peptides International 

(Louisville, KY) or Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).  

 

2.2 Solid-phase Peptide Synthesis 

Pa-MAP was synthesized by the stepwise solid-phase method using the N-9-

fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) strategy with a Rink amide resin (0.52 mmol.g
-1

). Side 

chain protecting groups were t-butyl for threonine and (triphenyl)methyl for histidine. 

Couplings were performed with 1,3-diisopropylcarbodiimide/1-hydroxybenzotriazole 

(DIC/HOBt) in N,N-dimethylformamide (DMF) for 60 to 120 min. Fmoc deprotections (15 

min, twice) were performed with 4-methylpiperidine:DMF solution (1:4; by volume). Cleavage 

from the resin and deprotection of side chains were performed with trifluoroacetic acid (TFA): 

water:1,2-ethanedithiol (EDT): triisopropylsilane (TIS), 94.0:2.5:2.5:1.0, by volume, at 24 
o
C 

for 90 min. After this, the crude product was precipitated with cold diisopropyl ether, collected 

by filtration and solubilized in 200 mL aqueous acetonitrile at 50 % (by volume). The extracted 

peptide was twice freeze-dried for purification.  

 

 

2.3 Peptide Purification 

Pa-MAP was solubilized in 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) aqueous solution and 

filtered with a Millex filter 0.22 mm 25 mm (Millipore-Merck, Billerica, MA). The crude 

extract was submitted to semi-preparative reverse-phase high-performance liquid 

chromatography (RP-HPLC), C18 NST, 5 mm, 250 mm and 610 mm, using the following 

mobile phase conditions: H2O:ACN:TFA (95:05:0.1, v:v:v) for 5 min, then a linear gradient to 

H2O:ACN:TFA (05:95:0.1, v:v:v) for 60 min at a flow rate of 2.5 mL.min
-1

 
26

. The experiments 

were conducted at room temperature and monitored at 216 nm. Fractions were manually 

collected and lyophilized. The synthetic peptide concentrations for all experiments reported here 

were determined by using the measurement of absorbance at 205, 215 and 225 nm, as described 

by Murphy and Kies 
27

. 
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2.4 Mass Spectrometry Analyses 

Pa-MAP and LL-37 molecular masses and purity degree were determined by using 

matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry analysis on an 

UltraFlex III MALDI-ToF MS/MS (Bruker Daltonics, Billerica, USA). Purified peptide was 

dissolved in a minimum volume of water that was mixed with an -cyano-4-hydroxycinnamic 

acid saturated matrix solution (1:3, v:v), spotted onto a MALDI target plate and dried at room 

temperature for 5 min. The a-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix solution was prepared at 50 

mM in H2O:ACN:TFA (50:50:0.3, v:v:v). Peptide monoisotopic mass was obtained in the 

reflector mode with external calibration, using the Peptide Calibration Standard II for mass 

spectrometry (up to 4,000 Da mass range, Bruker Daltonics, Billerica, MA). 

 

2.5. Modification of Electrode 

 The phospholipid membranes were obtained by self-assembly on a stainless steel 

electrode using the dip-coating method (Tien and Ottova-Leitmannova, 2003). First, the 

electrode was immersed in a chloroform solution of DPPC (1 mg.mL
-1

) and the measurements 

were performed at intervals of 5 min. After reaching the maximum time of deposition (30 min), 

the electrode containing the lipid membrane was immersed in a beaker containing 5 mL of Pa-

MAP and LL-37 at two standard concentrations (10 and 100 µg.mL
-1

), and the electrical 

measurements were carried out also for each interval of 5 min. Before each lipid membrane 

deposition, an EIS measurement on a clean (unmodified) electrode was performed in deionized 

water, as a comparison reference to evaluate each subsequent modification step. 

 

2.4. Electrical Measurements 

 Electrical impedance measurements were performed on a SI 1260 impedance analyzer 

(Solartron, UK), varying the frequency of 1Hz-1MHz. The dielectric measurements were 

performed under different potentials (0V, 0.5V and 1V) and amplitude of 100 mV. For 

determining the real (Z’) and imaginary (Z’’) parts of the impedance a system composed of two 

parallel stainless steel plates with dimensions of 64 × 21 mm at a distance of 10 mm was 

utilized. Electrode cleaning was performed in chloroform and subsequently immersed in 

deionized water in an ultrasonic bath. All experimental steps were performed at room 

temperature and repeated at least three times. 

 

2.5. Scanning Electron Microscopy Measurements 

The scanning electron microscopy (SEM) images were obtained using a JSM 5900 

(JEOL Instruments, Japan) at an acceleration voltage of 15 kV and a working distance of 5 μm. 

Samples were prepared on glass slides and these were placed atop a SEM stub. After drying at 
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room temperature, a thin gold layer was deposited on top of it using a SCD 050 sputter coater 

(Bal-Tec, USA) 
28

.  

 

2.6. Molecular Modeling of Pa-MAP 

The three-dimensional model for Pa-MAP was constructed according to Migliolo and 

coworkers 
29

, by using the PDB structure 1jb5 as template. The theoretical three-dimensional 

peptide structure was constructed by Modeller v.9.8 
30

 using the template. The final model was 

chosen as the best one after evaluation using both PROSA II 
31

 to analyze packing and solvent 

exposure characteristics and PROCHECK for additional analysis of the stereochemical quality. 

In addition, RMSD was calculated by overlap of Cα traces and backbones onto the template 

structure with the program 3DSS 
32

. The peptide structures were visualized and analyzed on 

Delano Scientific’s PYMOL http://pymol.sourceforge.net/ 
33

. The grand average of 

hydropathicity, known as GRAVY, was calculated using ProtParam software 
34, 35

. 

 

2.7. In Silico Pa-MAP Versus DPPC Membrane Interaction 

 All docking calculations were performed using AUTODOCK 4.2 program 
36

. Docking 

simulation of Pa-MAP was performed toward DPPC (64 lipids) membrane and 3864 water 

molecules 
37

. All water molecules were removed and hydrogen atoms were added using the 

Auto Dock Tool. Grid maps were calculated with 35 x 35 x 20 and 1.0 Å spacing centered on 

the membrane surface and allowing interaction with all head group exposes. A Lamarckian 

genetic algorithm was used as the search method to find the best peptide–membrane complex. 

Fifty docking runs were implemented totalizing 335 possible models for Pa-MAP versus DPPC 

membranes, where the maximum of freedom to the side chains was unlocked. The 335 

generated structures were organized in a Box Plot to identify the greatest amount of interactions 

with lowest free energy, and the analysis showed tolerance of 4 Å, as recommended for blind 

docking 
38

. The program PyMol 
39

 http://pymol.sourceforge.net/ was used to characterize 

peptide-membrane interactions. The statistical analyses were done through the R package for 

statistical computing (http://www.r-project.org). 

 

 

3. Results 

Electrochemical analysis of lipid-peptide interaction. Nyquist diagrams before and after 

modification with the electrode layer of DPPC and addition of peptides Pa-MAP and LL-37 at 

concentrations of 10 and 100 µg.mL
-1

 and at different potentials can be seen in Fig. 1. The 

phospholipid layer addition resulted in an increase in the semicircle diameter with respect to the 

electrode surface (Fig. 1a). With the addition of Pa-MAP, there was a sharp decrease in 

resistance, of approximately one order of magnitude due to the lipid layer destabilization caused 
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by the presence of the peptide. The difference in response between the two concentrations at 

diverse potentials of Pa-MAP shows that the peptide activity could be correlated to its 

concentration, with the maximum destabilization of the lipid membrane being observed when 

100 µg.mL
-1

 of peptide is present. The Pa-MAP dielectric response was also influenced by the 

applied potential, although it was not very significant, with a higher response to the more 

positive potential (Fig. 1b). LL-37 showed a lower response compared to Pa-MAP for all 

analyzed concentrations. However, the LL-37 activity had a clear correlation with the higher 

concentration, showing a decrease in the semicircle by about one order of magnitude for the 

concentration of 100 µg.mL
-1

. Regarding potential, LL-37 showed the highest response to more 

positive potentials, which is most apparent at a concentration of 10 µg.mL
-1

 (Fig. 1c). 

 The impedance data were fitted with the program EquivCRT 
46

, using the circuit shown 

in Fig. 2 – which includes the solution resistance (Rs), the membrane charge transfer resistance 

(Rm) and electrode (Re), the double layer capacitance membrane (Cm) and electrode (Ce), as well 

the constant phase element (CPE). Rm modifications are much higher than in other parts of 

impedance, since this depends on the characteristic resistance of insulation at the interface 

electrode/solution. Thus, the Rm was chosen as the relevant signal from the sensor. 

 Fig. 3 shows the real-time measurements of the curve Rm versus time of action of Pa-

MAP and LL-37. The addition of both peptides at different concentrations resulted in a drastic 

decrease in membrane resistance in the first minute of exposure, remaining constant until the 

end of time of permanency (50 min). It is noteworthy that a large variation in impedimetric 

response is not observed in relation to membrane resistance under different applied potentials. 

However, there is a greater response to more positive potential.  

 A summary of the results obtained before and after exposure of Pa-MAP and LL-37 is 

given in Table 1. All measurements were repeated at least three times and the results were the 

same nearly every time. These data demonstrate the efficiency of both peptides in membrane 

destabilization. At 0V potential, the values of Rm in the presence of Pa-MAP dropped from 7.37 

× 10
5
 Ω to 4.14 × 10

4
 Ω, at a concentration of 10 µg.mL

-1
, and to 4.40 × 10

3
 Ω, at a 

concentration of 100 µg.mL
-1

. Otherwise, in the presence of LL-37 the values decreased to 1.91 

× 10
5
 Ω, at a concentration of 10 µg.mL

-1
, and 1.96 × 10

4
 Ω, at a concentration of 100 µg.mL

-1
. 

Thus, a more efficient action in disrupting membranes was observed for Pa-MAP, besides a 

dependence of action as a function of the concentration adopted for both peptides.  

 In relation to membrane homogeneity of the (n), the Pa-MAP and LL-37 activities 

induce a decrease in the n values (Table 1). However, it can be seen that after this reduction the 

n values remain constant after exposure to Pa-MAP. After exposure to the LL-37, in turn, there 

is a slight variation, indicating greater membrane heterogeneity in behavior when exposed to 

this peptide (Table 1). 
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 The analysis of Pa-MAP and LL-37 activities was also evaluated by varying the relative 

RCT (ΔRCT), which was calculated from the following equation:  

)(

)()(
(%)

mR

pepRmR
R

CT

CTCT
CT


  × 100  ,    (1) 

where RCT (m) is the resistance value of the charge transfer electrode modified by the membrane 

and RCT (pep) is the resistance value of the charge transfer electrode modified by the membrane 

after exposure to peptides (Pa-MAP or LL-37). 

 As previously noted, the ΔRCT values were higher for Pa-MAP (around 94% for 

concentration 10 µg.mL
-1

 and 99% for 100 µg.mL
-1

) than those observed for LL-37 

(approximately 75% concentration for 10 µg.mL
-1

 and 97% for 100 µg.mL
-1

) (Table 1).  

 In the Bode plot is possible to visualize that the presence of either Pa-MAP or LL-37 

alters the electrical lipid membrane characteristics (Fig. 4). These differences are greater at 

higher concentrations, especially for Pa-MAP. However, varying the intensity of the applied 

potential did not lead to significant differences in behavior. In the medium-frequency region, a 

linear relationship can be observed between the impedance modulus and the logarithm of the 

frequency (Fig. 4). This frequency region corresponds to the capacitive behavior of the 

electrode/electrolyte interface.  

Scanning electron microscopy (SEM). Fig. 5 shows the membrane surface before and after 

exposure to Pa-MAP and LL-37 by SEM. The layer of lipids appears as a homogeneous and flat 

smooth surface (Fig. 5a). After exposure to Pa-MAP and LL-37, the lipid membrane became 

quite heterogeneous, forming a "carpet" with some flaws (Fig. 5b and 5c). 

Evaluation in silico of lipid-peptide interaction. The peptide was left close to the DPPC 

membrane, allowing random contact with all surfaces since Pa-MAP demonstrated affinity for 

the DPPC membrane by in vitro assays, as previously reported [Migliolo et al 2012]. These data 

were also corroborated by in silico studies comparing the output energy encountered in the well-

defined cluster generated after data mining observed in DPPC membrane. The average value of 

the free energy observed for Pa-MAP toward the DPPC membrane was of (-3.1 ± 1.0) 

Kcal.mol
-1

 as demonstrated in a Box plot (Fig. 6a). 

The docking interaction analysis showed that Pa-MAP, which has high hydrophobicity 

(73%), appeared to be involved in interaction with the phospholipid carbons that compose the 

DPPC membrane (Fig. 6b and 6c). His
1
 interacts with DPPC

26
 through of O13 and O14 (oxygen 

head group) with distance of 3.38 and 2.87 Å (table inside Fig. 6C). In addition, it was also 

possible to detect two hydrophobic interactions between His
1
 carbon of the imidazole ring (CD2 

and CE1) attacking DPPC carbon (C3) with distances of 3.21 and 3.40 Å, respectively. 

Important interactions were also observed to occur between Leu
12

 side chain carbon (CD1) and 

DPPC
24

 carbon (C14) at a distance of 2.74 Å and a hydrogen bond between amino acid Asn
14

 

nitrogen (ND2) with DPPC
14

 oxygen head group (O13) at a distance of 3.40 Å. Furthermore, a 



NASCIMENTO, J.M. Estudo da interação de peptídeos multifuncionais... 

134 
 

hydrophobic link involving Ala
14

 carbon (CB) with DPPC
24

 carbon (C14) was also observed on 

the membrane surface. 

 

4. Discussion 

 Currently, several studies have been conducted in order to understand how the 

interaction of antimicrobial peptides with biomembranes takes place and to decipher their 

possible modes of action 
21, 22

. Several different mechanisms have been proposed to describe the 

AMPs’ modes of action. Among these, four classical models are noteworthy: barrel-stave, 

toroidal-pore, carpet and detergent 
8
. However, some authors consider the carpet model as an 

extension of the detergent model, i.e., at high peptide concentrations, surface-oriented peptides 

are thought to disrupt the bilayer in a detergent-like manner, eventually leading to the formation 

of micelles 
14, 40, 41

. 

 In practice, it does not seem possible to distinguish between these models, although all 

the mechanisms mentioned above have two common steps. The first is the electrostatic 

interaction between the cationic peptides and the anionic lipids present in microbial membranes, 

and this is followed by a second step that consists of peptide reorganization over the 

phospholipid bilayer that leads to pore formation and, consequently, to permeability increase, 

which suggests the occurrence of membrane destruction 
42, 43

. 

 EIS has been used in studies of peptide/membrane interaction, since this technique 

monitors the lipid membrane integrity in real time and is extremely sensitive to membrane 

property modifications, such as thickness, uniformity and ion permeability, and it has been 

successfully used in different studies to understand the AMPs’ mechanisms of action 
13, 21

. 

 Faradaic impedance spectra obtained by EIS follow a behavior pattern that includes a 

semicircular portion observed at higher frequencies, corresponding to the transferring electrons 

process in the electrode-solution interface, followed by a linear lower frequency part assigned to 

mass transport limited by diffusion 
44

. The increased resistance observed in the Nyquist diagram 

after adding the phospholipid layer is a characteristic that can be associated with resistance load 

transfer, since addition of phospholipids on the electrode hinders the passage of electrons, 

increasing the resistance of the system. Already the sudden fall of resistance after addition of the 

Pa-MAP and LL-37 may be explained by the destabilization of the membrane caused by the 

peptides, thus allowing the passage of electrons on the electrode surface. Regarding the 

influence of applied potential on the response of the peptides, as was observed in this study, 

other studies have shown that the movement of ions from the interface of the monolayer can be 

influenced by external potentials. Boubour and Lennox 
45

 studied the ionic permeability in the 

self-assembled monolayers using impedance spectroscopy under different potentials in the 

absence of redox active species. Defects have been found in the lipid membranes that were 

caused by the applied potentials. During cathodic potentials, the energy required for migration 
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of ions through the membrane decreases, facilitating the transfer of electrons 
45

. Therefore, such 

previous behavior can explain the responses obtained at more positive potentials for the peptides 

investigated, since the membrane at positive potentials shows low resistance to charge transfer. 

 The activity of AMPs is basically associated with charge and hydrophobicity properties. 

These two physicochemical characteristics, which are related to the selectivity of the peptides to 

membranes, facilitate the interaction with fatty acyl chains 
8
. The AMPs selectivity for 

microbial membranes and the absence of deleterious effects on membranes of mammals are 

important points to be highlighted in the use of these peptides in the pharmaceutical area. In 

general, AMPs are cationic and have high affinity for negatively charged lipids (a major 

component of bacterial membranes) 
20

. 

 The results obtained from adjustments using the program EquivCRT demonstrate the 

efficient large of the Pa-MAP and LL-37 in destabilize membranes. For both peptides, the Rm 

fell sharply in the first minute of exposure. LL-37 is a 37-amino acid peptide, 16 of which are 

charged at physiological pH, 11 positive and 5 negative, resulting in a net charge of +6 [Sevcsik 

et al. 2007]. This peptide was shown to bind to and permeate effectively both zwitterionic and 

negatively charged phospholipid, a feature that distinguishes LL-37 from most other 

antimicrobial peptides, which act selectively on bacterial cells. This affinity for zwitterionic 

membranes suggests the occurrence of hydrophobic interactions between the peptide and the 

membranes [Johansson et al. 1999, Oren et al. 1999]. 

 It is worth noting that, despite being neutrally charged, Pa-MAP showed higher activity 

against Gram-negative bacteria, as compared to Gram-positive bacteria 
29

. As previously 

discussed, cationic residues may in most cases play an important role in the first step, due to 

electrostatic interaction.  The importance of cationic residues has been proven in the last few 

years. Mutations of arginine and lysine residues can modify the total activity of AMPs, such as 

mellitin (a peptide from Apis mellifera), resulting in a greater effect on their toxicity to 

mammalian cells 
47

. However, this feature seems not to be a determinant in the affinity of the 

Pa-MAP by membrane, since the corresponding hydrophobicity ratio seems to plays an 

essential role in the second step, pore forming 
23, 48, 49

. The absence of these cationic residues in 

Pa-MAP shows that its activity is driven by hydrophobic interactions and this also explains 

their lack of toxicity to mammalian cells 
29

. Therefore, this behavior may contribute to the 

higher response obtained for Pa-MAP as compared to LL-37, since this peptide has a higher 

hydrophobic ratio (73%) 
29

.  

 The activity of the peptides on the membranes also appears to influence the membrane 

homogeneity (n). The fall in homogeneity should be attributed to disruptions caused by the 

presence of peptides. However, the constancy of n values after Pa-MAP action indicates that 

membranes exposed to this peptide tend to show more effective lipid reorganization than 

membranes exposed to LL-37.  
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 The AMP activities here evaluated may affect both the capacitance and the resistance of 

the membranes. For an ideal membrane, no ion is transported across the bilayer (which presents 

infinite resistance) while the membrane behaves like a dielectric medium with charges 

accumulating on both sides. A finite membrane resistance determines the ion diffusion rate 

through the bilayer 
21

. The capacitance of the membrane is given by 

d
Cm




  ,
  (2) 

where ɛ is the permittivity and d the membrane thickness. Therefore, the membrane instability 

caused by the interaction with the peptides results in an increased Cm and a decrease in Rm, as 

can be seen in Table 1. 

 Chang et al. 
21

 conducted a study with two AMPs, where it was possible to distinguish 

the modifications in the peptides’ modes of action-based parameters (resistance, capacitance and 

homogeneity of membrane) as perceived by EIS. If the peptides act by following a barrel-stave 

model, the resistance of the membrane drops and the thickness and homogeneity of the 

membrane are unaltered, as observed for melittin 
21

. Otherwise, if the peptides act as prescribed 

by the toroidal pore model, the membrane also becomes permeable (Rm decreases) and the 

membrane thickness in the pore regions decreases, resulting in a slight decrease in its 

homogeneity. According to this model, the toroidal pores act as gates for the peptides’ passage 

across the membrane. Thus, the pore formation may be transient, disintegrating over time as the 

concentration of the peptides on both sides of the membrane is balanced. This leads to an 

increase in membrane resistance as observed for magainin 
21

.  

 For peptides that act by the carpet model, the membrane homogeneity decreases, while 

the resistance can decrease (in the case of peptides that introduce a disorder in lipids) or 

increased (if the peptides cause an ordering of lipids). It is worth noting that peptides that act by 

this model can induce a detergent effect. These peptides in high concentrations can disrupt the 

membrane, resulting in a huge reduction (or even complete disappearance) of membrane 

resistance. However, the membrane can still provide an electrochemical barrier, where affected 

regions are repaired by redistributing lipids and/or peptides by lateral diffusion from the intact 

regions. Thus, the uniformity decreases due to the existence of intact and repaired disrupted 

regions 
21

. This model is consistent with the observed data for the peptides here described, 

confirming the work described above, which indicated the carpet model as a mechanism of 

action for LL-37 
23, 50

 and suggesting this same mechanism for Pa-MAP. The presence of both 

peptides caused a destabilization of the membrane in the first minutes of exposure, and 

subsequently these changes are locally repaired, providing a measurable resistance.  

 The evaluation of in silico interaction Pa-MAP-DPPC allowed complement the results 

obtained for electrochemical analysis, in addition to improving the understanding of the possible 

mechanism of action of Pa-MAP. The output energy observed in previous similar studies for 
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two cyclic peptides, named amp-1 and amp-2, toward Gram-negative and –positive membranes 

were reported with -6.4 and -5.8 Kcal.mol
-1

 and -5.7 and -7.5 Kcal.mol
-1

, respectively 
51

. The in 

silico data here obtained (-3.1 Kcal.mol
-1

) suggested that Pa-MAP presents a lower affinity for 

DPPC when compared with the free energy observed for amp-1 and amp-2. The in silico data 

corroborated the in vitro data [Migliolo et al. 2012], indicating that Pa-MAP has activity (MIC 

30 µM) in higher concentration due to the absence of charged amino acid residues when 

compared, for example, with the pleurocidin from Pleuronectes americanus and pardaxin 

isolated from Pardachirus marmoratus 
52, 53

 , which presented MIC values of 3.5 and 3.0 µM, 

respectively. 

The docking interaction analysis allowed observing that the interaction between Pa-

MAP and membrane involved a mix of electrostatic and mainly hydrophobic interaction guided 

by Leu
12

 and Ala
16

 amino acid residues. His
1
, Asn

16
 and amidated C-termini are Pa-MAP amino 

acid residues that may be involved with anchorage in membrane. The interaction might first be 

guided through hydrogen bonds. After that, the presence of Pa-MAP at higher concentrations 

could lead to pore formation due to the presence of hydrophobic amino acid residues that could 

bind to membrane by van der Waals forces. These data corroborate impedance data obtained 

(Fig. 3 and 4), in which some time is necessary to cause membrane, besides explaining the 

formation of a "carpet"  as observed in Fig. 5.  

 

4. Conclusions 

  Our results demonstrated that the peptide Pa-MAP has enormous potential to 

destabilize membranes, an observation that may explain its observed in vitro  antimicrobial 

activity 
29

. The responses obtained through EIS for LL-37 showed that this peptide followed a 

carpet model mode of action, confirming what has been previously described 
23, 50

. For Pa-

MAP, the data suggest that the mechanism of action of Pa-MAP is also that of a patterned 

carpet, with a detergent effect arising at the concentrations range used in this study. 

Additionally, the destabilization occurred in the first minute of exposure for both peptides, 

while the destruction of the membrane occurs locally and can be repaired by redistributing 

lipids/peptides or by the lateral diffusion of the lipids from the intact regions. Finally, the 

potential-independent activity of Pa-MAP suggests that the peptide can act on a wide range of 

pathogenic microorganisms (membranes with anionic, cationic and zwitterionic molecules), in 

agreement with previous in vitro results 
29

. 
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Figure captions 

 

Figure 1. Nyquist diagrams after different modification steps: clean electrode and after 

deposition of the membrane of DPPC (a), lipid layer after the addition of peptides Pa-MAP (b) 

and LL-37 (c) at different concentrations (the filled squares represent the concentration of 10 

µg/mL and the open squares 100 µg/mL) and potentials (in black 0V potential, in red, 0.5 V and 

in green, 1V). 

 

Figure 2. A schematic representation of electrode modified by lipid layer (left) and its 

equivalent circuit (right). The elements Rs and Cm correspond to the solution resistance and 

double layer capacitance membrane, respectively. The elements in series Rm and 

CPE correspond to the membrane resistance and the constant phase element, and the elements in 

parallel Ce and Re correspond to electrode double layer capacitance and resistance. 

 

Figure 3. Membrane resistance versus time at different potentials (in black 0V potential, in red, 

0.5 V and in green, 1V). In (a, b) the concentration used was 10 µg.mL
-1

 (filled squares) and (c, 

d), 100 µg.mL
-1

(open squares). Pa-MAP and LL-37 were added in the 30th minute. 

 

Figure 4. Bode plot of the lipid membrane-modified electrode before (a) and after addition of 

Pa-MAP (b) and LL-37 (c) at different concentrations (the filled squares represent the 

concentration of 10 µg/mL and the open squares 100 µg/mL) and potentials (in black 0V 

potential, in red, 0.5 V and in green, 1V). 

 

Figure 5. SEM images layer DPPC before (a) and after exposure of Pa-MAP (b) and LL-37 (c).  

 

Figure 6. Pa-MAP in silico docking analysis with DPPC membrane (A) Box plot of 335 

interaction models ranked according to free energy. (B) Side visualization of Pa-MAP forward 

DPPC membrane showing the peptide insertion and (C) zoom visualization showing peptide 

interaction, with detailed interaction being showed in the inner table with lipid and amino acid 

position and their respective atom names and interaction length. 
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Table 1. Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results.  

 

Sample Peptide 

concentration 

(µg.mL-1) 

Exposure 

Time (min) 

RCT (Ω) Cdl (F) n ΔRCT 

(%) 

Clean electrode -  5.81 x105 1.31 x10-11 - - 

Pa-MAP 10 1 4.27x104 1.32x10-11 0.78 94.21 

Pa-MAP 10 25 4.19x104 1.31 x10-11 0.78 94.31 

Pa-MAP 10 50 4.14x104 1.27 x10-11 0.78 94.38 

Pa-MAP 100 1 3.12x103 1.36 x10-10 0.81 99.58 

Pa-MAP 100 25 3.49x103 1.06 x10-10 0.81 99.53 

Pa-MAP 100 50 4.40x103 9.13 x10-11 0.81 99.40 

LL-37 10 1 1.74x105 1.01 x10-11 0.79 76.39 

LL-37 10 25 1.91x105 1.05 x10-11 0.78 74.08 

LL-37 10 50 1.91x105 1.05 x10-11 0.76 74.08 

LL-37 100 1 1.91x104 1.15 x10-11 0.77 97.41 

LL-37 100 25 1.95x104 1.16 x10-11 0.78 97.35 

LL-37 100 50 1.96x104 1.16 x10-11 0.78 97.39 
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