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RESUMO 

 

MELO, M. C. A. ESTUDO TEÓRICO CONFORMACIONAL DA DELTA-TOXINA E 

TEÓRICO-EXPERIMENTAL DA INTERAÇÃO DE COMPLEXOS DE COBRE-BASE DE 

SCHIFF COM O CANAL IÔNICO DA ALFA-TOXINA DE Staphylococcus aureus. 2015. 

069f. Dissertação. Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil. 

 

O Staphylococcus (S.) aureus é responsável por inúmeros casos de infecções em animais e seres 

humanos. Essa bactéria secreta uma grande variedade de exoproteínas, incluindo quatro 

hemolisinas: alfa, beta, gama e delta. A atividade hemolítica da alfa-toxina (α-HL) se deve a 

formação de poros em membranas celulares. A α-HL é um monômero solúvel em água, que se 

torna mais estável ao se oligomerizar e formar poros heptaméricos transmembranares. Devido 

sua importância na patogênese bacteriana, essa proteína tem sido alvo de estudos no 

desenvolvimento de agentes terapêuticos. Sabe-se que os compostos de base de Schiff têm 

apresentado significativos resultados em testes de atividade biológica, incluindo antibacteriana. 

Neste contexto, avaliou-se a atividade de complexos de cobre-base de Schiff no bloqueio de 

poros da α-HL de S. aureus. Simultaneamente, foram realizados estudos conformacionais da δ-

toxina em solução aquosa. Experimentos com eritrócitos de coelho expostos a α-HL foram 

utilizados na seleção dos compostos. Membranas lipídicas planas artificiais com canais 

individuais de α-HL, em condições de fixação de voltagem, foram utilizados para entender o 

mecanismo de ação dos compostos. Finalmente, avaliou-se através de docking molecular a 

interação entre os compostos e o canal de α-HL, visando corroborar o mecanismo de bloqueio. 

No estudo da δ-toxina, dinâmica molecular foi usada para determinar sua conformação em 

solução aquosa. Observou-se que os complexos de cobre inibiram parcialmente a atividade 

hemolítica da α-HL, devido ao bloqueio parcial dos canais desta toxina. O mecanismo 

molecular desse bloqueio ocorre pela interação dos compostos com a região de constrição do 

poro. Observou-se ainda que a δ-toxina em solução aquosa apresenta de 5 a 14 resíduos 

enovelados. Sugere-se que os complexos de cobre são potenciais candidatos a futuros agentes 

coadjuvantes no tratamento de infecções por S. aureus. 

 

Palavras-chave: composto de cobre – base de Schiff; antibacteriano; -toxina; canal iônico. 

 

 



ABSTRACT 

 

MELO, M. C. A. THEORETICAL STUDY OF DELTA-TOXIN CONFORMATION AND 

EXPERIMENTAL-THEORETICAL STUDY OF THE INTERACTION BETWEEN BASE 

SCHIFF – COPPER COMPLEXES WITH Staphylococcus aureus ALFATOXIN IONIC 

CHANNEL. 2015. 069f. Dissertation. Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 

Pernambuco, Brazil. 

 

Staphylococcus (S.) aureus is responsible for a great number of infecctions in animals and 

humans. This bacteria produces several exoproteins and virulence factors, including four 

hemolysins: alfa, beta, gama and delta. The alfa-toxin (α-HL) hemolytic activity occurs due to 

the formation of pores in cellular membranes. α-HL is a soluble monomer in water, but becomes 

more stable when oligomerize and form transmembranar heptameric pores. Considering its 

importance for bacterial patogenesis, this protein has been target of studies on new 

antimicrobial agents. For example, base Schiff copper compounds have been observed to show 

significative results in biological activity assays, including antibacterial. In this context, the 

present work intended to evaluate the activity of a base Schiff-copper compounds to block the 

S. aureus α-HL ion channel. The most effective compounds were selected based on the 

exposition of rabbit erythrocytes to α-HL, and tested against control conditions. The mechanism 

of action of these compounds were evaluated through single channel experiments in planar lipid 

bilayrs, through eletrophisiological techniques. Finally, molecular docking studies were 

employed to confirm the blocking mechanism of such compounds. Moreover, molecular 

dynamics simulations were used to determine δ-toxin conformation in aqueous solutions. The 

obtained results indicated that the copper(II) compounds were capable of partially blocking the 

α-HL hemolytic activity, due to partial blockade of the ionic channels. The molecular mechanis 

of pore blockade was identified to mainly occur due to the interaction of the compounds to the 

pore constriction. Additionally, it was observed that δ-toxin in aqueous solution presents from 

5 to 14 amino acids showing α-helical content. Based on these results, we suggest that such 

compound may be further evaluated as a coadjuvante agent for the treatment of staphylococcal 

infections. 

 

Keywords: Isatin, Schiff base copper (II), antibacterial, α-hemolysin, ion channel. 
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Dissertação – Maria Carolina de Araujo Melo 

1. INTRODUÇÃO 

 

Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma bactéria aeróbia, Gram-positiva e esférica 

frequentemente encontrada na pele e fossas nasais de indivíduos saudáveis (ELWARD et al., 

2009). Esses cocos Gram positivos em forma de cachos são β-hemolíticos, coagulase, maltose 

e manitol positivos e formadores de colônias pigmentadas; quando imóveis, em geral não– 

capsulados, podem apresentar-se como anaeróbios facultativos e produtores de biofilmes 

(DUARTE; SÁ, 2011). Essa bactéria é responsável por um vasto número de infecções em 

animais e em seres humanos, podendo provocar doenças que vão desde uma simples infecção 

(espinhas, foliculite, furúnculos) até infecções graves (pneumonia, meningite, endocardite, 

osteomielite, síndrome do choque tóxico, septicemia) (ELWARD et al., 2009).  

Essa bactéria produz uma grande variedade de exoproteínas, cuja função primordial é 

obter a partir dos tecidos do hospedeiro os nutrientes necessários para o crescimento 

bacteriano. Essas proteínas, secretadas pela grande maioria das cepas de S. aureus, são um 

grupo de enzimas e citotoxinas que incluem quatro hemolisinas: alfa, beta, gama e delta 

(SANTOS et al., 2007). 

A deltatoxina (δ-toxina) é capaz de inibir a absorção de água pelo íleo, devido à 

alteração do mecanismo de ação do monofosfato de adenosina cíclico (AMP-c), 

desencadeando uma diarréia aguda (SANTOS et al., 2007). Estruturalmente, a δ-toxina exibe, 

predominantemente, estrutura secundária em α-hélice em bicamadas fosfolipídicas e em 

ambientes que mimetizam membranas (BRAUNER et al., 1987; LEE et al., 1987; TAPPIN et 

al., 1988; BLADON et al., 1992; LOHNER et al., 1999). Em solução aquosa, no entanto, esse 

peptídeo possui um conteúdo variável de α-hélice, que é dependente da sua concentração 

(COLACICCO et al., 1977; THIAUDIERE et al., 1991; DHOPLE; NAGARAJ, 2005).  
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A alfatoxina (α-HL) é secretada pela bactéria na forma de um monômero estável em 

água (BERUBE; WARDENBURG, 2013). Ao ser liberada no ambiente extracelular, essa 

proteína pode se agregar em solução ou se inserir nas membranas celulares do hospedeiro 

para se oligomerizar e formar um poro heptamérico transmembranar (GOUAUX et al., 1994), 

que aumenta a permeabilidade da membrana, o que possibilita o vazamento de eletrólitos (GU 

et al., 1999; NOSKOV et al., 2004).  

O poro heptamérico de -HL é formado por três diferentes domínios: extramembranar, 

intramembranar e o anelar. O primeiro, convencionalmente denominado lado “cis”, possui 

uma entrada de aproximadamente 4,6 nm, o que possibilita a ampla passagem de 

macromoléculas. Esse domínio é rico em -hélices e em β-folhas, formando uma grande 

estrutura na face externa da membrana, semelhante a copa de uma árvore. Por outro lado, o 

domínio intramembranar, denominado lado “trans”, composto por 14 folhas organizadas em 

β-barril, e que é completamente inserido na bicamada lipídica. Esse domínio apresenta uma 

entrada de diâmetro menor, de cerca de 2 nm (SONG et al., 1996) próximo a face interna da 

membrana. Finalmente, o domínio anelar fica localizado na interface entre os domínios “cis” 

e “trans”, sendo formado por anéis de resíduos ácidos e básicos.  

A atividade hemolítica da α-HL varia de acordo com a espécie de mamífero infectado, 

sendo bastante elevada em eritrócitos de coelho (BHAKDI et al., 1984). Em humanos, essa 

proteína também parece exercer um papel importante na patogenicidade da bactéria, uma vez 

que pacientes infectados por S. aureus desenvolvem anticorpos de forma específica e 

proporcional à expressão da α-HL (KOLATA et al., 2011; ADHIKARI et al., 2012; FRITZ et 

al., 2013).  

Recentemente, estudos sobre novos compostos, tendo como alvo a -HL, vem 

surgindo na literatura (DAI et al., 2013; DONG et al., 2013; QIU et al., 2013), principalmente 

direcionados na inibição da sua oligomerização em membranas, e bloqueio do seu poro. Isso 
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se deve, entre outros fatores, à resistência de S. aureus a uma grande diversidade de 

antibióticos. 

As bases de Schiff são compostos orgânicos que apresentam pelo menos um grupo 

R2C=N-R, em que R corresponde a um átomo de hidrogênio ou a um radical aril, formadas a 

partir da condensação de uma amina primária com um grupo carbonilo (MCNAUGHT; 

WILKINSON, 1997). Tais compostos vêm sendo estudados para coordenação com metais 

pesados, através do referido grupo imínico (QIN et al., 2013). Por outro lado, uma 

característica importante destes compostos é a formação de complexos estáveis com diversos 

metais de transição em vários estágios de oxidação (PSOMAS et al., 2006; ROMERA, 2007). 

Estas ligações também apresentam uma grande eficiência em controlar o desempenho dos 

metais em várias transformações catalíticas (COZZI, 2004). As bases de Schiff são 

importantes intermediários nas sínteses de compostos bioativos. Sabe-se também que esses 

compostos têm apresentado significativos resultados em testes de atividade biológica, tais 

como antifúngica (JARRAHPOUR et al., 2004), antimicrobiana ou antibacteriana  (EL-

MASRY et al., 2000; ÜNVERA et al., 2005) e antitumoral (POPP, 1964; ROMERA, 2007).  

 A propriedade antifúngica e antibacteriana de uma gama de Complexos de Cobre (II) 

foi avaliada contra vários fungos e bactérias patogênicas (ZORODDU et al., 1996). Por esta 

importância nos processos biológicos, os Complexos de cobre (II) e as pesquisas sobre a 

atividade biológica têm sido o foco de diferentes perspectivas (ROMERA, 2007; KAT KAR 

et al., 2014). 

Considerando a necessidade de novos alvos terapêuticos para o tratamento de 

infecções hospitalares e na comunidade, causadas por Staphylococcus aureus resistentes a 

meticilina, o presente trabalho tem como principal objetivo avaliar a ação de compostos de 

cobre – relacionados a base de Schiff na inibição da formação ou bloqueio de poros de α-HL 

produzidos pelo S. aureus. 
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2. OBJETIVOS 

  

2.1 Objetivo Geral: 

Identificar compostos de cobre – relacionados a base de Schiff com potencial para 

bloquear poros da α-HL de S. aureus, bem como analisar o estado conformacional da δ-

toxina, desta bactéria, em solução aquosa. 

 

2.2 Objetivos Específicos: 

 

2.2.1. Avaliar complexos de cobre – relacionados a base de Schiff potencialmente 

bloqueadores de canais de α-HL de S. aureus, através de técnicas eletrofisiológicas. 

2.2.2. Elucidar o mecanismo molecular do bloqueio do canal da α-HL de S. aureus 

por complexos de cobre – relacionados a base de Schiff, pela utilização de docking 

molecular. 

2.2.3. Avaliar o estado conformacional da δ-toxina de Staphylococcus aureus em 

solução aquosa pela utilização de simulações por dinâmica molecular. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma bactéria aeróbia ou anaeróbia facultativa, 

Gram-positiva e esférica (Figura 1C) (ELWARD et al., 2009), cujo crescimento ocorre de 

forma semelhante a cachos de uva (Figura 1D) (NAZARI et al., 2015). São microorganismos 

com aproximadamente 0,5 a 1,5 µm de diâmetro, imóveis, produtores de biofilme e que, em 

geral, são não-esporulados e não-encapsulados (DUARTE; SÁ, 2011).  

A descoberta dessa bactéria foi creditada ao cirurgião escocês Sir Alexander Ogston, 

que descreveu a sua existência em 1880, após a análise de pus de abscessos cirúrgicos 

(ELWARD et al., 2009). Segundo os testes de identificação bacteriana, o S. aureus são 

coagulase positivos, β-hemolíticos, maltose e manitol positivos e formadores de colônias 

pigmentadas (Figura 1B) (DUARTE; SÁ, 2011). Essas bactérias são encontradas como 

comensais em humanos, oferecendo poucos riscos de infecção em indivíduos saudáveis, 

sendo encontradas, por exemplo, na pele e na garganta (NAZARI et al., 2015).  

Por outro lado, como um patógeno, e especialmente devido ao surgimento e aumento 

na prevalência de cepas resistentes a meticilina (conhecidas do inglês como methicillin-

resistant S. aureus – MRSA), essa espécie é uma das principais causadoras de infecções 

hospitalares ao redor do mundo (TRISTAN et al., 2007). 

Essa bactéria produz uma grande variedade de exoproteínas, cuja função primordial é 

de converter tecidos do hospedeiro nos nutrientes necessários para o crescimento bacteriano 

(Tabela 1). Dessa forma, tais proteínas contribuem para a colonização da bactéria e para o 

aparecimento de uma grande diversidade de doenças em hospedeiros mamíferos (DINGES et 

al., 2000).  
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Figura 1: (A) Abscesso causado por infecção por Staphylococcus aureus; (B) cultura de 

Staphylococcus aureus em meio ágar sangue mostrando em (b) a coloração dourada, de onde 

origina o nome da espécie; (C) fotografia de Staphylococcus aureus em microscopia de varredura; 

(D) coloração de Gram, mostrando a tonalidade roxa e sua característica Gram positiva. Adaptado 

de (RIT, 2014) 

 

Nesse contexto, essa ampla variedade de enfermidades refletem a capacidade desse 

microorganismo em escapar do sistema imune inato e adaptativo, também pela secreção de 

vários fatores de virulência (TRISTAN et al., 2007). Essas proteínas, secretadas pela grande 

maioria das cepas de S. aureus, são um grupo de enzimas e citotoxinas que incluem quatro 

hemolisinas (denominadas alfa, beta, gama e delta), bem como nucleases, proteases, lipases, 

hialuronidases, colagenases, adesinas e coagulases (DINGES et al., 2000). 

No que diz respeito às hemolisinas, a atividade hemolítica da betatoxina (β-toxina) é 

atribuída à degradação enzimática de esfingolipídeos de membrana. Por sua vez, a α-HL e a 

gamatoxina (γ-toxina) se oligomerizam em poros com formato de beta-barris nas membranas 

celulares do hospedeiro (DINGES et al., 2000). Por outro lado, a respeito do mecanismo de 
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ação da δ-toxina, dois tipos diferentes de eventos têm sido propostos, nos quais o peptídeo 

apresenta ações diferentes em função da sua concentração (VERDON et al., 2009). 

 

Tabela 1: Toxinas produzidas pelo S. aureus que participam dos mecanismos de 

patogenicidade e de resistência a esse patógeno. Adaptado de (SANTOS et al., 2007) 

Nome Função 

-HL Possui a propriedade de formar canais iônicos em membranas 

biológicas, sendo capazes de lisar hemácias e causar danos às 

plaquetas em casos de intoxicações graves. 

-toxina  Degrada a esfigomielina, provocando lesões na membrana dos 

eritrócitos e, consequentemente, conduzindo à hemólise. 

-toxina  Possui propriedades tensoativas, atuando como detergente e sendo 

responsável pelos efeitos sobre as membranas de eritrócitos, 

macrófagos, linfócitos, neutrófios e plaquetas. É capaz, ainda, de 

inibir a absorção de água pelo íleo, devido à alteração do 

mecanismo de ação do monofosfato de adenosina cíclico (AMP-c), 

desencadeando uma diarréia aguda. 

-toxina Insere-se em membranas biológicas, causando extravasamento de 

conteúdo citoplasmático e lise celular. 

PVL 

(leucocidina 

Panton-

Valentine) 

Composta por dois componentes protéicos (S e F), que atuam 

sinergisticamente. Essa proteína altera a permeabilidade da 

membrana e ataca os leucócitos polimorfonucleares e os 

macrófagos. Essa alteração permite a entrada de cátions, como o 

Ca+2, resultando na degranulação celular e induzindo a citólise. 

Esfoliatina  Promove a clivagem do extrato granuloso da epiderme, causando 

síndromes cutâneas severas (síndrome da pele escaldada e 

impetigo bolhoso). 

TSST-1 (toxina 

da síndrome do 

choque tóxico) 

Provoca febre, choque e envolvimento de sistemas orgânicos 

múltiplos, incluindo erupção cutânea descamativa (Figura 1A). 

Enterotoxinas 

(A, B, C, D e E)  

Toxinas protéicas pirogênicas, termoestáveis, responsáveis pela 

intoxicação alimentar, podendo provocar vômitos e diarreias. 
 

 

3.1.1 Deltatoxina 

 

A δ-toxina (Figura 2) é um peptídeo de 26 aminoácidos (KREGER et al., 1971; 

DHOPLE; NAGARAJ, 2005).  
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Figura 2: Estrutura tridimensional da δ-toxina de Staphylococcus aureus. As dimensões da proteína 

estão representadas pelas linhas verticais e horizontais. PDB código 1DTC 

 

Ela lisa e rompe protoplastos bacterianos, esferoplastos, lisossomos e esférulas 

lipídicas (KREGER et al., 1971). Da mesma forma, é ativa contra uma ampla diversidade de 

tipos celulares de mamíferos, atuando sobre as membranas de eritrócitos, macrófagos, 

linfócitos, neutrófilos e plaquetas, e é capaz de lisar estruturas subcelulares, como organelas 

associadas à membrana (VERDON et al., 2009).  

É capaz também de inibir a absorção de água pelo íleo, devido à alteração do 

mecanismo de ação do monofosfato de adenosina cíclico (AMP-c), desencadeando uma 

diarreia aguda (SANTOS et al., 2007). Estruturalmente, a δ-toxina exibe predominantemente 

estrutura secundária em α-hélice em bicamadas fosfolipídicas e em ambientes que mimetizam 

membranas (BRAUNER et al., 1987; LEE et al., 1987; TAPPIN et al., 1988; BLADON et 

al., 1992; LOHNER et al., 1999).  

Em solução aquosa, no entanto, esse peptídeo possui um conteúdo variável de α-

hélice, que é dependente da sua concentração (COLACICCO et al., 1977; THIAUDIERE et 

al., 1991; DHOPLE; NAGARAJ, 2005).  

Sabe-se de dois possíveis mecanismos de ação para esse peptídeo, no qual ele pode 

atuar como um surfactante para permeabilizar e romper a membrana celular, quando em 

baixas concentrações (BERNHEIMER, 1974; BECHINGER; LOHNER, 2006), ou assumir a 
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conformação de um poro transmembranar, quando em concentrações maiores (MELLOR et 

al., 1988; RAGHUNATHAN et al., 1990; TALBOT et al., 2001; POKORNY et al., 2002). 

Em contrapartida, como comentado acima, outras duas hemolisinas secretadas por S. 

aureus são formadoras de poro em membranas, e são mais bem caracterizadas no que diz 

respeito à adesão e inserção na membrana, dentre as quais a mais importante é a -HL. 

 

3.1.2 Alfatoxina 

 

 A -HL, conhecida como α-hemolisina, α-lisina ou α-toxina, é uma proteína de 33 

kDa secretada na fase final de crescimento exponencial da maioria das cepas de S. aureus na 

forma de um monômero de polipeptídeo contendo 293 aminoácidos solúvel em água 

(BERUBE; WARDENBURG, 2013).  

Essa proteína pode se agregar em solução, ou se inserir nas membranas do hospedeiro 

para se oligomerizar e formar um poro heptamérico transmembranar (GOUAUX et al., 1994) 

(Figura 3), levando ao extravasamento de conteúdo celular (GU et al., 1999; NOSKOV et al., 

2004).  

Várias evidências indicam que o mecanismo molecular com o qual a toxina se liga à 

superfície de membranas não é dependente de receptor proteico (VALEVA et al., 2006). 

Nesse sentido, clusteres de fosfatidilcolina aliados a presença de esfingolipídeos e colesterol 

na membrana parecem contribuir para a ligação de α-HL com membranas biológicas 

(VALEVA et al., 2006).  

Por outro lado, a proteína de membrana ADAM10, uma metaloprotease dependente de 

zinco, foi indicada como receptor candidato para α-HL (WILKE; WARDENBURG, 2010), o 

que sugere uma provável cooperatividade para adesão de -HL envolvendo tal receptor 

proteico e o ambiente na superfície da membrana. 
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Figura 3: Modelo do nanoporo formado pela α-HL de Staphylococcus aureus com dimensões e 

topologia em relação à membrana (A) Vista lateral, (B) vista superior, (C) representação do 

nanoporo inserido na membrana lipídica. PDB código 7AHL 

 

Embora essa toxina tenha sido descrita pela primeira vez na década de 30 (SMITH; 

PRICE, 1938), sua capacidade de formar canais em bicamadas lipídicas planas foi relatada 

somente em 1981 (KRASILNIKOV OV et al., 1981), e o gene que a codifica, hla, foi clonado 

e sequenciado em 1984 (GRAY; KEHOE, 1984). Observou-se a partir dessa descoberta que 

C 
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entre os 293 aminoácidos da proteína secretada pela bactéria, não há resíduos de cisteína 

(GRAY; KEHOE, 1984).  

Estruturalmente, a toxina se organiza na forma de um poro heptamérico em β-barril, 

composto majoritariamente por β-folhas (cerca de 65%) e com aproximadamente 10% de 

elementos em α-hélice, conforme já elucidado por cristalografia de raios-X (SONG et al., 

1996) e dicroísmo circular (TOBKES et al., 1985). O posicionamento assimétrico e a 

geometria do poro em relação ao plano da membrana também já foram estudados em 

condições dinâmicas empregando não-eletrólitos (KRASILNIKOV et al., 1988; MERZLYAK 

et al., 1999). 

O heptâmero de -HL é formado por três diferentes domínios: copal - ou 

extramembranar, troncular - ou intramembranar, e o anelar (SONG et al., 1996). O primeiro, 

convencionalmente denominado lado “cis”, possui uma entrada de aproximadamente 4,6 nm, 

o que possibilita a ampla passagem de macromoléculas (SONG et al., 1996). Esse domínio é 

rico em -hélices e em β-folhas, formando uma grande estrutura na face externa da 

membrana, semelhante a copa de uma árvore. Por outro lado, o domínio intramembranar, 

denominado lado “trans”, composto por 14 folhas organizadas em β-barril, e que é 

completamente inserido na bicamada lipídica, apresenta uma entrada de diâmetro menor, de 

cerca de 2 nm (SONG et al., 1996) próximo a face interna da membrana (Figura 3A).  

Na parte terminal do domínio “trans”, portanto nivelado com a face externa da 

membrana, e localizado na parte "interna" da proteína, há dois anéis compostos, 

respectivamente, de aminoácidos ácidos (resíduos de glutamato) e básicos (residuos de lisina), 

separados por aminoácidos neutros (MERZLYAK et al., 2005). Essa região, denominada de 

“constrição”, possui um diâmetro de apenas 1,4 nm (Figura 3B) e é o trecho limitante para o 

trânsito de macromoléculas pelo seu interior (MERZLYAK et al., 1999; TEIXEIRA et al., 



29 
Estudo Teórico Conformacional da delta-toxina e Teórico-Experimental da Interação de Complexos 

de Cobre-Base de Schiff com o Canal Iônico da alfa-toxina de Staphylococcus aureus 

 

Programa de Pós-Graduação em Inovação Terapêutica 

Dissertação – Maria Carolina de Araujo Melo 

2009), embora possibilite a passagem, por exemplo, de polietilenoglicol de até 2000 daltons 

(RODRIGUES et al., 2008). 

Considerando que a formação desses poros resulta em uma perturbação significativa 

da integridade da membrana celular dos hospedeiros, o que leva eventualmente à morte 

celular (NESTOROVICH; BEZRUKOV, 2012), há um grande interesse biológico e 

terapêutico nessa proteína.  

A atividade hemolítica da α-HL varia de acordo com a espécie de mamífero infectado, 

sendo bastante elevada em eritrócitos de coelho (BHAKDI et al., 1984) e ocorrendo também 

de forma dermonecrótica e neurotóxica. Em humanos, essa proteína também parece exercer 

um papel importante na patogenicidade da bactéria, uma vez que pacientes infectados por S. 

aureus desenvolvem anticorpos de forma específica e proporcional à expressão da α-HL 

(KOLATA et al., 2011; ADHIKARI et al., 2012; FRITZ et al., 2013).  

Adicionalmente, cepas de grande virulência em indivíduos saudáveis expressam α-HL 

(DELEO et al., 2011), enquanto que existem mutações nos genes responsáveis pela expressão 

e controle da proteína em vários isolados de infecção hospitalar, que podem levar a uma 

menor secreção de α-HL (DELEO et al., 2011). Esses resultados sugerem que a expressão e 

secreção de α-HL pela bactéria é necessária à patogênese da infecção por S. aureus em 

indivíduos saudáveis, porém pode ser de menor relevância em pacientes predispostos à 

invasão e infecção bacteriana em função de doenças associadas ou hospitalização (DELEO et 

al., 2011). Tais hipóteses só poderão ser confirmadas, no entanto, à medida que estudos 

possam ser realizados com novos agentes terapêuticos direcionados a α-HL, especialmente em 

cepas de infecção hospitalar e presentes na comunidade. 
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3.2 Resistência aos Antibióticos 

 

Recentemente estudos sobre novos compostos, tendo como alvo a α-HL, tem surgido 

na literatura (DAI et al., 2013; DONG et al., 2013; QIU et al., 2013), principalmente 

direcionados na inibição da sua oligomerização em membranas. Isso se deve, entre outros 

fatores, a resistência de S. aureus a uma grande diversidade de antibióticos (Tabela 2). Os 

compostos β-lactâmicos, tais como a meticilina, a amoxilina e a ampicilina, podem ter sua 

atividade antibacteriana neutralizada, por exemplo, através da ação de uma enzima β-

lactamase, que hidrolisa tais compostos a partir do núcleo β-lactâmico, através do produto do 

gene blaZ, transferido a cepas resistentes, e entre elas, através da pili dessas bactérias por 

meio de transposons (Tabela 2), que consistem em sequências de ácido desoxirribonucleico 

(DNA) capazes de se movimentar dentro de um genoma. Glicopeptídeos, tais como a 

vancomicina, podem ter sua atividade neutralizada por meio de mutações na proteína alvo da 

bactéria, ou através de mudanças em parte dos componentes da camada externa da bactéria 

(Tabela 2). A resistência a aminoglicosídeos, por sua vez, se dá através de modificações pós-

traducionais em proteínas modificadoras desses agentes bioativos (Tabela 2), portanto 

modulando a atividade dessas enzimas e, assim, levar a um mais acelerado processamento e 

perda de atividade antibacteriana desses compostos. 

Adicionalmente a isso, apesar do vasto desenvolvimento e aplicação de novos 

compostos ao tratamento de infecções por essa bactéria, o S. aureus tem demonstrado uma 

habilidade única de responder a novos tratamentos através do desenvolvimento de novos 

mecanismos de resistência (PANTOSTI et al., 2007).  

Em uma perspectiva histórica, antes da descoberta e início do uso da penicilina, em 

1940, a mortalidade de pacientes infectados com S. aureus era superior aos 80%. Apesar da 

grande melhora do prognóstico de pacientes com infecção estafilocócica após a introdução 
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desse medicamento, já em 1942 cepas de S. aureus resistentes à penicilina foram detectadas 

em hospitais (LOWY, 2003; APPELBAUM, 2007).  

Após duas décadas, aproximadamente 80% dos isolados da bactéria, coletados em 

hospitais ou na comunidade, eram resistentes ao medicamento. Isso ocorreu devido à 

transmissão horizontal de DNA na forma de plasmídeos (NOVICK; BOUANCHAUD, 1971), 

que continham o gene blaZ que, por sua vez, codifica uma proteína da classe beta-lactamase 

A (PANTOSTI et al., 2007). Essa enzima, que é expressa em altas concentrações mediante 

exposição da bactéria à penicilina ou algum composto estruturalmente semelhante, como a 

ampicilina, hidrolisa tais moléculas gerando um composto inativo. Se não bastasse isso, o 

plasmídeo que codifica essa enzima, também conhecida como penicilinase, carrega outros 

genes de resistência, incluindo compostos desinfetantes, corantes, metais pesados e outros 

antibióticos, como eritromicina e aminoglicosídeos (LYON; SKURRAY, 1987; MASSIDDA 

et al., 2006). 

 

Tabela 2: Mecanismos de resistência de S. aureus frente a alguns antibióticos. Adaptado 

de (LOWY, 2003) 

Antibiótico 
Nome e localização 

do gene 
Produto gênico 

Mecanismo de 

resistência 

β-lactâmicos 

blaZ – plasmídeo ou 

transposon 

 

mecA – cromossomo 

-lactamase 

 

 

Proteína PBP2a 

Hidrólise do composto 

 

Afinidade reduzida pelo 

composto 

Glicopeptídeos 

Desconhecido (VISA) 

– cromossomo 

 

Desconhecido 

Peptidoglicana 

alterada 

 

D-Ala-D-Lac 

Vancomicina fica presa 

na parede celular 

 

Gera mutações na região  

Quinolonas 

parC – cromossomo 

 

 

Proteína parte 

componente da 

topoisomerase 4 

 

Aminoglicosídeos 

(ex.: gentamicina) 

Enzimas 

modificadoras de 

aminoglicosídeos 

Acetiltransferase, 

fosfotransferase 

Acetilando e/ou 

fosforilando enzimas que 

modificam 

aminoglicosídeos 
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O primeiro composto antibiótico desenvolvido para tentar se sobrepor a um 

mecanismo de resistência bacteriana foi a meticilina (Figura 4). No entanto, logo após a 

introdução da meticilina, em 1961, rapidamente foram relatadas cepas resistentes a esse 

medicamento. Ainda hoje, a maioria das cepas de S. aureus possuem resistência a drogas β-

lactâmicas, como a penicilina e a meticilina, o que aumenta sua importância como patógeno 

humano, principalmente em ambiente hospitalar (RAJALAKSHMI et al., 2014). Essa 

importância é tão significativa a ponto de que seja consenso que “nenhum marcador de 

resistência a antibióticos tem diferenciado uma espécie mais do que a resistência a meticilina 

o fez com S. aureus” (MULLIGAN et al., 1993). 

 

Figura 4: Surgimento de alguns antibióticos e cepas resistentes do Staphylococcus aureus nos 

Séculos XX e XXI. MRSA significa S. aureus resistentes à meticilina; VRSA significa  S. aureus 

resistentes à vancomicina; CA-MRSA significa S. aureus resistentes à meticilina de origem 

comunitária. Adaptado de (SANTOS et al., 2007) 
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3.3 Infecção e transmissão 

 

Embora muitas dessas infecções ocorram em pacientes com antecedentes de 

internação hospitalar, um número crescente de casos tem surgido sem exposição anterior em 

hospitais. Ocorrendo tanto em ambientes rurais quanto urbanos, essas cepas de S. aureus 

resistentes à meticilina (MRSA) causam grande preocupação, devido a elevada mortalidade 

associada a elas (PANTOSTI et al., 2007). Acredita-se que a escolha de medicamentos -

lactâmicos como terapia inicial para tratamento dessas infecções tenha contribuído para isso.  

A transmissão dessas MRSA acontece majoritariamente através de contato com a pele 

de um paciente ou portador, mas pode ocorrer através de objetos, como maçanetas ou toalhas, 

tocados por essas pessoas. Recentemente, foi identificada também a transmissão pecuária de 

MRSA, ou seja, de animais para humanos (HARRISON et al., 2013). Ainda, os cocos causam 

grandes problemas no setor alimentício por meio da contaminação de produtos alimentares 

(RAJALAKSHMI et al., 2014). 

O biofilme bacteriano consiste de um grupo de células bacterianas colonizando uma 

superfície ou um substrato com a ajuda de uma matriz de substâncias poliméricas 

extracelulares (EPS - extracellular polymeric substances), que, por sua vez, é constituída por 

macromoléculas como polissacarídeos, proteínas, substâncias húmicas e ácidos urônicos, 

coletivamente conhecidos como exopolissacarídeos ou substâncias poliméricas extracelulares 

(RAJALAKSHMI et al., 2014). No caso de S. aureus, os biofilmes representam uma espécie 

de reservatório de disseminação da bactéria para outros tecidos do hospedeiro (OTTO, 2008). 

Do ponto de vista de patogênese molecular, não se sabe se as bactérias responsáveis pela 

formação de biofilmes são geneticamente diferentes daquelas envolvidas em infecções 

severas, ou se estão simplesmente em um status fisiológico alternativo e, portanto, podem 
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facilmente desenvolver um comportamento mais agressivo ao se disseminar pelo corpo 

(OTTO, 2008). 

 

3.4 Estudo prospectivo de inibidores e bloqueadores de alfatoxina 

 

 O rápido desenvolvimento de resistência a antibióticos por S. aureus e a prevalência e 

severidade das infecções causadas por essa bactéria tem feito surgir diversos estudos na 

literatura, em busca de novos compostos para uso no tratamento e prevenção das doenças 

associadas a essas infecções. Tal como já revisado previamente, uma série de compostos já 

foram identificados para tratamento de infecções causadas por S. aureus, no entanto inúmeras 

cepas dessa bactéria se mostraram capazes de adquirir resistência a esses medicamentos 

(Tabela 2). Dentre esses compostos, vancomicina é o medicamento mais indicado para uso 

em casos de infecções severas por MRSA, no entanto, uma série de fatores limita sua eficácia, 

como uso prolongado, sua nefrotoxicidade e a prevalência crescente de cepas não susceptíveis 

(CHAMBERS; DELEO, 2009). 

Embora vários antibióticos estejam, atualmente, em fase de testes clínicos 

(CHAMBERS; DELEO, 2009), a busca por alvos proteicos alternativos tem sido uma opção 

crescente nesse sentido. Essas buscas costumam estar relacionadas tanto a produtos gênicos 

envolvidos em funções essenciais da célula, tais como de processamento de nutrientes 

(OHLSEN; LORENZ, 2007), como a proteínas e enzimas com papel importante para a 

patogênese da bactéria, tais como lipases associadas a membrana externa (ÜNLÜ et al., 

2015). Por outro lado, vários esforços têm sido feitos também para a descoberta e 

disseminação de estratégias de imunização que tenham por alvo componentes da membrana 

externa de S. aureus, tais como adesinas associadas a membrana, ácidos teicóicos ou outros 

antígenos (OHLSEN; LORENZ, 2007). 
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3.4.1 O design de moléculas de interesse biológico 

 

A prospecção e a projeção de moléculas de interesse biológico tem sido alvo extensivo 

de pesquisas nos campos da química bioinorgânica, bioquímica e farmacologia. 

Frequentemente são empregadas moléculas sintetizadas a partir de compostos orgânicos e/ou 

inorgânicos (YE et al., 2008; XIE; BOGLIOTTI, 2014). Neste contexto, especialmente com o 

surgimento crescente de resistência a antibióticos, técnicas computacionais tais como o de 

novo drug design têm sido empregadas para sugerir novos arcabouços ou modificações em 

compostos já conhecidos (SCHNEIDER et al., 2009; HARTENFELLER; SCHNEIDER, 

2011). 

Em várias situações, a complexação de íons metálicos a ligantes orgânicos tem sido 

relatada como capaz de melhorar as atividades biológicas de compostos (TAKEUCHI et al., 

1998; CERCHIARO et al., 2004). Portanto, espera-se que um design adequado de ligantes, 

bem como a quelação com íons metálicos adequados, devam melhorar a eficácia biológica 

desses compostos (TAKEUCHI et al., 1998; CERCHIARO et al., 2004). Entre os vários 

ligantes orgânicos, benzimidazol (bzim), 1,10-fenantrolina (fen) e seus derivados têm 

aplicação potencial como antitumoral, anti-histamínico, anti-helmíntico, antiúlcera, 

antifúngico, e anti-hipertensivo (RAJALAKSHMI et al., 2014). 

Sabe-se também que complexos de fen associados a Cu (II) têm sido utilizados como 

agentes antimicrobianos (RAJALAKSHMI et al., 2014). 

 

3.5 Complexos de Cobre – Base de Schiff 

 

 Em 1864, Hugo Schiff descreveu que a condensação entre um aldeído e uma amina 

gerava uma base de Schiff (COZZI, 2004); (ROMERA, 2007). As bases de Schiff são 
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compostos que apresentam um grupo imina (R2C=NR) em sua estrutura (GAKIAS et al., 

2005). Os ligantes bases de Schiff são capazes de coordenar com íons metálicos pelo grupo 

imínico e por outro grupo, geralmente um aldeído (COZZI, 2004). Os sítios de ligação mais 

comumente encontrados são os átomos de nitrogênio e oxigênio, mas podemos encontrar 

átomos de enxofre como fonte de elétrons livres. Apresentam grande flexibilidade sintética, 

onde a combinação de aminas com aldeídos facilita a formação do design estrutural desejado, 

podendo-se obter diversas fórmulas estruturais. 

Uma característica importante destes ligantes é a formação de complexos estáveis com 

diversos metais de transição em vários estágios de oxidação (PSOMAS et al., 2006; 

ROMERA, 2007). Também apresentam uma grande eficiência em controlar o desempenho 

dos metais em várias transformações catalíticas (COZZI, 2004). 

 As bases de Schiff são importantes intermediários nas sínteses de compostos bioativos. 

Sabe-se também que esses compostos têm apresentado significativos resultados em testes de 

atividade biológica, tais como antifúngica (JARRAHPOUR et al., 2004), antimicrobiana (EL-

MASRY et al., 2000; ÜNVERA et al., 2005) e antitumoral (POPP, 1964; ROMERA, 2007).  

 O cobre é componente de várias enzimas, como a lisil oxidase, que catalisa a formação 

do colágeno e elastina; ceruloplasmina, que é essencial para absorção e transporte de ferro 

necessário para a síntese de hemoglobina; e superóxido dismutase, que protege as células dos 

efeitos tóxicos no metabolismo do oxigênio (COUNCIL, 2001). Da mesma forma, é 

componente da citocromo-oxidase, enzima oxidase terminal na cadeia respiratória, que 

catalisa a redução de O2 para água, etapa essencial na respiração celular (MCDOWELL, 

1992). Por estar envolvido no mecanismo de oxidação, sua deficiência leva a transtornos no 

metabolismo oxidativo, podendo manifestar-se de múltiplas formas (GONZÁLEZ; SILVA, 

2003; KAT KAR et al., 2014). 
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O papel biológico de cobre (II) (SORENSON, 1989), e sua atividade sinergética com 

drogas, têm sido objeto de um grande número de estudos químicos e farmacológicos 

(PSOMAS et al., 2006). A propriedade antifúngica e antibacteriana de uma gama de 

Complexos de Cobre (II) foi avaliada contra vários fungos e bactérias patogênicos 

(ZORODDU et al., 1996). Por esta importância nos processos biológicos, as pesquisas sobre 

as atividades biológicas dos Complexos de cobre (II) (Figura 5) têm sido o foco em 

diferentes perspectivas (ROMERA, 2007; KAT KAR et al., 2014). 

 

 

Figura 5: Ilustração do Composto Cu(Isapn). Em cima uma representação 2D e em baixo a 

representação 3D 

 

Recentemente, uma série de complexos de cobre – base de Schiff e compostos 

relacionados foram estudados por técnicas ab-initio computacionais de DFT (do inglês density 

functional theory), dentre as quais estava o composto Cu(Isapn) (CARAMORI et al., 2012). 

Várias destas moléculas foram sintetizadas e testadas para uma ampla gama de atividades 
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biológicas, antes e depois do referido estudo computacional (SILVEIRA et al., 2011; 

SILVEIRA et al., 2013; NUNES et al., 2015). 

Neste trabalho, investigou-se a atividade do composto Cu(Isapn) na inibição e 

bloqueio dos canais iônicos formados pela -HL, uma vez que esta toxina é um 

importantíssimo fator de virulência da bactéria Staphylococcus aureus. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Ensaio da atividade hemolítica da alfatoxina 

 

O ensaio de atividade hemolítica seguiu um procedimento padrão (KRASILNIKOV et 

al., 1997). Inicialmente foi obtida uma suspensão de eritrócitos, por adição de 1 ml de sangue 

fresco a 20 volumes da solução fisiológica padrão isotônica (SP): 150 mM de NaCl, 5 mM de 

Tris-citrato, EDTA 1%, pH 7.5. Os eritrócitos de coelho foram obtidos por centrifugação da 

amostra de sangue em 1000 r.p.m., por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os 

eritrócitos sedimentados foram lavados três vezes com a SP. O hematócrito da suspensão foi 

medido após centrifugação (centrífuga - modelo 210 I.E.C., FANEM, São Paulo, SP, Brasil). 

A suspensão final dos eritrócitos foi ajustada para 2%. 

O ensaio de atividade hemolítica foi realizado para avaliar a proteção dos eritrócitos de 

coelho à ação da α-HL na presença dos complexos de cobre. A extensão da lise foi 

determinada pela medida direta da absorbância da suspensão das células em um comprimento 

de onda 655 nm a uma temperatura de 25 ± 2ºC usando um leitor de placa Bio-Rad (modelo 

170-6638, CA, EUA). Neste comprimento de onda a hemólise causa uma diminuição na 

absorbância. Todas as substâncias foram dissolvidas na SP. O experimento foi iniciado pela 

adição de 50µl de uma suspensão de 2% de eritrócitos de coelho em cada poço da placa que 

rapidamente foram incubados com as diferentes diluições dos inibidores e posteriormente foi 

adicionada a solução contendo α-HL. A concentração final de eritrócitos foi de 1% e o 

volume final em cada poço da microplaca foi de 100 L. Uma pipeta muticanal foi usada para 

a iniciação simultânea do ensaio e a primeira leitura da absorbância foi tomada 

imediatamente. Os poços que continham somente a suspensão dos eritrócitos de 1% no SP 

foram usados para um ensaio negativo do controle (hemólise de 0%).  
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A absorbância dos poços com os eritrócitos lisados com 2% Triton X-100 foi 

considerada como controle positivo (hemólise 100%). A absorbância foi medida 

repetidamente em todos os poços em intervalos de tempo de 5 minutos. Esses ensaios foram 

realizados em triplicatas para cada experimento, em 3 experimentos independentes. 

 

4.2 Construção das membranas artificiais 

 

Para a formação da bicamada lipídica plana, utilizou-se a técnica de Montal e Mueller 

(1972). A técnica consiste na formação da bicamada pela aposição de duas monocamadas 

lipídicas em um orifício contido em uma película de Teflon® (politetrafluoretileno), 

denominada “partição”. A partição possui aproximadamente 25 µm de espessura e um orifício 

de aproximadamente 80 µm. Ela é fixada no meio da câmara experimental também de 

Teflon®, usando como impermeabilizante uma fina camada de graxa de silicone para alto 

vácuo e dividindo-a, em duas hemicâmaras (cis/trans). As hemicâmaras são mantidas unidas 

através de um suporte metálico. Uma vez montada a câmara, adiciona- se 1 mL de solução 

eletrolítica, em cada compartimento da câmara. Em seguida, são adicionados 10 µL da 

solução do lipídeo sintético de diftanoilfosfatidilcolina (DPhPC) (0,5%, m/v) em cada 

compartimento, e, após 2 a 3 minutos, o orifício foi tratado com solução de 1% de hexadecano 

em hexano (Figura 6 A). Após um período de 10-15 min, tempo necessário para evaporação 

do solvente, o nível líquido do compartimento trans é elevado por adição de mais 1 mL da 

solução salina, formando a primeira monocamada, para em seguida elevar o lado oposto e 

completar a formação da bicamada (Figura 6 B).  

Com a membrana assim formada, adicionou-se a proteína -HL ao compartimento cis 

em concentração suficiente para a formação de um único canal iônico (Figura 6 C). Após a 

inserção do canal, uma corrente iônica flui através dele incorporado na membrana formada no 
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interior do orifício da partição de Teflon® que se encontra banhada por solução salina de KCl 

4M, Tris 5 mM e pH 7,5 ajustado com ácido cítrico.  

 

Figura 6: Esquema da montagem experimental para os estudos com canal unitário. (A) Desenho da 

câmara experimental formada por duas hemicâmaras separadas por uma película de Teflon® com um 

orifício (aproximadamente 80 µm de diâmetro) para a formação da bicamada lipídica plana. (B) 

Montagem das duas monocamadas lipídicas. A deposição de cada uma das monocamadas lipídicas 

ocorre com a introdução de mais solução em cada um dos respectivos compartimentos da câmara. (C) 

A membrana lipídica com um único nanoporo inserido. (D) Modelo da passagem de corrente iônica 

através do nanoporo. Adaptado de  (NESTOROVICH; BEZRUKOV, 2012) 

 

4.3 Sistema eletrônico de aquisição e registro da corrente iônica 

 

O sistema experimental utilizado para estimulação, monitoração e aquisição dos 

registros de corrente iônica através dos canais foi constituído de um amplificador de patch 

clamp Axopatch 200B (Axon Instruments, Foster City, CA), um filtro passa-baixa Bessel 
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(Model 902, Frequency Devices, Haverhill, MA), um conversor analógico-digital Digidata 

1440 (Axon Instruments, Foster City, CA) acoplador a um microcomputador IBM PC 

compatível. A conexão dos compartimentos da câmara ao sistema de aquisição de sinais 

biológicos foi feita através de pontes salinas do tipo Ágar-KCl (3% em peso de Ágar em KCl 

3M) e eletrodos de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl).  

 

 

Figura 7: Sistema de aquisição eletrônica dos registros de corrente iônica. A) Modelo da câmara de 

Teflon. B) Canal de -HL incorporado na bicamada lipídica. (C) Diagrama da interface eletrônica 

de aquisição dos registros de corrente. Adaptado de (STEFUREAC, 2012) 

 

4.4 A síntese dos complexos de cobre(II)-base de Schiff derivados da Isatina 

 

Os seguintes complexos de cobre(II) base de Isatin-Schiff foram sintetizados: 

perclorato de Cu(isapn) [Cu-isapn(ClO4)2], 594.8 g/mol, e sulfonato de Cu(isapn) [Cu-

isapn(SO4)2], com 654.48 g/mol, e gentilmente cedidos pela Doutora Ana Maria da Costa 

Ferreira do Instituto de Química da Universidade de São Paulo (IQ-USP). Segundo suas 

características físico-químicas, as bases de Schiff constituem uma classe de compostos 

orgânicos do grupo imina, formadas pela condensação de um grupo amina primária de uma 

molécula com um grupo aldeído ou cetona de outro grupo químico. As iminas formam muito 

facilmente complexos de coordenação estável com a maioria dos metais de transição reagindo 

e sendo isoladas do meio reacional sem muitas dificuldades. A estabilidade térmica associada 
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à facilidade de formar complexos metálicos possibilita a utilização destes compostos em 

diversos estudos. Estes fatores favoreceram esta classe de ligantes para a síntese de 

complexos de cobre II. A isatina (1H-indol-2,3-diona) é um derivado do indol que foi obtido 

primeiramente como um produto da oxidação do corante índigo pelos ácidos nítrico e 

crômico. Ligantes derivados de isatina são um versatil material de partida para síntese 

orgânica na construção de compostos heterocíclicos e precursores de fármacos. A isatina 

apresenta um interessante equilíbrio ceto-enólico dando origem a complexos catiônicos e 

neutros, com várias formas estruturais e diferentes reatividade (SILVA et al., 2001; 

NTZIACHRISTOS et al., 2007). 

Os complexos foram dissolvidos em uma mistura de água e DMSO (1:10 v/v) em uma 

concentração de 5 mM (solução estoque). Essas soluções foram então filtradas em membrana 

(Millipore) de 0,22 mm, divididas em alíquotas de 1 ml em tubos estéreis e estocadas a 20 oC. 

Além dos compostos, foi preparada uma solução estoque do veículo (10% DMSO). Os 

compostos foram testados em experimentos com canais de α-HL em bicamadas lipídicas 

planas e nos ensaios hemolíticos. 

 

4.5 Análise experimental da interação dos compostos de cobre com o canal da 

alfatoxina 

 

A condutância de um único canal, determinada em potenciais de -200 à +200 mV, (em 

incrementos de 20 mV), foi utilizada para construção das curvas condutância-voltagem (G-V) 

nas condições: (i) controle; e (ii) teste, na presença dos complexos de cobre, adicionados no 

compartimento cis da câmara. Utilizando o programa TauHist (desenvolvido por Dr. M.A. 

Pustovoit; Petersburg, Nuclear Physics Institute, Gatchina, Russia) ou o PClamp 10.4 (Axon 

Instruments, Foster City, CA), foi realizada a análise cinética convencional dos registros 
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temporais de corrente iônica, determinando o tempo de permanência do canal em cada um dos 

estados aberto ou bloqueado por um dos complexos de cobre (COLQUHOUN; SIGWORTH, 

1995). Os dois parâmetros da cinética de interação das moléculas unitárias com o nanoporo 

são denominadas como: τon e τoff, que representam o tempo da permanência do poro no estado 

desocupado e ocupado, respectivamente. Estes parâmetros foram obtidos através da análise da 

distribuição de no mínimo um milhão de transições entre os estados. Através desses 

parâmetros primários, foi possível calcular as constantes da velocidade de entrada (kon = 1/ 

(τon x C) e saída das moléculas (koff = 1/ τoff) e, claro, a constante de equilíbrio (Kd = kon / koff) e 

o valor das suas energias de interação com o sítio no interior do poro (ΔGapp ~ kT  ln Kapp) 

(RODRIGUES et al., 2008). 

 

4.6 Análise teórica da interação dos compostos de cobre com o canal da alfatoxina. 

 

A estrutura da -HL utilizada para os estudos de docking molecular rígido foi retirada 

do Protein Data Bank (PDB), sob código 7AHL (SONG et al., 1996). Os dockings foram 

realizados com os programas DockThor (MAGALHÃES et al., 2014) e AutoDock 4.2 

(MORRIS et al., 2009), sendo esse último associado ao programa AutoDock Tools (MORRIS 

et al., 2009). O estado de protonação dos resíduos da proteína foi assinalado para pH 7,4. Em 

ambos os programas, para a análise dos resultados, foi utilizado um RMSD (do inglês Root 

mean square deviation) de 2Å, separando os clusteres em função da energia de interação 

proteína-ligante. 

Os programas empregados nos estudos de docking utilizam o algoritmo genético e o 

algoritmo genético Lamarckiano na geração de poses dos compostos na superfície da proteína 

de interesse. O algoritmo genético se baseia no modelo de evolução proposto por Charles 

Darwin, nas quais os indivíduos mais adaptados são escolhidos para gerar novos indivíduos 
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(WELLOCK; ROSS, 2001). Nesse algoritmo, uma população de orientações dos compostos é 

criada randomicamente, e seus membros são possíveis soluções do problema. Dessa forma, 

tais poses são analisadas quanto à adaptação, ao que se dá o termo técnico de fitness. Quanto 

maior for o fitness, mais adaptado será aquela conformação, e maior será a chance dessa pose 

em solucionar o problema. O algoritmo genético Lamarckiano, por sua vez, utiliza o mesmo 

princípio descrito acima, porém com a adição da ideia de Lamarck, nas quais as mudanças 

sofridas para adaptação são passadas para as próximas gerações, como um instrumento de 

aperfeiçoamento do método e otimização dos resultados (WELLOCK; ROSS, 2001). Assim, 

as modificações geradas no ligante, objetivando melhorar o encaixe no receptor, serão 

permanentes e poderão ser passadas para os novos indivíduos. Em seguida, as poses serão 

usadas para gerar outras através de operadores denominados crossover, mutação e 

reprodução. No crossover, dois ou mais membros da população são combinados a fim de criar 

um novo. Na mutação, uma modificação em alguma parte do indivíduo é gerada, introduzindo 

novas potenciais soluções. Na reprodução, uma cópia do indivíduo é inserida na população, 

prevenindo sua perda. Portanto, em um cálculo de docking molecular, será criada uma 

população do ligante cujos membros serão testados por fitness. Os mais adaptados, ou seja, os 

que possuem melhor ligação com o receptor, serão modelos para gerar novos indivíduos 

através dos operadores descritos acima com a finalidade de obter melhores resultados. 

Para os estudos com DockThor, os parâmetros de docking padrão da plataforma online 

foram utilizados, uma vez que tais valores serviram para otimização do programa. 

Especificamente, foi empregado o algoritmo genético com um número máximo de 1.000.000 

de avaliações, com um tamanho de população de 1000, e em um total de 30 rodadas. 

Para os estudos com AutoDock, esquema de cargas Gasteiger foi utilizado para os 

átomos da proteína e do ligante. O mapa de grid foi calculado utilizando o programa 

AutoGrid (MORRIS et al., 2009), na qual 129 x 129 x 129 pontos foram utilizados com 
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espaçamento de 0.375 Å, e centralizado no domínio anelar da -HL. O algoritmo genético 

Lamarckiano foi empregado, em um total de 200 rodadas, cada um com uma população de 

150 indivíduos, com um número máximo de 25.000.000 de avaliações de energia, e um 

número máximo de 27.000 gerações. 



47 
Estudo Teórico Conformacional da delta-toxina e Teórico-Experimental da Interação de Complexos 

de Cobre-Base de Schiff com o Canal Iônico da alfa-toxina de Staphylococcus aureus 

 

Programa de Pós-Graduação em Inovação Terapêutica 

Dissertação – Maria Carolina de Araujo Melo 

5. RESULTADOS 

 

5.1 Artigo “INHIBITION OF THE HEMOLYTIC ACTIVITY CAUSED BY 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS ALPHA-HEMOLYSIN THROUGH ISATIN-

SCHIFF COPPER(II) COMPLEXES”, publicado na revista FEMS Microbiology 

Letters 
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5.2 Manuscrito a ser submetido à revista Biopolymers: Peptide Science 
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Abstract 

 -toxin is a 26 amino acid peptide with no antimicrobial activity, but capable of lysing a wide 

range of mammalian cell types, as erythrocytes, and subcellular structures, as membrane-bound 

organelles. Structurally, -toxin predominantly exhibits a -helical secondary structure in 

phospholipids-composed membranes but, in aqueous solution, it adopts varying helical content. As no 

structural, atomic-level data is available for this peptide in aqueous solutions and for the water-to-

membrane transition, this work aims to characterize -toxin behavior in these conditions through 

unbiased molecular dynamics simulations employing four different parameter sets. The obtained 

results, validated on previous circular dichroism and nuclear magnetic resonance data, suggest that the 

peptide has from around 5 to 14 residues folded as -helix in aqueous solution, including amino acid 

residues 7 to 20. Additionally, the -toxin water-to-membrane foldamer is proposed to be the region 

comprising residues 7-12. Among the employed force fields, the GROMOS 54A7 and CHARMM36 

provided the results in better agreement with the experiments, but the former presents a higher 

conformational sampling in the same timescale. The obtained results are expected to contribute in 

future studies on -toxin aggregation and interaction to membranes. 

 

Introduction 

Staphylococcus aureus is a ubiquitous, Gram 

positive, non motile coccus microorganism, 

which grows as grape-like clusters1. It is a natural 

human commensal, found for instance in the skin 

and throat1. As a pathogen, it is a leading cause 

of hospital-associated (HA) and community-

associated (CA) infections worldwide2. Mostly 

all strains produce and secrete several 

exoproteins to convert local host tissues into 

nutrients for its growth3. As a consequence, such 

molecules will contribute to the bacteria 

colonization on target materials and cause 

diseases in mammalian species3. Such proteins 

include several enzymes and cytotoxins, as 

nucleases, proteases, lipases, and four 

hemolysins, named as -, -, - and -toxins3. 

While the -lysin hemolytic activity is attributed 

to the enzymatic degradation of membrane 

sphingolipids, the - and -toxins are known to 

form -barrel pores in host cell membranes3. On 

the other hand, regarding -hemolysin 

mechanism of action, two distinct sets of events 

were proposed, in which the peptide displays a 

concentration-dependent activity4. Thus, -toxin 

would either act as a surfactant to permeabilize 

and disrupt the cell membrane when at small 

concentrations5,6, or to assume a multimeric pore 

conformation when at higher concentrations7-10. 
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The -toxin is a 26 amino acid peptide, 

displaying limited or nonexistent antimicrobial 

activity against bacteria11,12. However, it lyses 

and disrupts bacterial protoplasts, spheroplasts, 

lysosomes and lipid spherules12. Also, it is active 

against a wide range of mammalian cell types, as 

erythrocytes, and is capable of lysing subcellular 

structures, as membrane-bound organelles4. 

Structurally, -lysin predominantly exhibits a -

helical secondary structure in phospholipid 

bilayers and membrane-mimetic environments, 

with 15-20 folded residues13-17. In aqueous 

solution, however, it adopts varying helical 

content, which is dependent on its 

concentration11,18,19. Although this much 

knowledge about -toxin behavior, no structural, 

atomic-level data is available for this peptide in 

aqueous solutions and for the water-to-membrane 

transition. 

In this context, the present work intends to 

characterize the structure and conformation of -

hemolysin in aqueous solutions. For this purpose, 

unbiased molecular dynamics (MD) simulations 

were performed for this peptide employing four 

different force fields. Validation on these 

simulations was achieved with -toxin structural 

data on membrane-mimetic environments. Based 

on the obtained results, the foldamer for the 

water-to-membrane transition could be proposed. 

Additionally, while offering a global view on 

MD force field behavior on peptide folding, these 

data are expected to contribute in future studies 

on -hemolysin aggregation and interaction to 

membranes. 

 

Materials and Methods 

The recommendations and symbols of 

nomenclature as proposed by IUPAC20 were 

used. The manipulation and visualization of 

structures, as well as structure figures, were 

performed with VMD21. The secondary structure 

content analysis were performed with the 

Dictionary of Secondary Structure of Proteins 

(DSSP)22. All the MD calculations and remaining 

analysis were performed using the GROMACS 

package, version 4.5.123, employing four 

diferente force fields: AMBER9924, 

CHARMM3625, GROMOS54A726, and OPLS-

AA27. 

The -toxin three-dimensional structure was 

retrieved from PDB ID 1DTC13. It contains 

twenty NMR-derived models, which were 

clusterized in order to obtain the most 

representative structure for the peptide. As a 

consequence, model 2 was selected as the starting 

point for all monomeric -toxin MD simulations. 

For this purpose, eight systems were studied, in 

which each of the four parameter sets were used 

to study the peptide in dodecahedron boxes, 

surrounded by water or methanol. -toxin dimers, 

obtained from molecular docking studies, were 

also submitted to MD simulations in water. 

Periodic boundary conditions were employed, 

with at least 10 Å distance from the outside of the 

structure and the box edge. The SPC water 

model28 was used for GROMOS 54A7 simulation 

in water, TIP3P water model29 for AMBER99 

and CHARMM36 MD calculations and TIP4P29 

water model for simulations with OPLS. The 

Lincs method30 was applied to constrain covalent 

bond lengths, allowing an integration step of 2 fs 

after an initial energy minimization using 

Steepest Descents algorithm. Electrostatic 

interactions were calculated through the Particle-

Mesh Ewald method31. The temperature was 

maintained at 310 K by coupling the system with 

V-rescale thermostat32 with a relaxation time of 

0.1 ps. Pressure was kept at 1 bar using a 

Parrinello-Rahman barostat33,34 via an isotropic 

coordinate scaling with a coupling constant of 2.0 

ps and a compressibility of 4.5 × 10-5 bar. A 1 ns 

MD simulation with position restraints was 

performed as an equilibration period, and was not 

taken into account to calculate the average 

ensemble properties. Subsequently, all 

simulations were further extended to 200 ns. 

 

Results and Discussion 

The starting -toxin structure for MD simulations 

comprises a -helix conformation, folded from 

residues 2 to 22. Such behavior was obtained in 

2:1 proportion of methanol and water13. In pure 

methanol, which also mimics membrane 

environments, -toxin is expected to present 

around fourteen folded residues13-17. Based on 
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this data, in the four MD calculations in methanol 

(Fig. 1B), the correct number of folded residues 

was only achieved using CHARMM36 and 

GROMOS 54A7 force fields (Fig. 1F). 

Specifically, CHARMM36 parameter set mostly 

maintained the NMR-obtained helical content, 

while GROMOS 54A7 presented residues 3 to 22 

folded during over 80% of the trajectory (Fig. 

1F). On the other hand, the AMBER99 and 

OPLS-AA simulations provided highly flexible 

patterns for the peptide (Fig. 1D), with a reduced 

and more diffuse -helical content (Fig. 1F). 

Overall, the employed force fields sampled 36-86 

% of -helix (Table 1) and 12-27 % of loops for 

the entire peptide (Table 1). Still, some amount 

of bend and turn secondary structures types were 

observed during AMBER99 and OPLS-AA 

simulations (Table 1). 

 

FIGURE 1. MD simulations of -toxin monomers in water and methanol environments. In (A-B), representative structures 

for each trajectory are shown presented in ribbon diagram. In (C-D), the root mean square fluctuation (RMSF) analyses for 

the final 100 ns of MD calculations are presented. In (E-F), the ellipticity at 222 nm is shown, representing the % of time in 

which each residue present a helical character, as analyzed for the second half of simulations. 

 

Table 1. Secondary structure content, as analyzed with DSSP, for the monomeric -toxin MD simulations. 

Secondary 

structure 

type 

Percentage of secondary structure (methanol/water) 

AMBER99 CHARMM36 GROMOS 54A7 OPLS-AA 

Loop 23 / 29 12 / 28 24 / 25 27 / 30 

-bridge 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 4 

Bend 6 / 14 0 / 6 3 / 9 14 / 16 

Turn 14 / 27 2 / 12 2 / 9 17 / 27 

-helix 49 / 24 86 / 51 71 / 56 36 / 4 

310-helix 8 / 6 0 / 3 0 / 1 6 / 19 

 

 

The helical content was always higher in 

methanol than in water simulations (Fig. 1E-F). 

In aqueous solution, thus, the peptide has 

undergone some significant conformational 

modifications (Fig. 1A), although showed 

equivalent per-residue flexibilities independently 

on the employed force field (Fig. 1B). In all 

simulations, a reduction in secondary structure 

content is observed for -toxin, in accordance to 

previous experimental data11,18, and differences in 

the resulting structures were observed between 

the four employed force fields (Fig. 1A and 1E). 

As occurred using methanol as solvent, the 

simulations using the GROMOS 54A7 and 

CHARMM36 force fields provided equivalent 

results, in which the peptide was folded from 

residues 7 to 20 (Fig. 1E). Moreover, the 

AMBER99 and OPLS-AA parameter sets also 

present equivalent profiles for δ-toxin, in which a 

small -helical content could be observed (Fig. 

1E). In fact, as a general feature, from 4-56 % of 

-helix was sampled during simulations in water 
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(Table 1), which suggests that that the peptide 

may show from around 1 to 14 residues folded as 

-helix in aqueous solution. On the other hand, 

around 30 % of loops were sampled by the 

employed parameter sets (Table 1) and, as 

occurred in methanol, a significant amount of 

bend and turn secondary structure types were 

observed (Table 1). 

Regarding the simulations in both water and 

methanol, all structures sampled in each MD 

simulation can be distinguished using a root 

mean square deviation (RMSD) of 0.5 Å, but 

each entire trajectory form a single 

conformational cluster, employing a 3 Å RMSD 

cutoff (Table 2). Markedly, the GROMOS 54A7 

force field is capable of sampling a higher 

number of different structures when compared to 

all other three parameter sets in aqueous 

solutions, and to CHARMM36 and AMBER99 in 

methanol (Table 2). Moreover, equivalent 

conformers are sampled when comparing the 

results from GROMOS 54A7 and OPLS-AA, in 

spite of the high degree of unfolding observed for 

the latter in methanol (Table 2). Altogether, the 

data from monomeric δ-toxin MD simulations 

suggests a higher adequacy of CHARMM36 and 

GROMOS 54A7 parameters to describe the 

peptide behavior both in methanol and aqueous 

solutions. Additionally, the GROMOS 54A7 

force field is capable of sampling a higher 

number of structures when compared to the other 

evaluated parameter sets, employing the same 

time scale. 

 

Table 2. Clustering analyses performed on the monomeric -toxin MD simulations. 

Cutoff (Å) 
Number of different clusters (methanol/water) 

AMBER99 CHARMM36 GROMOS 54A7 OPLS-AA 

0.10 5001 / 5001 5001 / 5001 5001 / 5001 5001 / 5001 

0.50 5001 / 5001 5001 / 5001 5001 / 5001 5001 / 5001 

1.00 4690 / 4359 2742 / 1031 4911 / 4940 3984 / 4083 

1.50 978 / 586 39 / 1 1501 / 610 84 / 729 

2.00 28 / 6 1 / 1 86 / 10 1 / 13 

2.50 1 / 1 1 / 1 2 / 6 1 / 1 

3.00 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 

 

Based on this observation, two additional 

simulations were performed employing the 

GROMOS 54A7 force field on the most 

representative structure from AMBER99 and 

OPLS-AA MD simulations in water. Such 

simulations aimed to evaluate whether δ-toxin 

folds back to full -helical content from 

unstructured conformations. In fact, both starting 

structures had quite similar secondary structure 

contents. Specifically, amino acid residues folded 

as -helix were described from 7 to 12 for 

AMBER99 and for the regions 7-9 and 11-13 for 

OPLS-AA water simulations (Fig. 2A-B). In 

spite of that, as no four consecutive residues were 

observed as folded, in practice, no -helix is 

present in the latter structure. After 200ns MD 

simulations, the AMBER99-derived structure 

mostly folded back to a full -helix, with the 

only exception of Ile16 and Ile17 (Fig. 2C). In 

this context, considering the increased 

conformational restriction promoted by the bulky 

C-branching in this residue side chain, and the 

known difficulties on isoleucine structural 

refinement35, the poorly folded Ile16 and Ile17, 

observed in this MD simulation, may arise from 

an insufficient sampling. Altogether, such results 

suggest that the peptide region ranging from 7-12 

is a foldamer, that is, a nucleation point for δ-

toxin folding into a full -helix upon membrane 

insertion. 

 

Conclusions 

In this work, -toxin has been studied through 

long time scales MD simulations with four 

different parameter sets. The obtained data was 

validated based on previous circular dichroism 

and nuclear magnetic resonance data, in terms of 

the conformational profile adopted by the 

peptide. In aqueous solution, our results suggest 

that the peptide has from 5 to 14 residues folded 

as -helix, depending on the employed force 

field. In this context, the involved amino acid 

residues range from Ser7 to Val20. Additionally, 

the -toxin water-to-membrane foldamer was 
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proposed to be the region comprising residues 7-

12. However, small perturbations as a single 

unfolded amino acid residue in this sequence may 

impair the return to a full -helical folding, as 

observed for Gly10 in the trajectory employing 

the GROMOS 54A7 force field on the most 

representative structure OPLS-AA MD 

simulation in water. 

 

FIGURE 2. Monomeric -toxin behavior as observed 

through MD simulations using the GROMOS 54A7 force 

field, starting from the most representative structures of 

AMBER99 and OPLS-AA MD simulations in water. In (A-

B), the initial and the MD most representative structures are 

presented in ribbon diagram for (A) AMBER99 and (B) 

OPLS-AA. In (C), the ellipticity at 222 nm is shown (% of 

time in which the residues have a helical character). 

Methodologically, among the employed force 

fields, the GROMOS 54A7 and CHARMM36 

provided the results in better agreement with the 

experiments, for both water and methanol 

environments. Nevertheless, the GROMOS 

parameters set presented a higher conformational 

sampling in the same timescale, when compared 

to the other evaluated force fields, which 

facilitated the observation of the -toxin folding 

and unfolding process. Altogether, the obtained 

results offer a global view on MD force field 

behavior on peptide folding and, additionally, are 

expected to contribute in future studies on -toxin 

interaction to phospholipid membranes. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1- Os complexos de cobre(II) base de Isatin-Schiff, perclorato de Cu(isapn) e 

sulfonato de Cu(isapn), inibem parcialmente a atividade hemolítica da α-HL de 

Staphylococcus aureus; 

2- Os complexos de cobre(II) base de Isatin-Schiff, perclorato de Cu(isapn) e 

sulfonato de Cu(isapn), bloqueiam parcialmente os canais de α-HL de 

Staphylococcus aureus; 

3- O mecanismo molecular do bloqueio do canal da α-HL pelos complexos perclorato 

de Cu(isapn) e sulfonato de Cu(isapn) ocorre principalmente pela interação do 

cátion de Cu(II) com os resíduos de ácido glutâmico na posição 111 localizados na 

região de constrição deste canal; 

4- A -toxina de S. aureus em solução aquosa apresenta, incluindo a região entre os 

aminoácidos serina na posição 7 e a valina na posição 20, 5 a 14 resíduos 

enovelados. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

1- Avaliar, através de ensaios eletrofisiológicos, a capacidade dos complexos de 

cobre em inibir a oligomerização das subunidades protéicas, impedindo a 

formação do canal de -HL; 

2- Avaliar a capacidade de outros compostos em bloquear o canal de -HL. 
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9. ANEXOS 

 

 

9.1  Artigo “BIOSSENSORIAMENTO ESTOCÁSTICO VIA NANOPORO PROTEICO 

INDIVIDUAL NO DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS ANALÍTICAS”, 

publicado na revista Química Nova. 
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