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RESUMO

Neste trabalho, o peptideo antimicrobiano hylina - al foi sintetizado e modificado
estrategicamente com a adi¢do de um residuo de triptofano (W), visando o estudo da interacédo
e a transferéncia de energia deste aminoacido aromatico com nanoparticulas luminescentes de
YVO4:Ln*. As analises foram realizadas em solugdo e no estado solido por meio de filmes
automontados via técnica Layer-by-Layer (LbL), utilizando a fibroina da seda (SF) como
matriz de imobilizacdo para as nanoparticulas (NPs). Os resultados mostraram que 0
mecanismo de transferéncia de energia ocorre somente nos filmes contendo o peptideo Hyl-
KO0-W6 em contato com as NPs de YVO4:Eu®". Devido este peptideo possuir atividade contra
cepas de bactérias Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina (MRSA), estudos
espectroscopicos foram realizados utilizando a proteina PBP2a, presente na membrana
citoplasmatica da bactéria e responsavel pela resisténcia contra os antibioticos B-lactamicos.
Os resultados confirmaram a interacdo da proteina somente com o peptideo Hyl-K0-W6 em
juncdo das NPs de YVOs:Eu®*". Visando a aplicacdo deste filme como biossensor, foram
realizadas medidas eletroquimicas, na qual os resultados apresentaram nitidamente maior
interacdo quando a PBP2a foi adsorvida sobre os filmes de SF/Hyl-KO-W6+NPs. A partir
desses dados, o sistema foi aplicado como prototipo biossensor contra MRSA, através da

deteccdo de um extrato antigénico contendo a bactéria real.

Palavras-chave: peptideos, transferéncia de energia, nanoparticulas, fibroina da seda,

aminoacido aromatico, deteccao eletroquimica, Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

In this work the antimicrobial peptide hylina - al was synthetized and strategically
modified with add one tryptophan residue (W) in position 6 of the chain, aiming the
interaction study and energy transfer that aromatic amino acid with YVOa4:Ln* luminescent
nanoparticles. The analyses were realized in solution and in solid state from self-assembled
films by Layer-by-Layer (LbL) technique, using silk fibroin (SF) as immobilization matrix for
the nanoparticles (NPs). Results show the energy transfer mechanism occurs only in the films
containing the Hyl-K0-W6 peptide in touch with the YVO4:Eu®* NPs. Because this peptide
has activity against strains of Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
spectroscopic studies were realized using the PBP2a protein, it is present at cytoplasmic
membrane of the bacterium and it is responsible for resistance against f-lactam antibiotics.
Results confirmed interaction of PBP2a protein only with the Hyl-KO-W6 peptide in
conjunction of the YVO4Eu®* NPs. Aiming application that film as a biosensor,
electrochemistry measurements were realized, which the results showed clearly greater
interaction when PBP2a was adsorbed on SF/Hyl-K0-W6+NPs films. From these dates, the
system was applied as MRSA biosensor prototype, through detection a antigenic extract

containing the real bacterium.

Keywords: peptides, energy transfer, nanoparticles, silk fibroin, aromatic amino acid,

electrochemistry detection, Staphylococcus aureus.
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APRESENTACAO

A imobilizacdo de peptideos em filmes nanoestruturados é um processo muito
promissor para o desenvolvimento de biossensores altamente especificos.?l Em recentes
estudos, imunossensores para detec¢do do virus da Hepatite C (HCV) foram desenvolvidos
através da imobilizacdo de biomoléculas. Neste caso, o peptideo NS5A-1 derivado do HCV
foi imobilizado via método camada-por-camada (do inglés Layer-by-Layer, LbL) juntamente
com a fibroina da seda (SF)®®! e nanoparticulas (NPs) luminescentes de YVO4:Eu®l,

As NPs de YVO4:Eu®* foram utilizadas como uma sonda luminescente para o sistema
SF/NS5A-1. O ion lantanideo eurdpio, dopado a matriz de YVOas, possui emissdo
caracteristica por volta de 620 nm, e o filme imunossensor contendo as NPs, obteve
luminescéncia 3 vezes maior quando em contato com o anticorpo especifico para HCV.[“
Apesar do filme ser considerado e aplicado como prot6tipo imunossensor, 0 mecanismo da
transferéncia de energia que ocorreu proveniente das biomoléculas para as NPs ndo foi
elucidado de forma clara, motivando assim este trabalho de doutorado.

A transferéncia de energia observada foi justificada pela presenca de aminoacidos
aromaticos. Mais especificamente, acreditava-se que o triptofano (W) era o residuo de
aminoacido responsavel pela eficiéncia do processo. Com isso, o trabalho desta tese foi
elaborado na investigacdo do real mecanismo envolvido na transferéncia de energia entre
peptideos e o aminoacido aromatico W em relacdo a matriz YVO4 com dopagem do ion
eurdpio. Os peptideos utilizados nestes estudos, sdo derivados do peptideo antimicrobiano
hylina - al e, por possuirem atividade antibacteriana, foram analisados também como
possiveis biomoléculas aplicadas em prototipos biossensores contra Staphylococcus aureus
resistentes a penicilina (MRSA).

A tese é apresentada em 5 sessdes. A sessdo 1 consta de uma introducdo que apresenta
uma revisdo bibliogréfica dos temas envolvidos no trabalho, iniciada com a abordagem da
Espectroscopia dos Lantanideos, seguida da descri¢do da SF e da técnica LbL para montagem
de filmes, e finaliza com a descricdo do peptideo antimicrobiano hylina - al e um breve
exposicao sobre a bactéria Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Na sessao
2 estdo os objetivos do trabalho, bem como as metas intermediarias para a elaboracdo dos
estudos. A sessdo 3 consta de toda a metodologia experimental da pesquisa, desde a
preparacdo dos materiais necessarios para o desenvolvimento do trabalho, bem como a
preparacdo dos filmes e os detalhes das técnicas utilizadas para caracterizacdo dos mesmos. A

sessdo 4 apresenta os resultados e as discussfes sobre cada estudo realizado, iniciados pela
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caracterizagdo dos peptideos e NPs sintetizados, seguido do estudo sistematico da sua
interacdo em solucdo e no estado solido, atraves de filmes automontados via técnica LbL
utilizando a SF como matriz de imobilizacdo; posteriormente, o estudo de filmes contendo os
peptideos antimicrobianos analisados na presenca da proteina responsavel pela resisténcia
contra antibidticos B-lactamicos, a PBP2a, e posterior aplicacdo dos filmes como prototipos
biossensores eletroquimicos visando a deteccdo da bactéria contida em um extrato antigénico
MRSA. Por fim, a sessdo 5 apresenta as principais conclusdes e as perspectivas deste trabalho

para pesquisas futuras.
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1. INTRODUCAO
1.1 Espectroscopia de Lantanideos

Os lantanideos correspondem aos 15 elementos da tabela periddica que vao do
Lantanio (La, nimero atdbmico 57) ao Lutécio (Lu, nimero atbmico 71), Figura 1, e juntos
com os elementos Escandio (Sc, nimero atdmico 21) e itrio (Y, nmero atbmico 39) formam
o grupo das terras-raras.’) As inGmeras aplicacbes dos lantanideos sdo devidas as suas

propriedades singulares, principalmente as espectroscopicas e magnéticas. [

o g
1 IUPAC Periodic Table of the Elements 18
1 2
He
hydrogen helium
1,007, 10082) 2 Koy: 13 14 15 18 17 40028
3 4 atomic number 5 6 7 8 9 10
Li Be Symbol B C N (o) F Ne
o | beoyliom name boron adon | muogen | cogen | Moo neon
o omn | ooz frosesepirnr) 110806, 1021 | 12008 120121 | 14008, 160081 | 15968 60001 | 1808 2010
1" 12 13 14 15 16 17 18
Na Mg Al Si P S Cl Ar
sodum magnesium akminkm silicon phosphorus. sulfur chiorine argon
2 (24304, 24 307) 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 2082 | ooss. 2n0me | 30974 P28 32078) | 35446, 3845n| 30048
19 20 21 2 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
Ca Sc Ti \ Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr
potsssum | caicum | scanm | tanum | venadm | cwomwm | manganess | ron covalt kel copper 2 gatom | germanium | arsenic senum | bromne | knypion
o | sorey | wss o sose2 51500 s | sswsw | seem seey | evsiem | esma | e | mesow | mem | mere [pesorreson| svem
37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 a7 48 49 50 51 52 53 54
Rb Sr Y Zr Nb Mo Te Ru Rh Pd Ag Cd In Sn Sb Te ! Xe
bidom | stontum | ywiom | zicowum | nobum | moybdenum | technetum | rumenium | rodum | palaum | st | camum | indum un antmony | teturum | iodie xenon
ssaen w2 mws | ozum | vess w505 oo | vz sz or7 124 a2 van s | e oy i
55 56 57-71 72 73 74 75 76 7 78 79 80 82 83 84 85 86
Cs Ba | oees| Hf Ta W Re Os Ir Pt Au Hg Pb Po At Rn
caesium barium hafnium tantakum tungsten rhenium osmium iridium platinum gold mercury lead bismuth polonium astatine radon
2 10098 10384 10621 way | mz 10508 wesr | aom x 209
87 88 89-103 104 105 106 107 108 109 10 " 12 13 114 15 116 117 18
Fr Ra [ Bh Mt g Cn Nh Fl Mc Lv Ts Og
francium radium rutherfordium dubnium ‘seaborgium bohrium hassium meitnerium | darmstadtium | roentgenium | copernicium nihonium forovium moscovum | livermorius m tonnessine oganesson
57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 Wl
La Ce Pr Nd Pm | Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb
lanthanum corium neodymium | promethium | samarium uropium | gadolinium torbium | dysprosium | holmium orbum thulium yiterbium Iutetium
13801 w2 1iasn 26 150362) sroe | ooy | s w250 s .20 o nos s
8 90 91 92 93 94 95 97 98 99 101 102 103
INTERNATIONAL UNION OF Ac Pa u Np | Pu | Am | Cm | Bk | Cf | Es | Fm | Md Lr
PURE AND APPLIED CHEMISTRY actinum thorum | protactnium |  uranium neptunum ‘americium berkelum | californium | einsteinium nobelum | lawrencium
2204 2104 23803
o this table s version is dated 28 November 2016
\

Applied Chemistry.

As propriedades quimicas e fisicas dos lantanideos sdo muito semelhantes pelo fato de
todos 0s atomos neutros possuirem em comum a configuragdo eletrénica 6s? e uma ocupacgio
variavel do nivel 4f.F! Porém, é o estado de oxidagao trivalente o mais comum e caracteristico
da maioria dos compostos de lantanideos, além de ser o mais estavel termodinamicamente. !
Para estes ions trivalentes, é observado um aumento regular na configuracdo 4f", com n
variando entre 1 a 14, resumindo assim a configuracdo eletronica desses elementos em: [Xe]
4f" 5% 5p® 5d%1 6s2.1°] Através desta, observa-se que os orbitais 4f estdo localizados na parte
interna do 4tomo e sdo totalmente protegidos do ambiente quimico pelos elétrons dos orbitais
5s e 5p, Figura 2, o que faz com que eles tenham extenséo radial limitada, ndo participem das
ligacBes e que tenham somente um envolvimento muito pequeno com os orbitais dos ligantes.

E por este motivo que os ions lantanideos formam complexos com alto carater i6nico.[*%
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Figura 2. Distribuicdo radial das funcées de onda hidrogenoides para os orbitais 4f, 5s e 6s.1

Como resultado desta blindagem, os elétrons 4f sofrem efeitos muito fracos do campo
dos ligantes e as propriedades eletrdnicas sdo pouco afetadas pelo ambiente quimico, o que
faz com que as transicdes Opticas sejam geralmente muito finas, ou seja, 0S compostos com
esses ions trivalentes exibem espectros de luminescéncia muito nitidos que leva a uma pureza
de cor muito alta.l'®™ Isso ocorre devido a sua rica estrutura de nivel de energia como
mostrado na Figura 3, que surge do acoplamento de spin-érbita e repulsdo de Coulomb entre
os elétrons 4f".[61 Essas transicBes ff sdo proibidas pela regra de Laporte, por isso suas
transicbes Opticas sdo geralmente caracterizadas por tempos de vida longos, de
microsegundos a milisegundos.*? Suas propriedades magnéticas sdo determinadas
inteiramente pelo estado fundamental, pois os estados excitados estdo tdo bem separados do

estado fundamental que sdo, portanto, termicamente inacessiveis.**l
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Figura 3. Niveis de energia das configuragdes 4f" dos lantanideos trivalentes.[6]

Transicdes opticas 4f-5d tambem sdo possiveis e originam bandas muito mais intensas
que as transicdes tipo ff, mas essas bandas sdo geralmente muito largas.®> A luminescéncia
por excitacdo direta do ion lantanideo € pouco eficiente, porque os ions lantanideos ndo tém
absortividades molares altas, por isso € comum o uso de um ligante que absorve luz e que
transfere energia para o ion lantanideo, emitindo assim sua luminescéncia mais
eficientemente. O que de fato ocorre é uma transferéncia de energia intramolecular do ligante
ao ion metalico central, conhecido na literatura como “efeito antena”. A eficiéncia da
transferéncia de energia do ligante para o ion lantanideo depende da natureza quimica do
ligante coordenado ao fon. (314

Ao adicionar, portanto, outra espécie a matriz hospedeira, esta pode absorver energia e

subsequentemente, transferi-la para o ativador (A) o qual luminesce, Figura 4. A espécie que
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absorve energia é chamada de sensibilizador (S). Quando a desativa¢do de uma espécie ocorre
através da ativacdo de outra, o processo € denominado transferéncia de energia
intermolecular. A transferéncia de energia do sensibilizador (S) para o ativador (A) s6 é
possivel se um dos niveis de energia do ativador for menor ou igual ao nivel luminescente do

sensibilizador, ou seja, que haja condicéo de ressonancia.>%l

- x

3 TE AR g
—Y A

exc.
em.| (luminescéncia)

S — —Y A

Figura 4. Mecanismo de transferéncia de energia de um centro sensibilizador (S) para um centro
ativador (A). S é o sensibilizador no estado fundamental; S*, sensibilizador no estado excitado; TE,
transferéncia de energia; NR, processo ndo radiativo; Al* e A2*, estados excitados do ativador; A,
ativador no estado fundamental.l*!

Dependendo do tipo de ion lantanideo dopado em uma matriz hospedeira, dois tipos
distintos de processo de luminescéncia podem ocorrer: 0 processo downconversion e 0
processo upconversion.[*® O processo de downconversion ou conversio descendente de luz
(deslocamento de Stokes convencional), é a conversdo de fotons de energias mais altas em
fétons de energias mais baixas, ou seja, a radiacdo de excitacdo de maior energia é convertida
em uma radiacio de emissdo de menor energia.'>'®1 Por outro lado, a luminescéncia
upconversion, ou conversdo ascendente de energia (deslocamento anti-Stokes) € um processo
no qual luz de mais baixa energia é convertida em luz de maior energia através da absorcéo
sequencial de fotons multiplos.[t78l

Devido as propriedades eletrdnicas, Opticas e caracteristicas quimicas resultantes dos
seus elétrons 4f, compostos de lantanideos tém sido desenvolvidos e estudados para utilizacéo
em fotonica, dispositivos luminescentes de alto desempenho, sistemas fotovoltaicos,
fotocatalisadores, agentes de tratamento de diagndstico em medicina, determinacdo de
analitos organicos, biosondas, monitoramento de liberacdo controlada de farmacos utilizando
biovidros mesoporosos luminescentes, indicadores biol6gicos e sensores.%-27]

O uso de lantanideos em marcadores bioldgicos luminescentes é baseado na técnica
convencional FRET (Forster Resonance Energy Transfer), pois permite-se ter uma ideia da
interacdo do marcador com proteinas de interesse. A técnica FRET consiste na transferéncia
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de energia entre um doador e receptor. Para que haja transferéncia eficiente de energia, deve
haver sobreposicdo entre as bandas de emissdo do doador e excitacdo do receptor. A
quantificacdo da transferéncia de energia pode ser feita em funcdo da diminuicdo da
intensidade ou do tempo de vida do doador ou ainda do aumento dos mesmos do receptor.[2!

Os compostos aplicados como marcadores luminescentes devem ser cineticamente
estaveis, ter um tempo de vida no estado excitado da ordem de milissegundos (ms), altos
valores de absorcdo molar e rendimento quantico, além de uma baixa degradacdo pela
exposicéo a radiacio UV-vis.[?l

Neste trabalho, NPs luminescentes de Eu®" dopadas a uma matriz hospedeira de YVO4

foram utilizadas como composto lantanideo principal em todos os estudos desenvolvidos.

1.1.1 Nanoparticulas de YVOas:Ln%*

As propriedades de luminescéncia das NPs de YVO4:Ln®" e materiais relacionados
tém sido estudados ha mais de trés décadas.?®>32 O espectro de absor¢do do YVO, apresenta
bandas largas na regido do UV. A transi¢do da absorc¢do envolvida é uma transferéncia de
carga do orbital 2p do oxigénio para os estados 3d do vanadio. Consideravelmente, um menor
deslocamento de Stokes da emissdo do vanadato (VOs*) leva a uma rapida migracdo de
energia ao ion lantanideo, tornando o YVO4:Eu®" um material muito eficiente com emissdo no
vermelho e 0 YVO4:Th®* eficiente com emissdo no verde.3 Em relagdo ao YVO4:Eu®*, sua
alta luminescéncia deve-se ao seu rendimento quantico elevado, em torno de 70% para a
dopagem com ion eurdpio.4!

O tamanho e a forma das particulas podem ser controlados e ajustados de forma eficaz
através do controle das condi¢bes da reagdo, tais como o tempo de reacdo, as fontes de
vanadio, os diferentes aditivos organicos e a propor¢do molar do aditivo orgénico. O citrato
de sddio é um aditivo muito utilizado como estabilizante que ajusta a taxa de crescimento de
diferentes morfologias em determinadas condi¢fes experimentais, resultando na formacéao de
vérias geometrias dos produtos finais.!

A capacidade de preparar nanoestruturas de YVO4 com diversas formas, com emisséo
na regido do visivel e contendo maior eficiéncia quéntica, oferece uma grande oportunidade
de explorar as suas aplicagBes em varios campos que estudam a exibicdo de cores.*®) O
europio dopado a matriz de vanadato de itrio € muito utilizado em televisores a cores, tubos
de raios catddicos, lampadas fluorescentes e em muitos aplicativos e dispositivos de exibicdo

visual.*®1 As NPs sdo também Uteis como marcadores bioldgicos ultrassensiveis, porque sio
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soliveis em &gua e biocompativeis. Além disso, em compara¢do com corantes organicos e
pontos quanticos semicondutores, as NPs possuem linhas espectrais mais estreitas e,

provavelmente, s&o mais estaveis a fotodegradac&o. "%

1.2 Seda Bombyx mori

A seda é composta por fibras de proteinas que sdo produzidas na natureza por diversas
espécies de insetos e aranhas.*® O fio de seda produzido pelo bicho-da-seda (Bombyx mori) é
formado por duas proteinas: a sericina que € semelhante a uma cola que envolve as fibras,
geralmente sollvel e pode ser removida por um tratamento termoquimico conhecido como
degomagem; e a fibroina, que é uma proteina fibrosa, consiste no filamento da seda composta

de regibes altamente organizadas com formas cristalinas folha-p e semicristalinas, Figura
5 [40.41]
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Sericin coating random-coil

Figura 5. Representacdo esquematica da estrutura da fibroina da seda.[*?

A sericina é uma proteina que contém 18 tipos de aminoéacidos, sendo sua maioria
composta por aminoacidos de grupos polares, aproximadamente 35% de serina e 13%
asparagina, o que justifica sua alta solubilidade. Além destes, a sericina possui também
residuos de aminoacidos aromaticos como a fenilalanina e a tirosina.l**# A sericina de seda,
devido a sua natureza proteica, é suscetivel & acdo de enzimas proteoliticas presentes em
nosso corpo e, portanto, é digerivel.*®! Esta propriedade a torna um material biocompativel e
biodegradavel.*®l Além disso, a sericina possui algumas propriedades adicionais como,
capacidade de gelificacdo, capacidade de retencdo de umidade e adesdo a pele e, por isso, é
amplamente utilizada em aplicag@es cosméticas, farmacéuticas e na area médica.*3-4°l

A fibroina é composta basicamente pelos aminoacidos glicina, alanina, serina e, em
menor quantidade, tirosina, triptofano e outros aminoacidos residuais.*”? A glicina, a alanina e
a serina se repetem e constituem a maior parte de sua composicao, correspondentes a 80% em

mol da proteina, podendo sua sequéncia ser basicamente considerada como (GAGAGS),.[*®!
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As vérias repeticdes desses aminoacidos em sequéncia constituem a regido cristalina da
fibroina, formando o arranjo conhecido como folha-f. As propriedades de tenséo das fibras da
seda dependem principalmente da estrutura cristalina, enquanto outras propriedades como
retencdo de umidade e resisténcia quimica, dependem do estado da regido amorfa, que contém
a maioria dos aminoacidos com uma cadeia lateral volumosa, polar e dominios ricos em
tirosina.9-51

Por ser composta por grande quantidade de glicina e alanina, a conformagéo  de sua
estrutura é favorecida, ja que é permitido um alto empacotamento entre suas folhas. A
estrutura global dessa proteina é estabilizada por ligacbes de hidrogénio entre todas as
ligacOes peptidicas dos segmentos polipeptidicos de cada cadeia B, otimizando as interagdes
de Van der Waals entre as cadeias.®? A Figura 6 representa a estrutura da fibroina da seda,

onde as setas indicam as folhas-f antiparalelas.
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Figura 6. Estrutura da fibroina da seda produzida pelo bicho-da-seda (Bombyx mori).[*°!

A fibroina vem sendo largamente estudada no campo de biomateriais, pois apresenta
compatibilidade com diversos tipos de células, alta resisténcia mecanica e microbiologica,
além da possibilidade de ser obtida sob diversas formas como pos, filmes, esponjas e
hidrogéis.*?l Devido a sua alta transparéncia quando preparadas na forma de filmes, a fibroina
é utilizada na fabricacdo de hibridos flexiveis que podem ser aplicados como diversos
materiais fotdnicos, grades de difracdo e random lasers. O uso de técnicas 3D permite a
fabricacdo de estruturas pré-designadas de SF que podem atender aos requisitos para a
aplicacdo de engenharia de tecidos como sccafolds de fibroina.®*%* Mais recentemente, Zhao
et al. fabricaram um sistema microfluidico bio-funcionalizado usando um hidrogel de SF
como material de substrato.® Na area de biossensores, a fibroina foi comprovada como uma

eficiente matriz de imobilizacdo para outras biomoléculas, como por exemplo, peptideos
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antigénicos e enzimas para deteccdo de anticorpos especificos e deteccdo enzimatica,

respectivamente, 3456571

1.3 Filmes automontados Layer-by-Layer (LbL)

A atividade e estabilidade de biomoléculas imobilizadas sobre uma superficie sélida é
essencial para o desenvolvimento de biossensores especificos.[’®! A imobilizago de proteinas
e peptideos pode ser obtida por vérias técnicas, como imobilizacdo por reticulacdo (cross-
linking)®°, filmes Langmuir-Blodgett (LB)®% monocamadas automontadas (self-assembled
monolayer, SAM)® ou filmes automontados camada por camada (Layer-by-Layer, LbL)[®,

Os filmes automontados sdo produzidos por compostos que podem formar uma fina
pelicula sobre um substrato sem a necessidade de intervencdo externa, ou seja, Seus processos
de formag&o ocorrem por reacgdes ou interacdes espontaneas.®!

Dentre os métodos de obtencdo de filmes automontados, podemos destacar a técnica
conhecida como camada por camada, ou simplesmente LbL (do inglés: Layer-by-Layer). Esta
técnica foi proposta por Decher em 1991, e é baseada principalmente na montagem de filmes
através de interaces eletrostaticas entre moléculas que se alternam num processo de adsorcéo
sobre uma superficie de carga oposta.®?!

Em geral, nesta técnica de construcdo de filmes LbL um substrato sélido é tratado
previamente e imerso por um determinado periodo de tempo em uma solucdo aquosa
contendo o material a ser depositado. Uma vez que 0 substrato imerso possui, em sua
superficie, carga elétrica oposta a das espécies em solucao, inicia-se um processo espontaneo
de adsorcéo por atracdo eletrostatica.[54

O conjunto substrato/filme depositado é entdo lavado e seco de forma a remover o
excesso das espécies fracamente adsorvidas, e sequencialmente € imerso em outra solugdo
contendo uma espécie de cargas opostas as do filme ja formado sobre o substrato. Ao repetir
este processo sucessivas vezes é possivel construir filmes de multicamadas catibnicas e
anibnicas alternadamente adsorvidas, conforme se deseja.®2%! A Figura 7 ilustra o

procedimento de formacdo de um filme via técnica LbL.
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Figura 7. Representacdo esquemaética do processo de automontagem de uma bicamada do filme LbL.
Inicialmente ha a adsor¢do de um polieletrélito, por exemplo catidnico e, em seguida, ha a adsorcédo de
um polieletrélito anidnico. Apds cada adsorcdo os substratos sdo lavados. Ao final, temos a estrutura
idealizada do filme automontado. (56!

A deposicdo de filmes multicamadas a partir de solucdes de polications e polianions
pode ser efetuada manualmente, levando a fabricacdo de filmes automontados por um método
simples e de baixo custo operacional, de modo que 0s instrumentos necessarios para a
producdo destes filmes sdo apenas os substratos, béqueres ou suportes para substratos e
pincas. A técnica além de simples e versatil, permite o controle na espessura pelo nimero de
camadas formadas e composicdo dos filmes em escalas nanométricas.®’]

A formagdo do filme automontado pode também ocorrer por outros tipos de interacGes
além das eletrostaticas, como por ligacGes de hidrogénio, quimissor¢do, interacdes de Van der
Waals, interacbes hidrofébicas, reconhecimento bio-especifico, dentre outras.®®l Esta
multiplicidade de interacGes intermoleculares favorece o emprego de diferentes moléculas,
como as biomoléculas, onde o efeito cooperativo de atracdo por varios pontos exerce papel
fundamental na imobilizagdo. E importante destacar também que os filmes automontados s&o
construidos essencialmente com substancias sollveis em agua, favorecendo o emprego de
biomoléculas que podem ser incorporadas em diferentes tipos, levando a aplicagbes em
destaque para biossensores e em liberacéo controlada de farmacos atraves da imobilizacdo de
modelos de membrana.[®®™ De fato, a desnaturacio da biomolécula é minimizada devido a
adsorcio, que pode ser realizada em condigbes adequadas de pH e temperatura.[54

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo de interesse na utilizacdo de
polimeros naturais como a matriz de imobilizagdo para biomoléculas, tais como quitinal’™,
quitosanal’>™! e fibroina da sedal’* 7. Filmes LbL tém sido usados para imobilizar fibroina
preservando propriedades mecanicas e a biocompatibilidade. Wang e colaboradores
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produziram filmes de fibroina por sucessivas deposi¢fes sobre um substrato sélido. Estes
filmes apresentaram estabilidade em condi¢Ges fisioldgicas e boa adesdo de células,
possibilitando o uso para funcionalizar superficies de biomateriais.l”® A fibroina também foi
imobilizada em filmes LbL em juncdo de filmes de quitosana sobre superficie de titanio. A
superficie modificada com o filme melhorou significativamente a compatibilidade celular,
apresentou boa aderéncia e bom crescimento de osteoblastos.[’”1 Em nosso grupo de pesquisa,
a fibroina vem sendo utilizada também como uma eficiente matriz de imobilizacdo em filmes
LbL para estruturar peptideos antigénicos e enzimas, visando a deteccdo por sistemas
biossensores.24%6571 As propriedades mecénicas dos filmes de fibroina foram investigadas
por Jiang e colaboradores. Os filmes multicamadas apresentaram alta elasticidade e
resisténcia, sugerindo sua utilizacdo em microescala para a producdo de biodispositivos,

implantes biocompativeis e revestimentos para pele artificial.["®]

1.4 Peptideo antimicrobiano hylina - al

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo cadeias de moléculas com baixa massa
molecular e uma vasta atividade inibitoria contra fungos, virus e bactérias.”® Os PAMs
pertencem a um grupo abundante de moléculas que sdo produzidas por diversas células, tanto
em plantas quanto em animais, e que sdo agrupadas de acordo com a sua atividade
antimicrobiana intrinseca.[#-82]

O potencial terapéutico dos PAMs ¢é valorizado gragas a capacidade destes compostos
em matar rapidamente um grande numero de microrganismos multiresistentes a antibioticos
e/ou outros agentes antimicrobianos. !

O Grupo de Pesquisa em Toxinologia, da Universidade de Brasilia, coordenado pela
Prof® Dr2 Mariana S. Castro tem trabalhado com principios ativos de origem animal,
particularmente da secrecdo cutdnea de anfibios. Este grupo isolou um peptideo bioativo a
partir da secrecdo cutdnea da rd Hypsiboas albopunctatus, nomeado hylina - al
(IFGAILPLALGALKNLIK-NH?y). A identificacdo e caracterizacdo do peptideo foi realizada
em colaboracdo com o Grupo de Pesquisa Unidade de Sintese, Estrutura e Aplicacdes de
Peptideos e Proteinas, do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista de
Araraquara, liderado pelo Prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli. Esta molécula mostrou atividade
contra diversos tipos de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e eritrocitos. 84

Crusca e colaboradores criaram uma série de peptideos derivados do hylina - al com

diferentes cargas na regido amino-terminal (N-terminal), visando novas informacdes sobre a
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relacdo entre a atividade antimicrobiana do peptideo e sua estrutura bioldgica. Uma das
modificacGes realizadas, foi adicionar um residuo de aspartato (D), que contém uma carga
negativa em sua cadeia lateral, na extremidade N-terminal do peptideo, e em outra
modificacdo foi adicionado um residuo de lisina (K), com carga positiva na cadeia lateral. Em
ambas as modificacGes, foi realizado a troca de um residuo de leucina (L), na posicdo 6 da
cadeia, por um residuo de triptofano (W), usado como uma sonda fluorescente para analisar o
ambiente local e a influéncia das modificacBes na regido N-terminal. A presenca do W na
sequéncia de aminoacidos do peptideo hylina - al aumentou a afinidade por segmentos
transmembranares, além da cadeia lateral do W se envolver na dobragem dos peptideos, o que
facilita a associacdo do peptideo a membrana.l®® Estes novos peptideos modificados
apresentaram uma atividade antibacteriana contra cepas de Staphilococcus aureus, bem como

atividade antifungica contra Candida albicans.[2¢]

1.5 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

Staphylococcus aureus € uma bactéria do grupo dos cocos Gram-positivos que faz
parte da microbiota humana, mas que pode provocar doengas que vdo desde uma infecgédo
simples, como espinhas e furlnculos, até as mais graves, como pneumonia, meningite,
endocardite, septicemia, entre outras.®’]

As bactérias da espécie Staphylococcus aureus tornaram-se resistentes a Vvarios
antibidticos, primeiro a penicilina em 1947, e logo depois a meticilina.® Foram descobertas
originalmente no Reino Unido em 1961 e sdo comuns em hospitais, sendo também chamadas
de Staphylococcus aureus multi-resistentes. Mais de 2 bilhdes de pessoas sdo portadores desta
bactéria em todo o mundo, e destes, 53 milhdes estdo infectadas com Staphylococcus aureus
resistente & meticilina (MRSA).%®l As doencas relacionadas com MRSA sdo responsaveis por
um grande nmero de hospitalizagdes e mortes.[*®!

A resisténcia a multiplos antibiéticos da MRSA tornou-se um grande problema clinico
em todo o mundo. O fator determinante do amplo espectro de resisténcia em cepas de MRSA
é a proteina que se liga a penicilina, nomeada PBP2a, devido a sua baixa afinidade para
antibidticos B-lactamicos. O gene mecA, determinante estrutural que codifica a PBP2a, é
muito conservado entre Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis resistentes a
meticilina, o que dificulta o tratamento por esta classe de antibiéticos.°!

Staphylococcus aureus tem uma estrutura complexa que consiste de uma membrana

celular composta por lipidios e proteinas envolvidas por uma parede celular e uma
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microcapsula, Figura 8. Dentre as constituintes do envoltorio tém-se as proteinas de adesdo,
que promovem a colonizagdo nos tecidos do hospedeiro, as invasivas que promovem a
propagacdo bacteriana, Proteina A em conjunto com “disfarces imunoldgicos” e as toxinas
que séo liberadas através da membrana celular. A membrana celular tem papel fundamental
na estrutura da bactéria e sua integridade é crucial para manter uma fronteira entre o0 ambiente

externo e o citoplasma.®

Toxins
(TSST-1, enterotoxins,
alpha-hemolysin, ...)

Immunoglobulin

Protein A
—— Micro capsule
Cell wall

Plasma membrane

Adhesins

(attachment to
Invasins d o host proteins)
(coagulase,
staphylokinase,
leukocidin, ...)

Figura 8. Representacdo esquematica da estrutura da Staphylococcus aureus contendo um envoltdrio,
membrana de plasmatica, parede celular e microcépsula com proteinas anexadas a ela.[®

A membrana plasmatica da bactéria Staphylococcus aureus é constituida por uma
bicamada lipidica, contendo os fosfolipidios fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina e
cardiolipina.l®! Além dos fosfolipidios, a membrana celular contém as proteinas ligantes de
penicilina (PBPs), como mostrado na Figura 9. As PBPs sdo enzimas, conhecidas como
transpeptidase, que auxiliam a sintese da parede celular.[®® PBPs apresentam resisténcia a
antibidticos, mais especificamente a PBP2a, uma proteina de 78 kDa, que confere maior
resisténcia a todos os agentes B-lactdmicos. Devido a baixa afinidade com os antibioticos,
permitem a sobrevivéncia da Staphylococcus aureus mesmo ap0s exposicado a concentragoes

elevadas dos mesmos.[®l
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Figura 9. Representacdo esquematica das PBPs presentes na membrana plasmatica da Staphylococcus
aureus.®l

Os peptideos hylina projetados, modificados e sintetizados para este trabalho possuem
atividade contra MRSA.[ Desta forma, a proteina PBP2a e antigenos MRSA foram
utilizados para os estudos espectroscopicos e eletroquimicos destes peptideos visando sua

aplicacdo em sistemas biossensores para bactérias Staphylococcus aureus.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal do trabalho foi a obtencdo e caracterizacdo de filmes
automontados, via técnica de deposicdo camada por camada (Layer-by-Layer, LbL) contendo
a fibroina da seda (SF), o peptideo antimicrobiano hylina - al e nanoparticulas (NPs) de
vanadato de itrio dopadas com o ion eurdpio para estudos de transferéncia de energia, visando
a aplicacao deste sistema como um prototipo biossensor.

Para alcancar este objetivo as metas intermediarias foram:

a) Sintese e caracterizacdo dos peptideos antimicrobianos hylinas modificados;

b) Sintese e caracterizacdo de NPs de vanadato de itrio dopadas com ion eurépio;

c) Estudo das NPs na presenca dos peptideos em solucdo e no estado sélido, através

de filmes LbL;

d) Anaélise da proteina ligante a penicilina (PBP2a) sobre filmes LbL;

e) Aplicacdo do sistema como biossensor, através da deteccdo do extrato antigénico

MRSA contendo a bactéria real.
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3. METODOLOGIA
3.1 Sintese dos peptideos

Os peptideos propostos para este trabalho foram obtidos manualmente pelo método de
sintese de peptideos em fase sélida (SPFS) empregando a estratégia Fmoc™®, sobre a resina
Rink Amide AM (aminometil), de 0,68 mmol g de grau de substituicéo.

O protocolo de sintese utilizado consiste de passos ciclicos seriados de acoplamento e
desprotecdo do aminogrupo alfa terminal, intercalados por lavagens para eliminacdo dos
reagentes utilizados e subprodutos obtidos, Figura 10. Como protocolo padrdo, 0s
acoplamentos foram realizados mediante a ativacao do grupo carboxila do Fmoc-aminoacido
acoplante com N,N" diisopropilcarbodiimida/N-hidroxibenzotriazol (DIC/HOBt) durante duas
horas de agitacdo utilizando como solvente 50% de dimetilformamida (DMF) em
diclorometano (DCM). Nesta etapa foi usado excesso de Fmoc-aminoacidos e agentes
acoplantes de 2 vezes em relacdo ao nimero tedrico de sitios reativos existentes na resina

A desprotecdo do grupo amino ap6s acoplamento foi realizada por meio da reagdo
com uma solugdo 20% piperidina em DMF durante 1 e 20 min. Entre cada passo foram
efetuadas lavagens com os solventes organicos DMF e DCM. O acoplamento e desprotecao

de cada aminoécido foram monitorados por meio do teste de ninidrina.[®”]

INiclo €
LAVAGEM com 2 x DMF

1 x 20% piperidina em DMF por 1 min. DESPROTECAO/
1 x 20% piperidina em DMF por 1 min. NEUTRALIZACAO

LAVAGEM com 2 x DMF

PROXIMO CICLO
LAVAGEM com 2 x DMF

LAVAGEM com 2 x DCM A

2 Eq. de Fmoc-AA + reagentes acoplantes LAME
em DCM/DMF (1:1, v/v) - duragdo de 1 a 2 horas. Acop NTO

LAVAGEM com 2 x DMF
LAVAGEM com 2 x DCM I

e3> POSITIVO

v
TESTE DE NINIDRINA

e NEGATIVO

Figura 10. Protocolo geral da sintese de peptideos em fase sdlida.[®®
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Ao fim da sintese, para separar o peptideo da resina e dos grupos protetores de cadeias
laterais utilizados, foi realizada uma reagdo de clivagem utilizando uma solu¢ao (“coquetel”)
contendo agua deionizada, TIS (tioanisol) e TFA (&cido trifluoracético) na proporcao de 5%,
5%, 90% respectivamente; v/v/v, mantendo a relacdo 1 mL de solucdo para cada 100 mg de
resina.®® A reacdo de clivagem ocorreu durante 2 h & temperatura ambiente e sob agitacio
moderada.

Apos esta etapa, foi adicionado éter etilico gelado para a precipitacdo do peptideo e o
precipitado foi separado por centrifugacdo para retirada dos subprodutos resultantes da
clivagem. Ao precipitado contendo o peptideo e a resina foi adicionada uma solugéo contendo
0,045% de TFA em agua. A solucdo foi centrifugada, separando a resina insoltvel da solugdo
peptidica, que foi liofilizada, obtendo-se um pé branco floculoso denominado de peptideo
bruto. Através de CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) em fase reversa realizou-
se a purificacdo e caracterizacdo dos peptideos. A obtencdo dos peptideos foi confirmada por

espectrometria de massas. [

3.2 Obtencao das nanoparticulas luminescentes de YVOa:Eu®*

As NPs luminescentes de YVO4:Eu®* e foram preparadas em duas etapas seguindo
procedimento descrito na literatura.*°*1% Na primeira etapa, 0 Na,COj3 foi misturado com o
V205 no estado solido para iniciar a preparagdo do NasVOas. A mistura foi levada ao forno até
700°C a uma taxa de aquecimento de 14°C min*. O meio reacional foi mantido a 700°C
durante 4 h e depois resfriado a 200°C e mantido nessa temperatura por mais 10 h.[% O
produto final foi dissolvido em &gua para utilizacdo na segunda etapa, que consistiu em
misturar sob agitacdo solugdes de Y(NOs)z e Eu(NOz)3. A essa mistura foram adicionados 7,5
mL de solugdo de citrato de sddio (0,1 mol L?). Rapidamente foi formado um precipitado
branco (citrato de lantanideo) e ainda, sob agitacdo em um agitador magnético, foi adicionada
a solugdo de NazVVO4 preparada na etapa anterior. O meio reacional ficou transparente e foi
agitado e aquecido a 60°C por 45 min. Isto permitiu a formagdo das NPs de YVOg4Eu®*
estabilizadas pelo citrato. Na sequéncia, a solucao foi resfriada e dialisada contra dgua Milli-
Q em membranas de acetato de celulose (Sigma-Aldrich) por 72 h.[04

A concentracio final de eurdpio contida nas NPs foi de 12 mmol L. Esta
concentracéo foi calculada a partir da concentragdo inicial de 10% de jon Eu®* adicionado na
segunda etapa da sintese. Para os estudos em solucdo e filmes utilizando as NPs, foi utilizado
0,1 mmol L de YVO4:EUu®.
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3.3 Extracdo e obtencéo da fibroina da seda

A fibroina foi extraida de casulos do bicho-da-seda (Bombyx mori) fornecido pela
BRATAC SA, Brasil. Para extragéo, 10 g de casulos foram fervidos durante 30 minem 2 L de
solucdo de Na2CO3 0,02 mol L a fim de remover a sericina. Para cada 10 g de fio de seda
restantes, 100 mL de solugdo CaCl,/CH3CH>OH/H20 (1:2:8) foram adicionados e a mistura
foi aquecida a 60-70°C para dissolugdo. Em seguida, a solucdo foi dialisada com agua Milli-
Q, utilizando membranas de acetato de celulose (Sigma-Aldrich), a temperatura ambiente
durante 48 h. Apos este procedimento, a solucdo de fibroina foi centrifugada a 20000 rpm
durante 30 min a temperatura ambiente, para remover impurezas e agregados. A solucdo foi
mantida a aproximadamente 5°C['% e a concentracdo de fibroina em solucéo foi calculada
através da evaporacao da agua, restando apenas um filme formado pela fibroina, contendo 4%
em peso (m/m). Para a preparacdo dos filmes, a fibroina foi utilizada com diluicdo em 0,25%

(m/m).

3.4 Preparacéao dos filmes sobre substratos de silica

Filmes LbL de SF, SF/peptideos, SF/NPs e SF/peptideos+NPs foram montados sobre
substratos de silica previamente tratados com uma solucdo 3% de KOH em etanol durante 30
min a temperatura ambiente e ultrassom.

O processo de deposicdo da SF sobre ela mesma foi realizado por imersdo do substrato
na solucdo de fibroina 0,25% (m/m), durante 10 min.

Para a montagem dos filmes LbL de SF/peptideos foi realizada a imersao do substrato
na solugdo de fibroina 0,25% (m/m), durante 10 min e em solucéo dos peptideos 0,1 mmol L
! respectivamente, durante 10 min.

A montagem dos filmes LbL de SF/NPs foi similar, com a imersdo do substrato na
solucdo de fibroina 0,25% (m/m), durante 10 min e em solugio das NPs de YVO4Eu®* 0,1
mmol L2, respectivamente, durante 10 min.

Os filmes LbL de SF/peptideos+NPs foram preparados atraves da imersdo do substrato
na solucdo de fibroina 0,25% (m/m), durante 10 min e em solucédo 0,1 mmol L™ da mistura
dos peptideos e NPs de YVO4:Eu®*, respectivamente, durante 10 min.

Ap0s cada deposicdo camada por camada, o substrato foi lavado com agua Milli-Q
para remocdo das moléculas fracamente adsorvidas e, em seguida, foi seco suavemente com

N2. O procedimento foi repetido até alcancar o nimero de 10 camadas de SF e 10 bicamadas
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de SF/peptideos, SF/NPs e SF/peptideos+NPs. A Figura 11 apresenta um esquema do
procedimento de montagem dos filmes. A formacdo das multicamadas foi monitorada a cada

etapa de deposicdo por Espectroscopia UV-visivel.

Figura 11. Esquema do procedimento de preparacdo dos filmes automontados via técnica LbL
(camada por camada). As solugdes 1 e 3 representam, respectivamente, a SF e os peptideos, NPS ou
peptideo+NPs e 2 e 4 representam a dgua Milli-Q utilizada para lavagem e remog¢do de moléculas
fracamente adsorvidas.

Medidas de Espectroscopia de Luminescéncia foram realizadas antes e apds a
exposicdo dos filmes de SF/NPs sobre diversas concentracbes dos peptideos. E como
estratégia de aplicagdes em biossensores, medidas de Espectroscopia de Luminescéncia foram
realizadas antes e apds a exposicdo dos filmes SF, SF/peptideos, SF/NPs, SF/peptideos+NPs
sobre diversas concentracdes da proteina PBP2a, responsavel pela resisténcia da bactéria
MRSA a penicilina.

3.5 Preparacao dos filmes sobre eletrodos impressos de carbono

Filmes automontados de SF, SF/peptideos, SF/NPs e SF/peptideos+NPs foram
produzidos sobre eletrodos de carbono impressos contendo 3 camadas e/ou bicamadas como

mostrado esquematicamente na Figura 12.
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Figura 12. Representacdo esquematica dos filmes LbL montados sobre eletrodos impressos de
carbono.

A preparacdo dos filmes via técnica LbL foi realizada depositando uma gota (50 L)
de cada respectiva solucdo sobre o eletrodo de trabalho, garantindo que as solucdes nédo
atingissem o eletrodo de referéncia. O tempo de adsorcao de cada camada foi mantido em 10
min para todas as solucdes e a cada camada depositada, o filme foi lavado com agua Milli-Q
para remover as moléculas fracamente adsorvidas, e seco & temperatura ambiente. As
concentragdes de SF em 0,25% (m/m), peptideos e NPs, ambos em 0,1 mmol L?, também
foram mantidas.

Como estrategia de deteccdo eletroquimica, medidas de Voltametria Ciclica (VC)
foram realizadas antes e ap0s a exposicao dos filmes sobre diversas concentracfes de PBP2a.

Apos os resultados obtidos com a deteccdo da proteina PBP2a que foram satisfatorios
para o filme de SF/Hyl-KO-WO0+NPs, foram realizadas medidas de VC com um extrato
antigénico MRSA, amostra real, visando aplicacdo deste sistema como um protétipo

biossensor.

3.6 Técnicas Experimentais
3.6.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A purificacdo e caracterizacdo dos peptideos foram realizadas por meio da técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os materiais brutos foram previamente
analisados em um sistema de CLAE analitico da Shimadzu, com detector na regido do
ultravioleta com dupla detec¢do utilizando comprimentos de onda de 220 nm e 280 nm,
coluna analitica Atlantis C18, dimensdes 150 X 4,6 mm e particula de 5 pm. O programa
geral de anélise das fracdes brutas foi de 5% de Solvente A (0,045% de TFA em &gua) a 95%
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de solvente B (0,036% de TFA em acetonitrila) durante 30 minutos. Apo6s andlise do
cromatograma, o material foi purificado em um equipamento semipreparativo da marca
Beckman, coluna Phenomenex C18, dimensdes de 250 X 10 mm e particula de 5 um, detector
Acme 9000 UV/Vis com deteccdo em 220 nm. As fragdes foram coletadas e analisadas no
equipamento analitico. Amostras com 0 mesmo tempo de retencdo e pureza foram
compiladas, liofilizadas e novamente analisadas em CLAE em modo analitico. Os produtos

finais com menos de 90% de pureza foram repurificados.

3.6.2 Espectrometria de Massas

A obtencdo dos peptideos foi verificada por meio de espectrometria de massas. As
analises foram realizadas por injecdo direta por bomba de infusdo (fluxo 200 pL min™) e o0s
espectros foram obtidos em modo de eletrospray positivo e negativo em um espectrémetro de
massas do tipo lon Trap Amazon SL, da marca Bruker. Esta técnica baseia-se em um
analisador de massa quadrupolo que apresenta como resultado final a razdo massa carga
(m/z).

3.6.3 Espectroscopia UV-visivel

A formacdo das multicamadas nos filmes foi monitorada por Espectroscopia de Uv-
visivel, utilizando um Espectrofotbmetro UV-Vis-NIR, Varian, Cary 5000. As medidas de
absorcdo foram realizadas diretamente sobre os substratos de silica a cada camada depositada
e o crescimento dos filmes foi analisado observando o comprimento de onda em 280 nm,

caracteristico da absorcéo dos aminoacidos aromaticos presentes na fibroina e peptideos.

3.6.4 Espectroscopia de Correlacédo de Fétons

As medidas de Espectroscopia de Correlacdo de Fétons (PCS), utilizadas para
caracterizar o tamanho médio das NPs, foram realizadas em um espectrofotometro PCS-100
Brookhaven Instruments, com goniémetro modelo BI200SM, laser de 25 MW, comprimento
de onda de 532 nm, indice de refracdo real igual a 2,0. Foram realizadas 10 medidas de 30

segundos, totalizando 5 minutos.
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3.6.5 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do Infravermelho para as NPs foram obtidos no
espectrometro FT-IR Spectrum 2000 da Perkin Elmer em pastilhas de KBr. Os espectros das
amostras foram realizados com acimulo de 32 varreduras com resolucdo de 2 cm™ na faixa de

4000 a 400 cm'®, em porcentagem de transmitancia (%T).

3.6.6 Espectroscopia de Espalhamento Raman

Os espectros de Raman das NPs luminescentes foram medidos em um equipamento
microRaman Horiba Jobin Yvon modelo LabRAM HR 800, operando com um laser de He-Ne
em 632,81 nm equipado de camera CCD modelo DU420A-OE-325 do mesmo fabricante. A

grade de difragdo utilizada foi de 600 linhas mm™.

3.6.7 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)

A técnica de Dicroismo Circular (CD) estuda a propriedade observada em cromaoforos
que apresentam diferencas na absor¢édo da luz circularmente polarizada a esquerda e a direita.
Este fendbmeno é muito observado em proteinas, por elas possuirem diversos centros de
assimetria (carbonos o) distribuidos ao longo da sua cadeia principal. Com isso, a
espectroscopia de CD torna possivel caracterizar e quantificar diferentes tipos de estruturas
secundarias de macromoléculas, dentre elas: a-hélice, folhas-B (paralelas e antiparalelas),
varios tipos de voltas e estruturas randémicas.1%%1%4]

Esta técnica é amplamente utilizada em estudos das mudancas de conformacéo,
vizinhancgas locais, interacbes de ligantes com proteinas, deshaturacdo e renaturacdo de
proteinas, além da possibilidade de realizar a estimativa do contetdo das fracfes de seus
componentes de estrutura secundaria.[310]

Os espectros de CD das amostras em solu¢do aquosa foram obtidos com uma cubeta
de guartzo com 1 milimetro de caminho Optico. Os espectros de CD dos filmes automontados
foram obtidos diretamente dos substratos de silica nos quais foram preparados.

As medidas de CD foram realizadas em um Espectrdmetro de Dicroismo Circular J-
815 (Jasco Inc., Toquio, Japdo), com a largura de banda de 1 nm, tempo de resposta de 0,5 s e
velocidade de varredura de 100 nm / min. Os espectros CD foram obtidos calculando a média

de 6 medidas.



42

3.6.8 Espectroscopia de Luminescéncia

A espectroscopia de luminescéncia € uma técnica baseada na propriedade que algumas
moléculas possuem de emitir luz devido as transicdes eletronicas entre estados eletrénicos
excitados e estados de menor energia.[1%!

E uma técnica de caracterizacio que apresenta grande sensibilidade, cerca de quase
100 vezes maior do que a espectroscopia UV-vis. Este método também ¢é seletivo,
considerando que nem todas as substdncias que absorvem radiacdo eletromagnética sdo
capazes de emitir luz.[2%]

Para a obtencdo de um espectro de emissdo, a amostra deve ser irradiada com um
comprimento de onda fixo e a intensidade de luz reemitida € medida em uma faixa espectral
definida. A escolha do comprimento de onda de excitacdo ideal para o registro do espectro de
emissdo é feita com base no espectro de absor¢do e, comumente, corresponde ao
comprimento de onda de maxima absorcdo. Ja 0s espectros de excitacdo sdo obtidos
mantendo-se fixo 0 comprimento de onda de emissao e se faz variar o comprimento de onda
de excitagdo, sobre toda a faixa do seu espectro de absorg&o.17]

As fontes de luz, utilizadas para excitacdo das amostras, podem variar de acordo com
o tipo de espectrofluorimetro usado, sendo as mais utilizadas as lampadas de xenénio,
mercario e LED. A fonte de luz utilizada pode ser descrita em termos de comprimento de
onda (A), dado em nandmetros (nm), frequéncia (v) ou nimero de ondas, dado em cm™,
dependendo do equipamento. %]

Neste trabalho, as medidas de Luminescéncia foram realizadas com excitagdo em 280
nm, que é a faixa do comprimento de onda de absor¢do dos residuos de aminoacidos
aromaticos presentes nos peptideos e biomoléculas utilizados. Para os filmes contendo NPs de
YVO4:Eu®, a excitagdo foi mantida em 280 nm que é também um comprimento de onda
préximo do mé&ximo de absor¢do da matriz de YVOas (290 nm - 300 nm), que absorve e
transfere energia para o ion lantanideo.

Os espectros foram obtidos utilizando um Fluorimetro RF-5301PC da Shimadzu
Scientific Instruments, Inc. e um Fluorimetro Horiba Jobin Yvon (Spex Fluorolog-3),
medidos & temperatura ambiente. Como fonte de excitacdo das amostras foi utilizado lampada
de Xendbnio 400 W.
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3.6.9 Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroquimica onde as informagdes
qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registro de curvas
corrente-potencial, em uma cela eletroquimica constituida de trés eletrodos, sendo um deles
um microeletrodo (ou eletrodo de trabalho), um eletrodo usualmente chamado de eletrodo de
referéncia e um outro eletrodo auxiliar. O potencial é aplicado entre os dois eletrodos em
forma de varredura, isto é, variando-o a uma velocidade constante em funcdo do tempo. O
potencial e a corrente resultante sdo registrados simultaneamente. A curva corrente vs
potencial obtida é chamada de voltamograma. %!

Como a area dos dois eletrodos € diferente, 0 microeletrodo se polarizara, isto &,
assumird o potencial aplicado a ele. O eletrodo de referéncia, por possuir uma area grande,
ndo se polarizara, mantendo o seu potencial constante. O microeletrodo é comumente feito de
um material inerte no meio estudado, como ouro, platina, carbono ou mercurio. %]

Os voltamogramas deste trabalho foram obtidos utilizando um Bipotesiostato /
Galvanostato PalmSens3 com software da PSTrace 4.6. Os eletrodos utilizados para estas
medidas foram os eletrodos de carbono impresso e como solucgdo eletrolitica foi utilizada
solugdo de tamp&o PBS. A velocidade de varredura foi de 0,05 V s, com intervalo potencial
de-0,62a0,6 V.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Sintese e caracterizacdo de peptideos e nanoparticulas
4.1.1 Sintese dos peptideos

Os peptideos propostos neste trabalho sdo derivados do peptideo bioativo isolado e
identificado a partir da secrecdo cutanea da rd Hypsiboas albopuctatus, nomeado hylina - al
(IFGAILPLALGALKNLIK-NH,). Esta molécula possui atividade contra diversos tipos de
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e eritrocitos, além de possuir
comprovadamente atividades antibacterianas. #4110l

Desta forma, foram sintetizados dois peptideos analogos a hylina - al, promovendo a
substituicdo da leucina (L) na posicdo 6 por triptofano (W) e a adicdo de diferentes cargas na
regido N-terminal, sendo estas: (1) um residuo de aspartato (D) que contém uma carga
negativa em sua cadeia lateral (Hyl-DO-W6; DIFGAIWPLALGALKNLIK-NH2) e (2) um
residuo de lisina (K) que adiciona carga positiva na extremidade (Hyl-KO-W6;
KIFGAIWPLALGALKNLIK-NHy).[M!

Os peptideos foram sintetizados e analisados em sistema CLAE analitico, Figuras 13 e
14 (cromatogramas vermelhos). Os solventes utilizados foram os descritos anteriormente (A e
B), em um programa de 5 a 95% de B em 30 minutos. A purificacdo foi realizada em sistema
CLAE semi-preparativo. As fracGes foram coletadas e analisadas novamente no equipamento
analitico. Apds a purificacdo, foram obtidas massas proximas a 10 mg de peptideo puro, com
grau de pureza > 90%, de acordo com o perfil cromatografico mostrado nas Figuras 13 e 14

(cromatogramas azuis).
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Figura 13. Cromatogramas referentes ao peptideo Hyl-K0-W6 bruto com 76,1% de pureza (vermelho)
e ap6s purificagdo com 91%.
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Figura 14. Cromatogramas referentes ao peptideo Hyl-D0O-W6 bruto com 74,7% de pureza (vermelho)
e apos purificacdo com 97% de pureza (azul).
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Para confirmar o sucesso da sintese, os peptideos purificados foram analisados por

espectrometria de massas. Os resultados sdo mostrados na Tabela 1 e nas Figuras 15 e 16,

confirmando a obtencdo dos materiais desejados.

Tabela 1. Massas moleculares tedricas e experimentais obtidas para os peptideos Hyl-K0-W6 e Hyl-

DO-W6.

Peptideos MM tedrica (g mol™) Experimental (m/z)
Hyl-KO0-W6 2065,6 1033,7 (+2), 689,4 (+3), 517,7 (+4)
Hyl-D0-W6 2052,5 1027,2 (+2), 685,1 (+3)

Intens. +MS, 0.0-0.7min #(1-28)
x108 689.4
1.51
1.0
051 10337
517.7 l
00 A L . .
2000 m/z

250 500 750 1000 1250 1500 1750
Figura 15. Espectro de massas correspondente ao peptideo Hyl-K0-W6 purificado.

Intens. +MS, 0.0-0.4min #(1-15)
x108 685.1
1.51
1.0
0.51
1027.2
I 877.6 |
0.0 T - - » 1 R - . — - : o -
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 m/z

Figura 16. Espectro de massas correspondente ao peptideo Hyl-DO-W6 purificado.
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4.1.2 Analise por Dicroismo Circular (CD)

Com o objetivo de confirmar as estruturas secundarias dos peptideos e estudar o efeito
destas estruturas na presencga de NPs luminescentes, realizou-se a anélise desses peptideos por
Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) em tampéo PBS, pH = 7,2 e na presen¢a de TFE
(trifluoetanol) 60% v/v em tampdo PBS a temperatura ambiente.

Para analisar os espectros, inicialmente calculou-se a elipticidade molar [0] dos

peptideos, através da Equacao 1[1%2:

[0] = valor (em milidegree)
10 * ¢ * [peptideo] * n°de aa

onde o numerador ¢ dado por cada valor obtido em milidegree pelo equipamento, £ € o
caminho Optico utilizado na cubeta em centimetros (0,1 cm), [peptideo] é a concentracdo de
peptideo usada no experimento (80 umol L) e n° de aa é a quantidade de residuos de
aminoacidos presentes em cada peptideo (19 aa para ambos).

A elipticidade maxima em 222 nm foi calculada usando a formula max[0]222 = -40,000
X [(1 —2.5/m)] + (100 x T), onde n € o nimero de residuos de aminoacidos (19 residuos) e T
indica a temperatura em °C (25°C). A porcentagem de alfa-hélices presente nos peptideos
Hyl-KO0-W6 e Hyl-D0-W6 em tampdo PBS e em TFE foi obtida através da relagdo 100 x
[0]222/max[0]222 13, Tabelas 2 e 3.

Os espectros de CD dos peptideos em tampdo PBS exibiram uma curva tipica de
estrutura desordenada (“random coil”), Figuras 17 e 18 (espectros pretos). Na presenca de
TFE, um solvente indutor de estrutura™#l, os espectros mostram que os peptideos se
estruturaram, passando de uma forma desordenada para alfa hélice. Isto foi indicado pelo
aparecimento de duas bandas negativas em 208 e 222 nm,*% Figuras 17 e 18 (espectros

vermelhos).



20

48

15

10

deg.10’.cm®.dmol™
g

= Hyl-K (PBS)
= Hyl-K (TFE)

200 210 220

230

240 250

Comprimento de Onda (nm)

260

Figura 17. Espectros de Dicroismo Circular correspondentes ao peptideo Hyl-K0-W6 em solucdo de
tampdo PBS, pH = 7,2 (preto) e em TFE 60% v/v PBS (vermelho).

Tabela 2. Porcentagem de estrutura alfa-hélice presente no peptideo Hyl-K0-W6 em solugéo tampdo

PBS pH =7,2 e em TFE 60% Vv/v.

Peptideo % de a-hélice
Hyl-K0-W6 em PBS 1,46
Hyl-K0-W6 em TFE 22,4
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Figura 18. Espectros de Dicroismo Circular correspondentes ao peptideo Hyl-DO-W6 em solugdo de
tampdo PBS, pH = 7,2 (preto) e em TFE 60% v/v PBS (vermelho).

Tabela 3. Porcentagem de estrutura alfa-hélice presente no peptideo Hyl-D0-W6 em solucdo tampéo

PBS pH =7,2 e em TFE 60% V/v.

Peptideo % de a-hélice
Hyl-DO-W6 em PBS 2,06
Hyl-D0-W6 em TFE 21,9

Deste modo, é possivel observar e confirmar que o solvente TFE 60% induz

organizacdo estrutural de ambos os peptideos em aproximadamente 20% de conformacéo

secundaria a-hélice, ou seja, a sintese dos peptideos foi realizada com sucesso tanto em

relacdo a sua estrutura primaria, como observado pelos resultados de CLAE e Espectrometria

de Massas, quanto a sua estrutura secundaria, confirmado pelos espectros CD. A conformacao

secundaria para os peptideos é fator fundamental para que o eles exercam sua atividade

antimicrobiana contra microorganismos como bactérias e fungos.
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4.1.3 Sintese das Nanoparticulas Luminescentes de YVOas:Eu®*

A Figura 19 apresenta 0s espectros de excitacdo e emissdo obtidos para as
nanoparticuals de YVO4:Eu®* em solugdo aquosa com concentragdo 12 mmol L. O espectro
de emissdo das NPs contendo eurdpio apresenta bandas em torno de 595, 620 ¢ 700 nm
referentes a luminescéncia do europio. O espectro de excitacdo referente apresenta as linhas
finas e fracas referentes a transicoes ff do Eu®* em 394 e 465 nm e uma banda larga em
aproximadamente 339 nm atribuida a transicdo de transferéncia de carga do grupo vanadato
para o fon Eu®*. A intensidade relativa da banda de transferéncia de carga e as bandas ff

mostra a eficiéncia do processo de transferéncia de energia via este estado excitado.
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Figura 19. Espectros de excitacdo e de emissdo das NPs de YVO4Eu®* em solugdo aquosa com
concentracdo 12 mmol L.

A Figura 20 apresenta o histograma de Espectroscopia de Correlagdo de Fétons (PCS)
das NPs de YVO4:Eu®. O histograma foi obtido pelo espalhamento de luz causado pelas
particulas suspensas em solucdo aquosa. O grafico mostra a distribuicdo de tamanhos
referente ao didmetro das NPs. O didmetro médio obtido foi de 21 nm e estas distribuigdes

estdo nas regides de dimensdes de acordo com as encontradas na literatura. (11511l
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Figura 20. Distribuicdo de tamanhos das NPs de YVO4:Eu®*, com didmetro médio de 21 nm.

A Figura 21 mostra os resultados da Espectroscopia Vibracional na Regido do
Infravermelho para as NPs de YVO4:Eu®". A principal atribuicdo que caracteriza as NPs é a
banda em 792 cm™, caracteristica do VO.*, e apresenta forte absorcao no infravermelho entre
780-920 cm™.*11 A banda em 3250 cm™ é referente ao estiramento OH, devido & presenca de
moléculas de &gua absorvidas pelas NPs. E as bandas em 1390 cm™ e 1557 cm™ sdo,
respectivamente, atribuidas a vibracdes simétricas e assimétricas de grupos COO", devido as
NPs de YVO4:Eu®" estarem cercadas por grupos citratos que ndo foram removidos por
tratamento térmico. Os dois pequenos picos em 1076 cm™ e 1256 cm™ correspondem ao
estiramento CO que confirmam claramente a presenca do citrato ligado a superficie das
NPS.[117]
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Figura 21. FT-IR das NPs de YVO4:Eu®* na faixa de absorcao de 4000 a 400 cm™.

A fim de complementar as informacgdes fornecidas por FT-IR, foram realizadas
medidas de Espectroscopia Raman. Se uma molécula possui um centro de simetria, esta
vibragdo corresponde a um modo de vibragdo ativo no Raman e inativo para FT-IR. O
espectro Raman na regido de 100-1000 cm™ das NPs de YVO4:Eu®" é apresentado na Figura
22. Observa-se um pico intenso por volta de 880 cm™, atribuido ao estiramento simétrico do
V — 0O, e um ombro préximo a 800 cm™ atribuido ao estiramento assimétrico do V — O. Os
picos em torno de 390 cm™ e 480 cm™ sdo caracteristicos de dobramentos do grupo VO4*. Os

picos em 150 cm™ e 264 cm™® podem ser atribuidos aos modos externos de vibragdo
(fonons).1*1e]
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Figura 22. Espectro Raman das NPs de YVO4:Eu®* na faixa de absorcédo de 100 a 4000 a cm.

A Figura 23 apresenta os espectros de excitagdo (Aem = 620 nm) de solugdes de
YVO4:Eu®*" com diferentes concentragdes. Um efeito significativo no maximo da banda larga
de absorgéo referente a transferéncia de energia dos grupos VO4> para o ion eurépio foi
observado conforme foram realizadas diluices a partir da concentragdo de 12 mmol L* das
NPs. O maximo dessas bandas se desloca para menores comprimentos de onda conforme a
concentracdo das NPs é diminuida em solucédo, ou ainda, 0 aumento da concentracdo das NPs
descola 0 maximo da excitacdo para comprimentos de onda em dire¢cdo ao vermelho. A
explicacdo para esse deslocamento da banda de excitacéo esta no fato de que, com o aumento
da concentragdo de YVO4Eu** em solucdo, dois fatores devem ser considerados: (1)
movimento Browniano, ou seja, aumenta o impacto frequente das NPs e (2) provavelmente
alguns agregados sdo formados. Com isso, @ medida que a energia de excitagdo transfere de
um grupo VO4* a outro grupo VO+*, uma parte da energia de sera perdida devido a liberacio
de um ou varios fonons. Desta forma, a transferéncia de energia do VO.* para o ion Eu®
diminuira, levando ao deslocamento da banda para o vermelho nos espectros de excitaco.*¢!

Nota-se ainda uma grande diferenga na intensidade relativa entre a banda de absorcéo
do VO4* e as linhas finas referentes as transi¢oes ff do fon lantanideo como, por exemplo, em
394 nm e 465 nm. Esse efeito ¢ causado por uma “armadilha experimental”, j& que 0S

espectros de excitacdo estdo normalizados e a absorcdo € dada pela lei de Lambert Beer (A =
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¢ £ c), onde a absorbancia (A) é diretamente proporcional ao coeficiente de absor¢do molar
(€), ao caminho Optico da cubeta (¢) e a concentracdo do material (c). Aparentemente as
linhas finas caracteristicas da excitacdo do ion eurdpio desaparecem devido ao aumento da
intensidade da banda larga caracteristica da excitagdo dos grupos VO4*, entretanto, com um
zoom, é possivel observa-las e confirmar que o efeito da concentracdo apenas mascara a

exibicao destas linhas.['%

1,04 — 12 mmol/L
— 6 mmol/L
— 3 mmol/L
0.8+ —— 0,75 mmol/L
0,6 =

0,44

0,24

Intensidade normalizada (u.a.)

A

350 400 450 500 550 600

0,0 T
250 300

Comprimento de onda (nm)

Figura 23. Espectros de excitacdo das NPs de YVO4 EU** (hem = 620 nm) com diferentes
concentracdes em solucdo. Zoom: linhas de excitacdo caracteristicas do ion Eu®* em 465 nm.

Ja para os espectros de emissdo, Figura 24, as transicdes °Do-'F; (transi¢Oes J de 1 — 4)
do fon Eu** podem ser claramente observadas e as configuracdes espectrais em diferentes

concentracdes de solu¢Ges ndo mudam, apenas diminuem em intensidade.
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Figura 24. Espectros de emissdo das NPs de YVO4:Eu®* (exc = 300 nm) com diferentes concentragoes
em solucéo.

Esse efeito da diluicdo em relacdo ao deslocamento da banda de excitacdo do vanadato
com a concentracdo das NPs, foi essencial para este trabalho, ja que foi possivel utilizar uma
concentracdo ideal das NPs, visando a sobreposicdo com as bandas de excitagdo das proteinas
e peptideos, que possuem uma banda caracteristica em 280 - 300 nm, referente a absorcao
pelos residuos de aminoacidos aromaticos, tais como o triptofano (W), tirosina (Y) e
fenilalanina (F). A concentracdo ideal das NPs utilizada para todos os estudos posteriores foi

de 0,1 mmol L™

4.2 Estudo da interacédo entre peptideos e NPs em solucéo e filmes

Segundo a literatura, o anel indol de residuos de triptofano (W), estrategicamente
posicionado nas cadeias peptidicas, age como sensibilizador de ion térbio (Tb%") sob
excitacido em 280 nm.[*?%) Ambos os peptideos possuem um residuo de W na posicdo 6 da
cadeia e cada um destes residuos admite um posicionamento diferente na estrutura secundaria.
Quando os peptideos séo estruturados, por exemplo na presenca de um solvente indutor de
estrutura (TFE), como visto nos resultados anteriores, 0 W6 de um peptideo esta na estrutura

em hélice-alfa e no outro peptideo néo, Figura 25.
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Figura 25. Estrutura secundaria adquirida pelos peptideos quando na presenca de um solvente indutor
(TFE). A esquerda, representacdo do peptideo Hyl-KO-W6 (verde) e a direita Hyl-DO-W6 (vermelho),
respectivamente.

Com o intuito de estudar a influéncia do residuo de W presente nos peptideos Hyl-KO-
W6 e Hyl-D0-W6 sobre a luminescéncia das NPs de lantanideos em solucéo, foram realizadas
medidas de Espectroscopia de Luminescéncia. As Figuras 26 e 27 apresentam 0s espectros
representativos dos resultados de emissio e de excitacdo das solugdes das NPs de YVO4:Eu®*
com a adi¢do gradual de pequenos volumes (“titulagdo’) de ambos os peptideos dispersos em
solucdo tampdo, ou seja, sem estrutura secundaria definida. O comportamento de supressao de
luminescéncia foi 0 mesmo tanto com a adicdo do peptideo Hyl-K0-W6 quanto para a adi¢do
do Hyl-D0O-W6. A cada volume adicionado, foi observado diminui¢do da banda caracteristica
da emisséo do eurdpio, em 620 nm. O mesmo foi observado nos espectros de excitacao, onde

a banda em 280-300 nm foi diminuindo a cada adi¢do peptidica.



A

15000000

+ 12000000

k 9000000

k 6000000

k 3000000

1 Nps + HylK
2 Nps + HylK

3 Nps + HylK

4 Nps + HylK

A/

5 Nps + HylK

350 400

450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)

57

Figura 26. Espectros emissdo (lexc. 280 nm) das NPs de YVO.:Eu®* conforme adicdo de Hyl-K0-W6

em solucéo tampéo.
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Figura 27. Espectros excitacdo (Aem 620 nm) das NPs de YVO4:Eu®* conforme adi¢do de Hyl-K0-W6

em solucdo tampado.
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O estudo foi também realizado com os peptideos dispersos em solu¢do TFE 60% para
analisar a influéncia que a estrutura secundaria dos peptideos teria em relacdo a luminescéncia
das NPs. Porém, com a adicdo gradual de pequenos volumes (“titulagdo”) dos peptideos
dispersos em TFE, ou seja, com a adigdo dos peptideos estruturados em a-hélice, foi
observado também a supressdo da luminescéncia do eurépio em 620 nm, além da diminuicao
da banda de excitacdo em 280-300 nm em ambas as NPs.

Mudancgas no pH e na concentracdo dos peptideos foram realizadas para estudar o
efeito na presenca das NPs, porém para todos os estudos, os resultados levaram-nos a concluir
que o W presente nos peptideos Hyl-K0-W6 e Hyl-D0O-W6, em solucdo, ndo possui eficiéncia
guanto a transferéncia de energia para a matriz vanadato das NPs. 1sso ocorre provavelmente
devido ao efeito de diluicdo apos a adi¢do dos peptideos sobre as NPs.

Para haver uma eficiéncia na transferéncia de energia entre 0s niveis ressonantes, a
distancia entre os atomos influencia muito, por isso é realmente muito dificil de ser obtida
entre compostos em solucdo quando ndo ha fortes interacfes entre as espéecies. Com isso, e a
partir dos resultados obtidos em solucéo, estudou-se a influéncia destes mesmos peptideos no
estado solido, em forma de filmes, contendo estas NPs. Os filmes foram preparados pela
técnica de deposicdo LbL, contendo a SF como matriz de imobilizagdo das NPs, e foram
caracterizados por Espectroscopia de Luminescéncia.

As Figuras 28 e 29 apresentam 0s espectros de emissdo e excitacdo dos filmes de
SF/YVO4:Eu® na presenca de uma camada dos peptideos adicionada sobre as superficies. Ha
aumento na intensidade caracteristica do europio em 620 nm para os filmes somente na
presenca do Hyl-KO-W6. A analise dos espectros de excitacdo destes filmes indica uma
possivel transferéncia de energia, que foi realmente maior para o filme formado com o
peptideo Hyl-KO-W6. Para os filmes analisados com formacdo de uma camada sobre a
superficie contendo as NPs, utilizando os peptideos dispersos em solucdo TFE 60%, houve
mudangas fisicas aparentes nos filmes, como turbidez e a supressdo de luminescéncia foi
observada para todos eles, 0 que fez com que o estudo dos peptideos dispersos neste solvente
fosse também descartado nas analises posteriores. Provavelmente o TFE reage com a SF,
fazendo com que o sistema perca sua estabilidade, ou seja, o0 TFE pode inibir a imobilizacédo

adequada das NPs a camada de fibroina.
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Figura 28. Espectros de emissdo (hexc 280 nm) dos filmes de SF/NPs de YVOsEu®* (preto),
SF/NPs+Hyl-K0-W6 (vermelho) e SF/NPs+Hyl-D0-W6 (azul) formados a partir da evaporacdo da

solucdo tampé&o dos peptideos.
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Figura 29. Espectros de excitacdo (Aem. 620 nm) dos filmes de SF/NPs de YVO4:Eu®* (preto),
SF/NPs+Hyl-K0-W6 (vermelho) e SF/NPs+Hyl-D0-W6 (azul) formados a partir da evaporacdo da

solucéo tampé&o dos peptideos.
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Como a intensidade de emissdo foi significativamente maior para o filme SF/
YVO4:Eud*+Hyl-K0-W6, medidas de Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) foram
realizadas com o intuito de observar se as NPs induzem alguma estrutura secundaria aos
peptideos em solugdo, Figura 30. Observa-se, de fato, que as NPs de YVO4:Eu** podem ser
consideradas como possiveis indutoras da estrutura secundaria para o peptideo Hyl-K0-W6,
que apresenta espectro CD muito proximo de uma estrutura caracteristica de a-hélice, com
méaximo em 195 nm e um minimo em 208 nm. O mesmo nao ocorre para o peptideo Hyl-DO-

W6, na qual as NPs ndo induzem estrutura a este peptideo.
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Figura 30. Espectros de Dicroismo Circular (CD) dos peptideos Hyl-KO-W6 e Hyl-D0-W6 em
solugdo tampédo PBS, pH 7,2 e na presenca de NPs de YVO4:Eu®.

Os resultados de CD levam a concluir que, provavelmente, o aumento da
luminescéncia do Eu®" observada apos a adicdo do Hyl-K0-W6 sobre o filme automontado de
SF/YVO4:Eu®" ocorre devido a possivel inducéo do peptideo quando em contato com as NPs.

Para elucidar tais resultados, foi realizado um estudo minucioso referente a interacdo e
influéncia do peptideo Hyl-KO-W6, variando suas concentracdes, sobre as NPs de
YVO4:Eu®". Novos filmes LbL foram preparados contendo 10 bicamadas de SF/YVO4:Eu®* e
0 peptideo Hyl-K0-W6 foi adsorvido sobre os filmes, camada por camada, em diferentes

concentragoes.
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Os espectros de emissdo e excitacdo (em. 620 nm) do filme de SF/NPs antes e ap0s a
adicdo do peptideo Hyl-K0-W6 em diferentes concentracdes, sdo apresentados nas Figuras 31
e 32. Ap6s a primeira adsorcéo do peptideo, com concentragdo 10 mg mL* ha um moderado
aumento na intensidade de emissdo caracteristica do ion Eu®". Apos as seguintes adsorgoes,
com diferentes concentragdes de Hyl-KO-W6, a intensidade de emissdo do Eu®" passa a ter
comportamento aleatério. A banda de emissdo em 320 nm caracteristica dos residuos de W
também apresenta comportamento aleatorio, além de apresentar um leve deslocamento a
partir da adsorcdo do peptideo em maior concentracdo. Os espectros de excitacdo referentes a
emissdo em 320 nm, Figura 33, corroboram com os resultados de emisséo observados.
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Figura 31. Espectros de emissdo (lexc. 280 nm) do filme de SF/NPs na presenca de diferentes
concentracdes de Hyl-KO-W6 adsorvidas. Insercdo: comportamento referente aos méaximos das
intensidades em 620 nm.
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Figura 32. Espectros de excitagcdo (Aem. 620 nm) do filme de SF/NPs na presenca de diferentes
concentracbes de Hyl-KO-W6 adsorvidas. Inser¢do: comportamento referente aos méaximos das

intensidades em 280 nm.
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Figura 33. Espectros de excitacdo (hem. 320 nm) do filme de SF/NPs na presenca de diferentes
concentracbes de Hyl-KO-W6 adsorvidas. Insercdo: comportamento referente aos maximos das

intensidades em 285 nm.
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A partir destes resultados, foi observado que h& uma possivel e eficiente transferéncia
de energia somente ap6s a primeira deposicdo de peptideo sobre o filme. Isso pode ocorrer
devido ao preenchimento completo da camada apds a adsor¢éo, fazendo com que as proximas
deposicdes tenham os residuos de aminoéacidos aromaticos mais distantes das NPs, o que leva
a uma menor interagdo com a matriz de vanadato, e consequentemente diminui a eficiéncia de
transferéncia de energia entre eles. O caso foi entdo investigado adicionando-se diversas
concentracdes do peptideo, porém sobre filmes preparados em diferentes substratos de silica,
ja que a primeira adsorcédo do peptideo é que se faz aparentemente mais eficiente.

A Figura 34 mostra os espectros de emissdo para cada filme de SF/YVO4:Eu®, desde
um padréo, ou seja, sem adsor¢do do peptideo, na qual o espectro apresentado € uma media de
todos os filmes antes da adsor¢do do Hyl-K0-W6 (todos os filmes apresentaram intensidades
de emissdo muito proximas) e os filmes apds adsorcdo do Hyl-KO-W6 com as respectivas
concentragdes: A: 10° mg; B: 10° mg mL%; C: 10 mg mL*; D: 10° mg mL?; E: 102 mg
mL?Y; F: 10 mg mL? e G: 1,0 mg mL™. Foi observado para cada filme, que ha aumento da
luminescéncia caracteristica da banda °Do — ‘F> do Eu®*, e esse aumento ocorre de forma
linear em relagdo a concentracdo de peptideo. E evidente, portanto, que ha uma possivel
transferéncia de energia proveniente dos aminoacidos aromaticos para a matriz vanadato, que
consequentemente transfere mais eficientemente para o ion Eu®*, e essa transferéncia depende
da concentragdo de peptideo adicionado. Isso ocorre, provavelmente, devido aos filmes LbL
possuirem provavelmente as mesmas quantidades de material adsorvidas e ao fato de, apds
secagem da camada de peptideo sobre a superficie dos filmes, a quantidade dos aminoacidos
aromaticos ser suficiente para que ocorra os mecanismos de transferéncia de energia entre os

niveis ressonantes.



64

Intensidade de emisséao (u.a.)

W Padrao

9

—
" Sy

J\j i
G
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)

Figura 34. Espectros de emissdo (lexc. 280 nm) e excitagcdo dos filmes de SF/NPs na presenca de
diferentes concentragdes de Hyl-K0-W6 adsorvidas.

Os espectros de excitacdo (em. 620 nm e em. 320 nm) sdo apresentados nas Figuras 35
e 36 e corroboram com os resultados observados pelos espectros de emissao, confirmando que
a concentracdo do peptideo interfere linearmente nos mecanismos de transferéncia de energia
entre 0s niveis ressonantes dos aminodcidos aromaticos e os niveis da matriz vanadato,
preferencialmente quando a emissao € fixa na emissdo caracteristica do ion lantanideo em 620

nm.
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Figura 35. Espectros de excitagdo (Aem. 620 nm) dos filmes de SF/NPs na presenca de diferentes
concentragcbes de Hyl-KO-W6 adsorvidas. Inser¢do: comportamento referente aos maximos das

intensidades em 280 nm

para 0s espectros.

Intensidade de excitacao (em. 320 nm)

[Hylina K]
w0 Mg ML
e 10° mg mL*!
m— 10°mg mL™
w10 mg mL™*
s 10° mg mL™
10 mg mL™
10" mg mL™
1,0mg mL™

o o~
mo; m
T 0 Y

m
T

/\/

~./

m
L0

Intensidade de excitagéo (285 nm)

BN ow s
m Iy
Iy

concentragdo (mg mL™)

260 270

280

290

300 310

Comprimento de onda (nm)

Figura 36. Espectros de excitacdo (Aem. 320 nm) dos filmes de SF/NPs na presenca de diferentes
concentracbes de Hyl-KO-W6 adsorvidas. Inser¢do: comportamento referente aos maximos das
intensidades em 280 nm para 0s espectros.
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4.3 Filmes de SF/peptideos/YVO4:Eu** na presenca da proteina PBP2a visando a
deteccdo da bactéria MRSA

Os peptideos Hyl-KO-W6 e Hyl-DO-W6, propostos neste trabalho para os estudos
espectroscopicos, apresentam atividade antimicrobiana contra cepas de bactérias
Staphylococcus aureus Meticilina-Resistente (MRSA). A partir disso, e como estratégia de
aplica-los em biossensores, foram preparados filmes LbL contendo fibroina como matriz de
imobilizacdo na auséncia e presenca destes peptideos com e sem NPs luminescentes de
YVO4:Eu®* para estudar o efeito causado pela adsorcio da proteina PBP2a sobre eles.

O crescimento desses filmes foi monitorado por Espectroscopia de UV-vis a cada
camada depositada. As Figuras 37 a 39 mostram 0s espectros de absorcdo referentes aos
filmes de SF, SF/Hyl-DO-W6, SF/Hyl-K0-W6, SF/NPs, SF/Hyl-D0O-W6+NPs e SF/Hyl-KO0-
W6+NPs, respectivamente. As inser¢des em cada grafico mostram aumento linear do maximo
de absorcdo por volta de 280 nm em funcdo do nimero de camadas ou bicamadas
depositadas. Este comprimento de onda é caracteristico da absorcdo dos residuos de
aminoacidos aromaticos. Para o filme de SF, o aumento linear foi quase maximo (R? = 0,98),
indicando que a cada camada de fibroina depositada ha adsorcdo de material, ou seja, as
camadas de fibroina crescem umas sobre as outras. Para os filmes contendo bicamadas de
SF/peptideos e SF/peptideos+NPs os aumentos lineares observados foram R? > 095 e o
crescimento quase linear indica que a mesma quantidade dos peptideos e/ou peptideos+NPs
foi provavelmente adsorvida em cada deposi¢do sobre a fibroina, confirmando o sucesso do
crescimento dos filmes, bem como da SF ser uma excelente matriz de imobiliza¢do para as

biomoléculas e NPs.



ABS (u. a.)
o
b

o
)
M

o
=)
x

230

Figura 37. Espectros UV-vis. dos filmes de SF e SF/Hyl-D0-W6 contendo diferentes nimeros de camadas e

\Nﬂmem de bicamadas

270

o

e o o 9o =9
5 o B B B
& 8 56 & &
.

.

ABS (280 nm)

°
°
3

= S 1 bic
m— SF 2 bic
SF 3 bic
m— S 4 bic
SF 5 bic
e SF 6 bicC
SF 7 bic
== SF 8 bic
SF 9 bic
= SF 10 bic

240 250 260

280

Comprimento de onda (nm)

bicamadas, respectivamente. *

1.24 o SF-HyID 1 bi
2 _ — -Hy! ic
ozt REZ0.97 | SFhyID 2 bic
1,04 021 . SF-HyID 3 bic
o8 . m— SF-HyID 4 bic
c . SF-HyID 5 bic
< 981 g . s SFE-HYID 6 bic
5 s N SF-HyID 7 bic
= 064 009 s SF-HyID 8 bic
@ 006 SF-HyID 9 bic
< ol s SF-HyID 10 bic
0’4 b oo 1234567891011
Namero de bicamadas !
0,24
0,0 r r - - - T —
220 230 240 250 260 270 280 290
Comprimento de onda (nm)

1,00 12
0,1 0,14
, .
o] RZ=0,06  *| = SF-HylK 1bic 1.0 onf R7=0.95 | = SF-NPs 1bic
12 m SF-Hyl K 2bic ' . s SF-NPs 2 bic
0,75+ ' o* SF-Hyl K 3bic 010 SF-NPs 3 bic
g0 oo m— SF-Hyl K 4bic 08+ ™ m— SF-NPs 4 bic
— o0 . SF-Hyl K 5bic T c . SF-NPs 5 bic
[ |3 m SF-Hyl| K 6bic 3 & 006 . == SF-NPs 6 bic
; o 00 . SF-Hyl K 7bic Soed 2 . SF-NPs 7 bic
=050 I\ S — SE-Hyl K 8bic | ¢ 06 S = SF-NPs 8 bic
g 02 SF-Hyl K 9bic 0 002 SF-NPs 9 bic
' ) . = SF-NPs 10 bi
< ool == SF-Hy| K 10bic < 0,4+ ool o S s 10 bic
025. 0123456789101 1234567891011 1
' 02 NUmero de bicamadas
0.00 4 m 00 r r r r r r =
220 230 240 250 260 270 280 290 300 220 230 240 250 260 270 280 290
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
Figura 38. Espectros UV-vis. dos filmes de SF/Hyl-K0-W6 e SF/NPs, respectivamente. *
1,50 1,75
035 > m SF-Hyl D+NPs 1 bic 050
R“=0,95 ® | s SF-Hyl D+NPs 2 bic R?2=0,99  ° [====SF-HylK+NPs 1 bic
1254 030 SF-Hyl D+NPs 3 bic 1,50 « 045 m SF-HylK+NPs 2 bic
025 . = SF-Hyl D+NPs 4 bic 0.40 . SF-HylK+NPs 3 b?c
go‘zo . SF-Hyl D+NPs 5 bic 1,25 4 ’guss . m— SF-HylK+NPs 4 b!c
1,00 + 2 . = SF-Hyl D+NPs 6 bic S 030 * SF-HylK+NPs 5 bic
. aiad I SF-Hyl D+NPs 7 bic -~ S . === SF-HylK+NPs 6 bic
. 2 o0 s SF-Hy| D+NPs 8 bic @ 1,004 2 . SF-HylK+NPs 7 bic
2 0,754 oos] ® SF-Hyl D+NPs 9 bic 3 ’ . === SF-HyIK+NPs 8 bic
n === SF-Hyl D+NPs 10 bic] () 75 018 SF-HylK+NPs 9 bic
e 000{ | o0 ’ 010{ ® = SF-HylK+NPs 10 bic
< 050. 012345678 91011 1 < 1234567891011 1
! Numero de bicamadas ] 0’50 o Numero de bicamadas
1
0,25+ 0,254
1
\ :
0,00 ‘ 0,00 v

220

230

240 250 260

270

280 290

Comprimento de onda (nm)
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4.3.1 Estudo dos filmes na presenca da PBP2a por Espectroscopia de Luminescéncia

Os filmes foram também analisados através de medidas de Espectroscopia de
Luminescéncia antes e apds a adsor¢do da PBP2a. A Figura 40 mostra os espectros de
excitacdo (Aem. 320 nm) e emissao (Aexc. 280 nm) do filme de fibroina antes e apos a interacéo
com a proteina resistente a penicilina. Observa-se que a banda de excitacdo em 285 nm
caracteristica da absorcao dos residuos dos aminoacidos aromaticos diminui em intensidade,
quase 50%, apoOs adicdo da PBP2a sobre o filme. Como consequéncia, a intensidade de
emissdo também diminui, indicando que, apds a lavagem do substrato, ndo ha adsorcao

efetiva da proteina PBP2a sobre o filme contendo apenas a SF.
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Figura 40. Espectros de excitagdo (Aem. 320 nm) e emisséo (Aexc. 280 nm) do filme de SF na auséncia e
presenca da proteina PBP2a.

A Figura 41 apresenta 0s espectros de excitacao (Aem. 320 nm) e emissdo (Aexc. 280 nm)
referentes ao filme de SF/Hyl-D0-W6 antes e ap6s a adsor¢do da PBP2a. Neste caso, ao
contrario do que foi observado somente para o filme de SF puro, apos adicdo de PBP2a, ha
aumento na intensidade da banda de excitacdo e consequente aumento na intensidade da
banda de emisséo, indicando que provavelmente houve adsorcdo da PBP2a sobre o filme de
SF/Hyl-D0-W6, mesmo ap0s a lavagem do substrato. A presenca da PBP2a sobre o filme faz
com que haja mais residuos de aminoécidos aromaticos, o que consequentemente favorece a

intensidade de fluorescéncia caracteristica das proteinas.
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Figura 41. Espectros de excitacdo (Aem. 320 nm) e emissdo (Aexc. 280 nm) do filme de SF/Hyl-DO-W6

na auséncia e presenca da proteina PBP2a.

J& para o filme de SF/Hyl-KO-W®6, apds a adsor¢do da PBP2a as intensidades das

bandas de excitacdo e emissdo também aumentam, porém, o maximo da emissdo se desloca

para menores comprimentos de onda, Figura 42, diferente do que ocorreu com o filme

contendo SF e SF/Hyl-D0-W6. Neste caso houve provavelmente alguma interacdo diferente e

talvez a formacédo de novas espécies a partir da adsorcdo da PBP2a sobre o filme de SF/Hyl-

KO-W6.
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Figura 42. Espectros de excitacdo (em. 320 nm) e emissao (exc. 280 nm) do filme de SF/Hyl-K0-W6

na auséncia e presenca da proteina PBP2a.
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Para o filme de SF/NPs, observa-se que apos adicionar a PBP2a, a banda caracteristica
da emissdo dos residuos de aminoacidos aromaticos presentes em proteinas, por volta de 320
nm, aumenta, confirmando que provavelmente a PBP2a também se adere ao filme contendo
as NPs. Porém, a intensidade de emissdo caracteristica do fon Eu**, em 620 nm, diminui
sutilmente com a presenca da proteina, mostrando que ndo h4, portanto, transferéncia de
energia da PBP2a para as NPs, Figura 43. Os espectros de excitagdo do filme de SF/NPs para
emissdo fixa em 620 nm e 340 nm, respectivamente, apresentados na Figura 44, corroboram

com o que foi observado nos espectros de emissao.
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Figura 43. Espectros de emissdo (Aexc. 280 nm) do filme de SF/NPs na auséncia e presenca da proteina

PBP2a.
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Figura 44. Espectros de excitacdo (hem. 620 Nm e Aem. 320 Nm, respectivamente) do filme de SF/NPs na
auséncia e presenca da proteina PBP2a.
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A Figura 45 mostra que ndo houve nenhuma mudanga significativa nos espectros de

emissdo referentes ao filme de SF/Hyl-D0-W6+NPs na auséncia e na presenca de PBP2a. Este

resultado sugere que provavelmente a adsorcdo da proteina sobre o filme ocorre fracamente e

ndo influencia na luminescéncia das NPs, ja que ndo h& diminuicdo significativa da banda

caracteristica do fon Eu®" e também nenhuma mudanca na intensidade de emissdo

caracteristica das proteinas. Ou ainda, é possivel que a PBP2a, apds a lavagem do filme, possa

ter sido removida, e consequentemente ndo se aderiu com sucesso sobre as NPs. Os espectros

de excitagdo estdo apresentados na Figura 46, e observa-se que houve diminui¢do tanto nas

bandas com emissdo fixa em 620 nm quanto nas bandas com emissdo em 320 nm,

respectivamente.

2.0E7q4 == SF-Hyl D+ NPs 10 bic.
m== SF-Hyl D + NPs + PBP2a
1.5E7 4

1.0E7 +

5.0E6 +

0.0

Intensidade de emisséo (exc. 280 nm)

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Figura 45. Espectros de emissdo (Aexc. 280 nm) do filme de SF/Hyl-DO-W6+NPs na auséncia e

presenca da proteina PBP2a.
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Figura 46. Espectros de excitacdo (Aem. 620 NM e Aem. 320 NmM, respectivamente) do filme de SF/Hyl-

D0-W6+NPs na auséncia e presenca da proteina PBP2a.
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A Figura 47 apresenta os resultados referentes aos espectros de emisséo do filme de
SF/Hyl-K0-W6+NPs na auséncia e presenca da PBP2a. Observa-se, apds a adicdo da PBP2a,
ha uma diminuicdo da banda em 320 nm caracteristica da fluorescéncia das proteinas e
aumento significativo na banda de emissdo caracteristica do ion Eu®* em 620 nm, indicando
uma possivel transferéncia de energia da PBP2a para as NPs. Provavelmente houve adsor¢do
da proteina sobre o filme de SF/Hyl-K0O-W6+NPs, levando ao aumento de residuos de W e/ou
outros residuos aromaticos como a Y e F, 0 que provocou um aumento da absorcdo em 280
nm, como mostra 0s espectros de excitacdo fixando a emissdo em 620 nm, Figura 48. Ja os
espectros de excitagdo com emissdo fixa em 320 nm mostram que houve diminuicdo da
intensidade, o que corrobora com os espectros de emisséo referentes a esta excitagdo. Estes
resultados mostram que a transferéncia de energia entre os estados excitados dos aminoacidos

e 0 estado de transferéncia da carga do vanadato € de certo modo eficiente.
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Figura 47. Espectros de emissdo (Aexc. 280 nm) do filme de SF/Hyl-KO-W6+NPs na auséncia e
presenca da proteina PBP2a.
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Figura 48. Espectros de excitacdo (Aem. 620 NmM € Aem. 320 nm, respectivamente) do filme de SF/Hyl-
K0-W6+NPs na auséncia e presenca da proteina PBP2a.

A partir destes resultados, foi realizado o estudo variando as concentracdes de PBP2a
sobre um novo filme de SF/Hyl-KO-W6+NPs. Adicionando as diferentes concentragdes da
proteina sempre sobre 0 mesmo filme ndo foi observado transferéncia de energia linear entre a
PBP2a e as NPs. Os maximos das emissdes e excitagcdes comportam-se aleatoriamente, e ndo
h& nenhuma adsorcdo que apresente uma eficiente transferéncia de energia com aumento da
emissdo da banda 02 caracteristica do Eu®*, Figura 49. A partir disso, outra estratégia para
reproduzir o resultado foi adicionar variadas concentragfes de PBP2a sobre diferentes
substratos de silica contendo o filme de SF/Hyl-K0-W6+NPs. Foram utilizadas concentracGes
de 10 mg mL?, 10° mg mL?, 102 mg mL?, 10 mg mL?, 1,0 mg mL* e 10 mg mL™.
Apenas o filme em que foi adicionado 10t mg mL* foi observado um aumento na intensidade
caracteristica do fon Eu®", Figura 50, com ordem de grandeza muito semelhante ao primeiro
resultado, Figura 47. Isso significa que a reprodutibilidade do filme ocorreu somente nas
mesmas concentracfes de PBP2a, levando a supor que provavelmente a adsorcdo da proteina
sobre o filme e a transferéncia de energia entre ela e as NPs, observada por Espectroscopia de

Luminescéncia, seja mais efetiva somente em certos intervalos de concentragéo.

320
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Figura 49. Espectros de emissdo (lexc. 280 nm) e excitagdo (Aem. 620 nm) do filme de SF/Hyl-KO-
W6+NPs na presenca de diferentes concentracfes da proteina PBP2a.

1,8E6
1664 = SF-Hyl K+NPs 10 bic.
= c/ 10" mgmL™* PBP2a -

1,4E6 +

1600000 4

1,2E6 +
1,0E6 +

1400000
~5,5x10°

8,0E5 4

1200000 4

1000000 /\

4,0E5 " 618 620 622 624 626

Comprimento de onda (nm)
2,0E5 fE E
0,0 ¥

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)

6,0ES +

Intensidade de emiss&o (exc. 280 nm)

Intensidade de emisséo (exc. 280 nm)

Figura 50. Espectros de emissdo (Aexc. 280 nm) do filme de SF/Hyl-KO-W6+NPs na presenga da
proteina PBP2a a 10! mg mL™.

4.3.2 Estudo dos filmes na presenca da PBP2a por Dicroismo Circular

A investigacdo do motivo pelo qual este fenbmeno ocorre apenas com o filme
contendo SF/Hyl-K0-W6+NPs foi realizada estudando a interacdo da PBP2a sobre os filmes

através da técnica de Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD), que permite caracterizar e
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quantificar diferentes tipos de estruturas secundarias de macromoléculas tais como a-hélice,

folha-B (paralela e antiparalela), varios tipos de voltas e estruturas randomicas.%
As Figuras 51 e 52 apresentam o0s espectros de CD dos filmes SF e SF/Hyl-D0-W8,

SF/Hyl-K0-W6 e SF/NPs, respectivamente, antes e ap6s a adi¢cao de PBP2a. Todos os filmes

apresentaram um minimo em aproximadamente 220 nm, o que é caracteristico de uma

conformacdo folha-B. Ja é conhecido na literatura que a fibroina, na forma de filmes, tem esta

conformacdo. Foi confirmado, portanto, que a presenca dos peptideos Hyl-D0-W6 e Hyl-KO-

W6, bem como das NPs e da PBP2a sobre a fibroina, ndo interferem em sua estrutura
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Figura 51. Espectros de Dicroismo Circular dos filmes de SF e SF/Hyl-D0-W6 na auséncia e na
presenca da proteina PBP2a.
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Figura 52. Espectros de Dicroismo Circular dos filmes de SF/Hyl-K0-W6 e SF/NPs na auséncia e na

presenca da proteina PBP2a.
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A Figura 53 apresenta os espectros de CD dos filmes de SF/Hyl-DO-W6+NPs e
SF/Hyl-KO-W6+NPs na auséncia e presenca da PBP2a. Para o primeiro filme, foram
observados 0s minimos proximos a 220 nm e nenhuma mudanca significativa entre 0s
espectros, levando a mesma suposicdo sobre os resultados de Espectroscopia de
Luminescéncia, onde a PBP2a pode ndo ter aderido ao filme, ou seja, que ela tenha sido
removida apos a lavagem com agua MilliQ, ou entdo que a adsor¢do tenha sido muito fraca, o
gue ndo causa nenhum efeito significativo com sua presenca. J& para o segundo filme, foram
observados 0os minimos também caracteristicos da estrutura folha-f, porém ¢ nitido um leve
deslocamento para maiores comprimentos de onda ap6s a adi¢do da PBP2a, o que confirma
sua adsorcao sobre o filme de SF/Hyl-KO-W6+NPs.
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Figura 53. Espectros de Dicroismo Circular dos filmes de SF/Hyl-DO-W6+NPs e SF/Hyl-KO-
W6+NPs na auséncia e na presenca da proteina PBP2a.

Ao analisar novamente os espectros de CD das solucdes de Hyl-DO-W6 e Hyl-K0-W6
na presenca das NPs de YVOi:Eu®, foi observado que as NPs de alguma forma agem
realmente como estruturadores somente do peptideo Hyl-KO-W6, Figura 4. Como discutido
na sessdo 4.1 desta tese, estes peptideos em solucdo aquosa ou em solucdo tampdo PBS néo
apresentam estrutura secundaria, o que pelos espectros de CD € observado através do minimo
em 200 nm caracteristico de estruturas aleatorias. Confirma-se, portanto, que este seja 0
motivo mais adequado a explicacdo pelo qual h& transferéncia de energia da PBP2a para as
NPs somente no filme que contém Hyl-K0-W6. A atividade dos peptideos contra a bactéria
MRSA ocorre somente quando estes estdo estruturados em a-hélice, portanto a interagcdo com

a PBP2a provavelmente acontece mais efetivamente quando o peptideo estd em sua

260
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conformacdo secundaria, o que pelos resultados obtidos neste trabalho ocorre somente com 0s
filmes contendo Hyl-KO-W6 e na presenca das NPs. Ao observar o primeiro grafico da Figura
54, é observado que a presenca das NPs ndo induz o peptideo Hyl-DO-W6 a estrutura
secundaria. E ja em relacdo ao segundo gréafico, € possivel observar que ao adicionar as NPs
sobre o peptideo Hyl-K0-W8, o espectro de CD se aproxima muito de uma estrutura a-hélice,
que apresenta dois minimos em aproximadamente 205 nm e 222 nm, respectivamente. Estes
resultados sdo reprodutiveis aos resultados de CD observados anteriormente na sessdo 4.2

desta tese.
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Figura 54. Espectros de Dicroismo Circular das solugdes de Hyl-D0-W6 e Hyl-K0-W6 em solucédo
PBS e na presenca das NPs de YVO4:Eu®*.

4.3.3 Estudo dos filmes na presenca da PBP2a por Voltametria Ciclica

A partir de todo estudo realizado por Espectroscopia de Luminescéncia e Dicroismo
Circular com a proteina responsavel pela resisténcia a penicilina das bactérias Staphylococcus
aureus, o0 mesmo foi realizado com filmes automontados de SF, SF/Hyl-D0-W6, SF/Hyl-KO0-
W6, SF/NPs, SF/Hyl-DO-W6+NPs e SF/Hyl-KO-W6+NPs produzidos sobre eletrodos
impressos de carbono contendo 3 camadas (SF puro) ou bicamadas. Estes filmes foram todos
submetidos a medidas de Voltametria Ciclica (VC), uma técnica muito utilizada para
aplicacdes na area de sensores devido a resposta eficiente de sinal eletrogquimico quando ha
interacdo entres as espécies presentes no eletrodo. A Figura 55 mostra os voltamogramas
ciclicos obtidos em tampédo PBS na presenca e na auséncia da proteina PBP2a para os filmes

LbL contendo 3 camadas de SF e 3 bicamadas de SF/Hyl-DO-W6. Os voltamogramas
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mostraram alteragdes insignificantes com quase nenhuma alteracdo na corrente, o que indica

que a PBP2a ndo interage com estes filmes.
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Figura 55. Voltamogramas Ciclicos dos filmes LbL de SF e de SF/Hyl-D0-W6, respectivamente, em
tampdo PBS na auséncia e presenca de diferentes concentracGes da proteina PBP2a.
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Em contraste, para o filme automontado de SF/Hyl-K0-W®6, o voltamograma exibiu
uma diminui¢do de corrente de aproximadamente 1,5 pA quando a PBP2a foi adicionada,
como observado na Figura 56. Ainda nesta Figura, para os filmes de SF/NPs e SF/Hyl-DO-
W6+NPs, é observado que ndo hd mudanca significativa entre os voltamogramas apos a
adicdo da PBP2a. J& o filme de SF/Hyl-KO-W6+NPs, ap6s a adsorcdo da primeira
concentracdo de PBP2a, um pico de oxidacdo irreversivel em torno de 0,1 V de potencial foi
observado. E com 0 aumento da concentracdo de PBP2a, ha aumento deste sinal, além de um

sutil deslocamento do seu maximo para maiores potenciais.
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Figura 56. VVoltamogramas Ciclicos dos filmes LbL de SF/Hyl-K0-W6, SF/NPs, SF/Hyl-D0-W6+NPs
e SF/Hyl-KO-W6+NPs, respectivamente, em tampdo PBS na auséncia e presenca de diferentes
concentracOes da proteina PBP2a.
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O mecanismo da interacdo entre a proteina PBP2a com o filme de SF/Hyl-KO-
W6+NPs ainda ndo é claro, mas é evidente que estes resultados corroboram com o estudo
realizado por Espectroscopia de Luminescéncia e Dicroismo Circular. Como o peptideo Hyl-
KO-W6 provavelmente adquire sua estrutura secundaria em a-hélice na presenca das NPs e,
com isso, interage com a PBP2a, provavelmente ha a formacdo de novas espécies que
possuem interagGes fracas entre si, como as interacbes de Van der Waals, ligagOes de
hidrogénio, pontes salinas e forcas hidrofobicas, por exemplo, entre 0s aminoacidos presentes
tanto no peptideo quanto na proteina e também entre as moléculas de citrato presentes nas
NPs.

A Figura 57 apresenta a corrente maxima em fungdo de cada concentracdo, em escala
logaritmica, da PBP2a adicionada e adsorvida sobre o filme de SF/Hyl-KO-W6+NPs. Foi
observada alta linearidade para todos os pontos, ou seja, a resposta do sistema aumenta de
acordo com a concentracdo da PBP2a adicionada em cada medida, o que provavelmente
indica que o peptideo antimicrobiano presente no filme consegue interagir com a proteina e

detecta-la em grandes intervalos de concentracao.

o
0,1+

| e e e e EEEEeEe s e ]

1E-5 1E-4 1E-3 0,01 0,1 1 10

log concentragdo / mg mL™

Figura 57. Curva analitica da variagdo de corrente com potencial fixo em 0,1V, em escala logaritmica,
do filme automontado de SF/Hyl-KO-W6+NPs na presenca de diferentes concentragfes da proteina
PBP2a (dilui¢bes: 104 mg mL?, 103 mg mL*, 102 mg mL?, 10t mg mL?, e 1,0 mg mL™?).



81

4.3.4 Estudo de filmes LbL SF/Hyl-KO0-W6+NPs na presenca de antigenos MRSA

Com base nos estudos eletroquimicos para o filme de SF/Hyl-KO-W6+NPs, que
apresentou sinais satisfatorios pela técnica de VC na presenga da proteina PBP2a, foi
realizado o estudo da adicdo do extrato antigénico da MRSA, amostra real, em diferentes
concentracdes sobre filmes contendo 3 bicamadas de SF/Hyl-K0-W6+NPs.

A Figura 58 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos em tampdo PBS do filme
apds a adigdo do extrato da MRSA em diversas concentragdes (diluicdes: 0 ug mL™, 0,01 ug
mL?, 0,02 pg mL?, 0,1 pg mL-%, 0,2 pg mL?, e 1,0 ug mLt) por um tempo de 10 min de
adsorc¢do seguido pela lavagem com PBS.

N )

[Antigeno-MRSA]

Corrente / pA

44 — 0 pg mL™
—— 0,01 pg mL™*
-6 — 0,02 pg mL™*
0,1 pg mL*
-8+ 0,2 pg mL™
1,0 pg mL™

-10

-0,6 -04 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
Potencial / V
Figura 58. Voltamogramas Ciclicos do filme LbL de SF/Hyl-KO-W6+NPs contendo diversas

concentragcfes do antigeno MRSA.

A respectiva curva analitica é apresentada na Figura 59, na qual é nitidamente

observado um aumento da corrente (com potencial fixo em 0,1V) e a linearidade para os
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pontos, ou seja, para todas as adsor¢Ges, indicando que a resposta aumenta de acordo com a

concentracdo do extrato MRSA.

1,2

0,7+ ) o

0,6

0,01 0,1 1
log concentracdo Antigeno-MRSA / pg mL™

Figura 59. Curva analitica da variacdo de corrente com potencial fixo em 0,1V em funcdo do
logaritmo de diversas concentracoes (diluicbes: 0,01 pg mL*, 0,02 pg mL?, 0,1 pug mL%, 0,2 ug mL*?
e 1,0 ug mL?) do extrato antigénico MRSA adsorvido sobre o filme.

Este resultado indica a possivel aplicacdo em amostras de cepa da bactéria MRSA, isto
é, deteccdo eletroquimica do extrato antigénico MRSA através da técnica de VC. Esse método
de deteccdo é interessante para futuras aplicacdes em sensores desta bactéria, ja que o
antigeno pode ser encontrado em diversos locais, como em ambientes hospitalares por
exemplo, bem como na corrente sanguinea de pacientes infectados por ela.

O estudo ainda precisa ser investigado minuciosamente, além da tentativa de
reprodutibilidade dos resultados em numerosas analises e diferentes tipos de amostras reais,
diferentes cepas da bactéria, visando a validacdo do método como possivel protétipo

biossensor para deteccdo de MRSA.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, os peptideos antimicrobianos Hyl-D0O-W6 e Hyl-K0-W6 foram obtidos
com sucesso através de sintese no estado sélido, e as nanoparticulas (NPs) de YVO4:Eu®* pelo
método de co-precipitacdo. O estudo da influéncia do residuo de triptofano (W) presente
nestes peptideos com relagdo a luminescéncia caracteristica do eurdpio foi realizado em
solucdo e no estado sélido através de filmes nanoestruturados, via técnica Layer-by-Layer
(LbL), contendo fibroina da seda (SF) como matriz de imobilizagdo para NPs.

Os resultados obtidos confirmam apenas o peptideo Hyl-KO-W6 como possivel
sensibilizador da luminescéncia das NPs e que hd comportamento linear de acordo com o
aumento da concentracdo de Hyl-K0-W6 adicionada sobre a superficie dos filmes.

Devido aos peptideos apresentarem atividade contra cepas da bactéria Staphylococcus
aureus, os filmes foram analisados na presenca da proteina PBP2a, responsavel pela
resisténcia da bactéria aos antibioticos p-lactamicos. A interacdo entre o peptideo e a proteina
ocorre somente no filme SF/Hyl-KO-W6+NPs. Foi observado que somente o Hyl-K0-W6 se
estrutura na presenca das NPs de YVO4:Eu®", justificando assim sua efetiva atividade sobre a
PBP2a. Ao adicionar a proteina PBP2a sobre este sistema, houve aumento na luminescéncia
caracteristica do Eu®* em 620 nm, sugerindo que ocorreu uma possivel transferéncia de
energia dos aminoacidos aromaticos para a matriz de vanadato, além de um sinal de oxidacédo
nos voltamogramas por volta de 0,1 V que se pronuncia conforme o aumento da concentracdo
de PBP2a adsorvida sobre o filme.

A partir destes resultados, foi realizada a deteccdo eletroquimica do extrato antigénico
da MRSA. E nitido que ha mudancas significativas nos voltamogramas e linearidade na
deteccdo em funcdo de diferentes concentracdes do extrato apds a adsorcdo da amostra real
contendo a bactéria MRSA.

As perspectivas deste trabalho incluem a validacdo do método por meio da detecgédo
eletroquimica na qual se faz necessario a analise da estabilidade, seletividade e limite de
deteccdo e quantificacdo do sistema, visando a confirmacdo destes filmes como prototipos
biossensores especificos para MRSA ou para bactérias multirresistentes, em geral; o estudo da
deteccdo dptica da MRSA, buscando a melhoria dos parametros em relacdo a preparacdo dos
filmes para garantir melhor reprodutibilidade dos resultados; medidas do tempos de vida de
todos os sistemas estudados, visando maior eficiéncia dos processos de transferéncia de
energia entre os peptideos e as NPs; analise de outros microrganismos que o peptideo Hyl-

KO-W6 apresenta atividade, como fungos das espécies Candida albicans, Candida
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parapsilosis, Candida krusei (todos envolvidos em uma ampla gama de infecgOes) e
Cryptococcus neoformans (causa comum de meningite fangica); e por fim, a utilizacdo do
sistema utilizando outras biomoléculas e/ou peptideos, com a estratégia de aplicacdo em

diversos tipos de biossensores.
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