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CONFORMATIONAL ANALYSIS BY THEORETICAL CALCULATIONS OF DISTINCTIN, AN ANTIMICROBIAL PEPTIDE
ISOLATED FROM Phyllomedusa distincta. Various studies demonstrate that different frog species produce distinct classes of
biologically active peptides. These peptides can act as alternative agents against pathogenic bacteria and fungi by membrane
permeability. Although studies have recently demonstrated that this process is utterly related to the secondary structure adopted by
the peptide (in this case, the α-helical structure) when in contact with the bacterial membrane, the detailed mechanism is still
unknown. In this work we describe a conformational analysis of distinctin, a heterodimeric peptide isolated from the skin of
Phyllomedusa distincta, an anuran found in the Brazilian Atlantic Forest. The study yielded a stable geometry with a high content
of the α-helical structure both in chains 1 and 2 of distinctin, showing strong interaction between them.
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INTRODUÇÃO

Peptídeos biologicamente ativos são encontrados em diferen-
tes espécies de anuros,1 atuando como agentes alternativos contra
bactérias patogênicas e fungos, por permeabilização da membrana
bacteriana.2,3 O processo inicia-se basicamente com o peptídeo
desestruturado em solução que adota uma estrutura α-helicoidal,
com seus resíduos catiônicos atraídos eletrostaticamente à mem-
brana.4 O mecanismo detalhado dessas permeabilizações por
peptídeos antimicrobianos (AMP) é ainda pouco conhecido.5,6 No
entanto, tem sido proposto que o peptídeo na forma α-helicoidal
mantém suas regiões hidrofílicas em contato com os grupos
hidrofílicos da membrana lipídica para formar poros. Uma outra
proposta sugere interações de sítios hidrofóbicos do peptídeo com
regiões hidrofóbicas localizadas na parte central da membrana.
Neste último caso, as formas α-helicoidais não são requeridas para
as interações do peptídeo com a membrana.7-10 Assim sendo, o ba-
lanço hidrofóbico-hidrofílico de um peptídeo torna-se um fator
determinante para compreender as interações lipídeo – peptídeo e,
por extensão, interações peptídeo – membrana bacteriana.11-14

Diferentes metodologias têm sido empregadas para a análise
conformacional de peptídeos,15,16 a qual tem sido uma estratégia
muito importante na busca de informações sobre suas atividades
biológicas, uma vez que muitas destas estão relacionadas a pro-
cessos de permeabilização de membranas. Os métodos experi-
mentais, principalmente Dicroísmo Circular (DC), difração de
raios-X e RMN, têm sido eficientes para este fim. No entanto, o
uso desses experimentos pode ser limitado por requerer materi-
ais na forma de monocristais (como no caso da difração de raios-
X), em solução com solvente apropriado ou em meio sólido como
no caso da RMN. Para todas essas análises, é necessário um alto
grau de pureza e, as vezes, quantidades relativamente grandes de
peptídeo. Isso pode restringir o trabalho, uma vez que AMP ocor-
rem normalmente na natureza em micro-quantidades e, por outro
lado, o custo para sintetizá-los é significativamente alto. Como
alternativa e, em muitos casos, como técnica complementar, uma

ferramenta muito utilizada tem sido a busca em bancos de dados
de seqüências peptídicas homólogas que apresentam proprieda-
des químicas conhecidas. Essa ferramenta tem sido muito utili-
zada, pois peptídeos com seqüências semelhantes possuem, em
alguma extensão, estruturas secundárias também semelhantes
entre si. As estruturas secundárias podem ser previstas ainda por
metodologias estatísticas.17-19 Essas ferramentas podem ser
acessadas pelos bancos de dados Expert Protein Analysis System
(ExPASy),20,21 Basic Local Alignment Search Tool (Blast),22,23

Network Protein Sequence Analysis (NPSA)24,25 e MetaServer.26

A literatura descreve também o emprego de metodologias teóri-
cas na análise conformacional de peptídeos.27 Cálculos teóricos de
otimização de geometria em nível de Mecânica Molecular (MM)
são os mais empregados normalmente devido à simplicidade de ope-
ração e recursos computacionais.28-30 Os cálculos semi-empíricos
(AM1, PM3 e MNDO) e ab initio (HF e DFT) têm sido relativamen-
te pouco explorados por requererem maiores recursos computacionais,
apesar de fornecerem normalmente resultados mais próximos aos
experimentais.16

A distinctina (1, Figura 1) é um AMP isolado das glândulas da
pele de Phyllomedusa distincta, anuro natural da Mata Atlântica
brasileira. Esse peptídeo apresenta atividade contra bactérias Gram-
positivas e negativas e sua estrutura heterodimérica é constituída
por cadeias de 22 e 25 resíduos de aminoácidos, com ligação
dissulfídica entre seus resíduos de cisteína.31 Análises por DC e IV
de 1 indicaram um alto conteúdo de folhas β-pregueadas em solu-
ção aquosa.31 Por sua vez, as análises por RMN em 2D (TOCSY e
NOESY) de 1 em meio aquoso indicaram a ocorrência de várias
regiões com formas α-helicoidais em ambas as cadeias.32

Neste trabalho, nós descrevemos a análise conformacional de 1
por três métodos: a partir de informações de homólogos em bancos

                 E N R E V P P G F T A L I K T L R K C K I I (Cadeia 1)

N L V S G L I E A R K Y L E Q L H R K L K N C K V (Cadeia 2)

Figura 1. Estrutura primária da distinctina (1), com indicação da ligação
dissulfídica entre os resíduos de cisteína da Cadeia 1 e Cadeia 2
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de dados, por metodologias estatísticas também em bancos de da-
dos e metodologias teóricas em nível de mecânica molecular
(MMFF94) e semi-empírico (PM3). O procedimento foi baseado
inicialmente na análise estrutural das cadeias tratadas isoladamen-
te (Cadeia 1 e Cadeia 2) para, depois, realizar a análise de 1.

PARTE EXPERIMENTAL

As consultas a seqüências homólogas foram realizadas para as
duas cadeias isoladas, empregando o banco de dados MetaServer.
As informações são obtidas pelo emprego de diferentes técnicas de
alinhamento dos resíduos, permitindo a comparação e procura por
estruturas recorrentes entre os resultados gerados. As homologias
de 100% são as próprias seqüências peptídicas estudadas e, por sua
vez, as homologias de 0% são aquelas com nenhuma identidade
com a seqüência estudada.

As previsões de estruturas secundárias por metodologias esta-
tísticas foram realizadas pela consulta ao banco de dados NPSA
para as duas cadeias isoladas.24 As metodologias de previsão em-
pregadas foram DPM,33 GOR1,34 GOR2,35 GOR4,36 HNNC,37 PHD,38

SIMPA96,39 SOPM,40 SOPMA41 e Secondary Consensus.42 Outra
previsão de estruturas secundárias foi realizada pelo banco de da-
dos ExPASy, utilizando-se os métodos de Chou e Fasman,43 Deleage
e Roux,33 Levitt44 e de previsão da natureza das β-folhas (paralelas
ou antiparalelas).45 Estas metodologias são mais confiáveis, pois
se baseiam no alinhamento de várias seqüências peptídicas.

Para cadeias pequenas, com menos de 90 resíduos de
aminoácidos, a metodologia de previsão mais indicada é a PHD.38,46

Essa metodologia baseia-se em um tratamento estatístico não-li-
near, por meio de um sistema de redes neurais, prevendo qual a
conformação mais provável por comparações entre seqüências
homólogas. Essas previsões são resultantes apenas da estrutura
primária e consideram implicitamente o efeito do solvente como
meio, uma vez que advêm de dados experimentais. O método PHD
é o mais indicado para servir de comparação na modelagem
molecular das cadeias por apresentar maior exatidão em previsões
de estruturas secundárias.

As regiões de hidrofilia de 1 foram investigadas para cada ca-
deia tratada isoladamente, empregando as metolodologias segun-
do OMH,47 Kyte e Doolittle,48 Abraham e Leo,49 Bull e Breese,50

Guy,51 Miyazawa,52 Roseman,53 Welling,54 Parker (HPLC),55 Cowan
(HPLC pH 7,5 e 3,4),56 Wilson (HPLC),57 Chothia,58 Eisenberg,59

Hopps e Woods,60 Manavalan,61 Black,62 Fauchere,63 Janin,64 Rao e
Argos,65 Wolfenden,66 Mobilidade de Rf67 e Rose.68 As regiões de
mínimo de hidrofilia foram consideradas como aquelas regiões
hidrofóbicas. Esses métodos baseiam-se normalmente na partição
de aminoácidos ou seus análogos entre água e um solvente menos
polar, bem como em análises estatísticas da distribuição de resídu-
os de aminoácidos em proteínas solúveis de estrutura conhecida.
Alguns métodos consideram também a influência da estrutura se-
cundária sobre a hidrofobia de certas regiões, uma vez que formas
helicoidais em especial têm polarizações devidas às interações
intramoleculares do tipo ligação hidrogênio.

Os estudos teóricos foram realizados empregando o pacote
computacional SPARTAN69 para cálculos em nível de mecânica
molecular MMFF94.70-76 O pacote computacional GAUSSIAN77 foi
empregado para cálculos em nível semi-empírico PM3.78 Geome-
trias otimizadas em nível MMFF94 foram utilizadas como modelo
inicial para os cálculos de otimização da geometria da Cadeia 1 e
Cadeia 2 em nível PM3. Em todos os casos, os cálculos foram
realizados para estruturas não ionizadas em suas extremidades e
no estado gasoso, sem considerar interações intermoleculares.

A análise conformacional da Cadeia 1 foi realizada por cálcu-

los de otimização de geometria (MMFF94 e PM3) de fragmentos
dessa cadeia, em etapas sucessivas de adições de aminoácidos na
extremidade N-terminal de sua seqüência peptídica e re-otimizações
de geometria. Na análise conformacional da Cadeia 1, os resíduos
de aminoácido foram sendo adicionados no sentido da extremida-
de N-terminal (resíduo de ácido glutâmico) para a extremidade C-
terminal (resíduo de isoleucina). A busca conformacional de cada
fragmento da seqüência peptídica foi realizada por variação do
ângulo diedro ψ (N

i
 – Cα – C’ – N

i+1
) envolvendo o último resíduo

adicionado. As rotações do ângulo ψ foram realizadas de 90 em 90
graus a partir da geometria do fragmento com ψ igual a 180 graus,
resultando em quatro geometrias otimizadas para cada fragmento.

Assim, após otimização de geometria do primeiro resíduo, foi
adicionado o segundo, conforme seqüência peptídica dada na Fi-
gura 1, e feitas re-otimizações das quatro geometrias desse frag-
mento contendo apenas dois resíduos. A geometria re-otimizada
de menor energia foi utilizada para a adição do terceiro resíduo de
aminoácido da seqüência da Cadeia 1 e posterior otimização das
quatro geometrias desse fragmento. Esse procedimento foi repeti-
do até otimização de geometria completa da Cadeia 1. Procedi-
mento idêntico foi empregado para a análise conformacional da
Cadeia 2.

Para otimização de geometria de 1, as geometrias otimizadas
de ambas as cadeias em níveis MMFF94 e PM3 foram ligadas pe-
los resíduos de cisteína. Quatro diferentes geometrias foram gera-
das variando-se de 90 em 90 graus o ângulo diedro C–S–S–C, que
foram otimizadas em níveis de cálculos correspondentes. As análi-
ses da estabilidade de formas α-helicoidal e folhas-β na estrutura
de 1 foram realizadas considerando ambas as cadeias totalmente
nessas duas formas de estrutura secundária.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Resultados das consultas em bancos de dados

A busca por homólogos foi realizada empregando o banco de
dados MetaServer. Pelas limitações dos programas de busca, a es-
trutura dimérica de 1 não foi considerada, realizando-se as buscas
das cadeias tratadas isoladamente. Ambas as cadeias apresentam
100% de homologia com seqüências depositadas em bancos de
dados e que se apresentam predominantemente em formas α-he-
licoidais, conforme análises por RMN em solução.32

A consulta ao banco de dados NPSA mostrou que todos os méto-
dos indicam uma região α-helicoidal entre os resíduos A11 e L16 da
Cadeia 1. Exceto os métodos DPM e GOR4, os demais métodos indi-
cam ainda uma expansão da forma α-helicoidal que inclui os resíduos
F9 e T10. Nas regiões E1 – P6 e K18 – I22 da Cadeia 1, os métodos
indicam estruturas secundárias randômicas e formas indefinidas, res-
pectivamente. Na consulta sobre a Cadeia 2, todos os métodos indi-
cam região α-helicoidal entre os resíduos E8 e R18. No entanto, as
previsões da estrutura secundária em ambas as extremidades diferem
consideravelmente entre as metodologias empregadas.

Na consulta ao banco de dados ExPASy para a Cadeia 1, todos
os métodos indicaram região α-helicoidal principalmente entre os
resíduos T10 e L15. As regiões α-helicoidais podem ser encontra-
das também em E1 – R3 e L16 – K20, porém em proporções rela-
tivamente menores. Na região F9 – L15 há probabilidade de ocor-
rer também a forma folha-β, com predominância da natureza
antiparalela. Além disso, na região E4 – G8 há uma alta probabili-
dade de ocorrer a forma dobra-β. Para a Cadeia 2, todos os méto-
dos indicaram uma região α-helicoidal entre I7 e L20, região de
folha-β entre N1 e L6 de natureza predominantemente antiparalela
e dobra-β entre K19 e C23.
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A previsão de sítios hidrofílicos nas duas cadeias foi realizada
por consultas ao banco de dados ExPASy, empregando 23
metodologias diferentes. O sítio de maior hidrofilia da Cadeia 1 lo-
caliza-se nos resíduos R3 e L16 (52,2 e 30,4% dos resultados, res-
pectivamente). O mínimo de hidrofilia (máximo de hidrofobia) lo-
caliza-se no resíduo A11 e P7 (78,3 e 13,0% dos resultados, respec-
tivamente). Na Cadeia 2, o sítio de maior hidrofilia localiza-se nos
resíduos L20, L16 e K19, com 43,5; 13,0 e 13,0% dos resultados,
respectivamente. A hidrofobia localiza-se nos resíduos G5 e S4 (50,0
e 39,3% dos resultados, respectivamente). Como pode ser observa-
do, as previsões de hidrofilia e hidrofobia por diferentes metodologias
convergem para determinadas regiões de cada cadeia.

Resultados dos cálculos teóricos

A Figura 2 mostra a geometria otimizada em nível PM3 da Ca-
deia 1. A maior parte de sua estrutura secundária apresenta-se na
forma α-helicoidal, principalmente as regiões que contêm os resídu-
os de lisina (K14, K18 e K20), leucina (L12 e L16) e isoleucina (I13
e I21).79 A distorção torna-se mais acentuada próxima à extremidade
N-terminal contendo resíduos de prolina e glicina, localizadas em
P6, P7 e G8, que desfavorecem normalmente a formação de α-héli-
ces. A geometria otimizada em nível MMFF94 da Cadeia 1 apresen-
ta-se semelhante à geometria mostrada na Figura 2. Entretanto, a
região próxima ao resíduo C19 apresenta uma forma α-helicoidal
mais distorcida em relação geometria otimizada em nível PM3.

Cálculos de otimização de geometria em nível PM3 da Cadeia
1 foram também feitos, partindo de estruturas totalmente na forma
α-helicoidal e folhas-β, não realizando variações de ângulos diedros
ou de ligação para busca conformacional. A geometria otimizada
partindo da estrutura totalmente na forma α-helicoidal mostra-se
menos distorcida. As formas α-helicoidais predominam na geome-
tria, com exceção da região P6 – G8. No entanto, os cálculos
MMFF94 mostram que essa geometria apresenta uma energia de
10,1 kcal/mol maior que a geometria dada na Figura 2.

Os cálculos de otimização de geometria em nível PM3 da Ca-

deia 1 partindo da estrutura na forma totalmente folhas-β não con-
vergiram, indicando tratar-se de uma conformação pouco favorecida
termodinamicamente ou estado de transição. Por sua vez, a geome-
tria otimizada em nível MMFF94 partindo também da estrutura to-
talmente folhas-β mostrou-se em forma de fita altamente estirada,
com acentuada torção da cadeia na região contendo os dois resíduos
de prolina (P6 e P7), conseqüência do impedimento estérico da ca-
deia em adquirir uma estrutura com formas β-pregueadas. Os cálcu-
los MMFF94 mostraram que essa geometria apresenta uma energia
de 53,02 kcal/mol maior que a geometria dada na Figura 2.

A geometria otimizada em nível PM3 da Cadeia 2 (Figura 3)
mostra predominância da forma α-helicoidal, com uma acentuada
distorção próxima aos resíduos L16 – K19. A geometria otimizada
em nível MMFF94 mostra-se semelhante à geometria otimizada
em nível PM3, porém apresentando a região próxima à extremida-
de N-terminal com forma α-helicoidal menos explícita. Nesta re-
gião estão presentes resíduos de leucina (L2, L6), valina (V3) e
serina (S4), que favorecem formas α-helicoidais.

Os cálculos de otimização de geometria da Cadeia 2 partindo
da geometria na forma totalmente α-helicoidal foram realizados
em ambos os níveis de cálculos. A geometria otimizada em nível
PM3 apresentou desestruturações nas extremidades (N1 – L6 e R18
– N22), sugerindo que as formas α-helicoidais nessas regiões apre-
sentam-se menos favorecidas. A geometria otimizada em nível
MMFF94 manteve-se totalmente na forma α-helicoidal. Os cálcu-
los MMFF94 mostraram que essa geometria apresenta uma ener-
gia de 22,11 kcal/mol maior que a geometria dada na Figura 3.

Os cálculos de otimização de geometria em nível PM3 da Cadeia
2 partindo da estrutura na forma totalmente folhas-β não convergiram.
Os cálculos MMFF94 resultaram em uma geometria linear com sua-
ves dobramentos ao longo da seqüência peptídica. Os cálculos
MMFF94 mostraram que essa geometria apresenta uma energia de
101,36 kcal/mol maior que a geometria dada na Figura 3.

A Figura 4 mostra a geometria otimizada em nível PM3 da
distinctina 1. Essa geometria apresenta-se essencialmente randômica,
com algumas regiões que podem ser classificadas como α-hélice

Figura 2. Geometria otimizada em nível PM3 da cadeia 1 da distinctina, cálculos considerando estrutura no estado gasoso, sem interações intermoleculares

e extremidades não-ionizadas
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distorcida. A geometria otimizada em nível MMFF94 mostra a Ca-
deia 2 com regiões α-helicoidais menos evidentes. Em ambas as
cadeias, formas desestruturadas são observadas nas regiões próxi-
mas à ligação dissulfídica. A Cadeia 1 apresenta uma dobra na re-
gião T10 – T15, favorecendo interações entre E4 da Cadeia 1 e a
ramificação de H17 da Cadeia 2, bem como interações do anel aro-
mático de F9 da Cadeia 1 com a ramificação de K19 da Cadeia 2.

Os cálculos de otimização de geometria em nível PM3 de 1 par-
tindo da estrutura na forma totalmente α-helicoidal não convergiram.

A geometria otimizada em nível MMFF94 apresenta em sua maior
parte formas α-helicoidais distorcidas, exceto nas regiões próximas às
extremidades e aos resíduos de prolina (P6 e P7) e glicina (G8) da
Cadeia 1, em que predominaram estruturas randômicas. Os cálculos
MMFF94 mostraram que essa geometria apresenta uma energia de
56,76 kcal/mol maior que a geometria dada na Figura 4.

Analisando a estrutura da distinctina 1 obtida por RMN em
água, depositada no PDB sob o código 1XKM,80 percebe-se que
suas Cadeias 1 e 2 possuem um alto conteúdo de formas α-hélice.

Figura 3. Geometria otimizada em nível PM3 da Cadeia 2 da distinctina, cálculos considerando estrutura no estado gasoso, sem interações intermoleculares

e extremidades não-ionizadas

Figura 4. Geometria otimizada em nível PM3 da distinctina, cálculos considerando estrutura no estado gasoso, sem interações intermoleculares e extremidades

não-ionizadas
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Na Cadeia 1, essa estrutura é quebrada devido à presença de uma
região flexível compreendida entre os resíduos de P6, P7 e G8. A
Cadeia 2 apresenta formas α-hélice por toda a sua extensão. Com-
parando-se primeiramente esses resultados com os obtidos pela
metodologia teórica para as estruturas das Cadeias 1 e 2, calcula-
das separadamente, verifica-se que neste caso ambas apresentam
apenas certa tendência em adotar a forma α-helicoidal (Figuras 2 e
3, respectivamente). No entanto, o conteúdo dessa forma nas estru-
turas obtidas por RMN é mais significativo.

No caso da comparação da estrutura de 1 depositada no PDB
com a calculada teoricamente, podem ser percebidas semelhanças
um pouco maiores entre ambas. Assim, a Cadeia 1 no dímero apre-
senta maiores torções causadas pela presença dos resíduos de
prolina, enquanto a Cadeia 2 apresenta um maior conteúdo de for-
mas α-hélice na região próxima à extremidade N-terminal (Figura
4). A partir das geometrias otimizadas pôde-se estabelecer a por-
centagem de resíduos que participam de formas α-hélice (conteú-
do de forma α-hélice) das Cadeias 1 e 2, bem como da distictina 1.
Na Cadeia 1 as formas α-hélice apresentaram-se distorcidas tanto
quando tratada isoladamente, quanto no dímero. Entretanto, a Ca-
deia 2 apresenta um conteúdo de forma α-hélice de 12% quando
tratada isoladamente e de 24% quando no dímero.

CONCLUSÕES

Os resultados obtidos a partir do banco de dados ExPASy fo-
ram condizentes com a previsão fornecida pelo banco de dados
NPSA para a análise estrutural de ambas as cadeias da distinctina.
Na Cadeia 1, observa-se um conteúdo significativo de α-hélices.
Na região contendo os resíduos de prolina e glicina, observa-se
uma quebra dessa estrutura secundária, conforme o esperado, dado
o impedimento desses resíduos à adoção da forma helicoidal. Na
Cadeia 2, um conteúdo ainda maior de formas helicoidais pode ser
previsto, em conformidade com as metodologias de ambos os ban-
cos de dados. As previsões específicas de folhas-β de 1 indicaram
uma preferência em se adotar folhas β-pregueadas antiparalelas.
Esses resultados estão de acordo com as análises por CD e IV de 1,
que indicaram um alto conteúdo dessa estrutura secundária em meio
aquoso. No entanto, as formas em folhas β-pregueadas não foram
observadas nas estruturas otimizadas, de acordo com as previsões
realizadas para as cadeias separadas.

A presença de resíduos apolares como centros hidrofílicos (re-
síduo L20 da Cadeia 2 e L16 de ambas as cadeias) pode ser devida
às suas estruturas secundárias. A polarização inerente às formas α-
helicoidais e as ligações hidrogênio específicas envolvendo os áto-
mos dos grupos amidas da cadeia peptídica favorecem interações
com as moléculas de água. Essas previsões fornecem informações
importantes no estudo da interação da distinctina com membranas
celulares e no mecanismo de ação sobre bactérias patogênicas.

As geometrias otimizadas de 1 partindo de estruturas na forma
totalmente α-helicoidal mostram-se menos distorcidas. As formas
α-helicoidais predominam na geometria, com exceção da região
P6 – G8 da Cadeia 1 e L16 – L19 da Cadeia 2, estando de acordo
com os resultados obtidos a partir dos bancos de dados. Esses re-
sultados estão também de acordo com as análises por RMN da
distinctina (1) em meio aquoso, que indicaram a ocorrência de vá-
rias regiões com formas α-helicoidais em ambas as cadeias. Por
outro lado, as geometrias otimizadas de 1 partindo de estruturas na
forma totalmente folhas-β mostraram-se menos favorecidas
termodinamicamente. Esses resultados indicam ligações de hidro-
gênio envolvendo tanto formas helicoidais, com interações intra-
cadeias mais estáveis, quanto formas folha-β, com interações inter-
cadeias relativamente menos estáveis.

Como a estrutura da distinctina (1) depositada no PDB se apre-
senta com alto conteúdo de formas α-hélice, os resultados dos cál-
culos MMFF94 e PM3 realizados no estado gasoso podem ser con-
siderados uma boa aproximação, pois indicam sua tendência em
adotar estruturação α-helicoidal. Assim, a metodologia teórica uti-
lizada mostra-se apropriada à análise de 1, podendo, portanto, ser
empregada convenientemente no estudo de suas propriedades.
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