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Resumo

Os peptideos antimicrobianos tém despertado um grande interesse no mundo
cientifico devido a sua atividade e especificidade contra bactérias, fungos, virus e
até contra células cancerigenas. A grande atracdo por essa nova alternativa de
farmaco esta no fato dos peptideos possuirem um peculiar mecanismo de acao, o
qual dificulta a criacdo de resisténcia por parte dos microrganismos patogénicos. A
tritrpticina € um PAM (peptideo antimicrobiano) pertencente a familia das
catelicidinas e que possui uma ampla atividade contra bactérias gram-positivas e
bactérias gram-negativas e também certa atividade hemolitica. Neste estudo
buscamos investigar o mecanismo de interacdo da tritrpticina com micelas
poliméricas do plurdnico F127. Para tal estudo foram utlizadas técnicas
espectroscopicas de fluorescéncia e de dicroismo circular bem como técnicas
termoanaliticas como calorimetria diferencial de varredura (DSC) e técnicas de
espalhamento dindmico de luz (DLS) e de medidas potencial zeta. Os estudos de
fluorescéncia e supressao de fluorescéncia mostraram que o peptideo interage com
agregados moleculares de plurénico F127. Os espectros de CD indicaram gque a
interacdo do peptideo com as micelas poliméricas de plurbnico altera sua
conformacdo e provoca um leve deslocamento das bandas espectrais. As curvas
DSC de F127 mostraram auséncia de histerese térmica e um Unico evento
endotérmico, numa faixa de temperatura em torno de 31,5°C, com entalpia AH,, de
aproximadamente 207 kJ/mol. J4 a curva DSC do peptideo antimicrobiano tritrpticina
na auséncia de plurénico F 127, demonstra o primeiro evento endotérmico, na faixa
de temperatura em torno de 27,5°C, com entalpia AH, 198,2 kJ/mol. Tal pico é
caracteristico do peptideo TRP3. No entanto ao interagir o plurbnico com a
tritrpticina h4 um alargamento e deslocamento do pico para temperaturas menores,
indicando que houve interacdo da tritrpticina com o plurénico. Através de estudos
com DLS percebemos que o raio hidrodindmico do plurénico aumenta com o
aumento de sua concentracdo, no entanto ao interagir a tritrpticina com diferentes
concentragbes de plurbnico houve um aumento significativo no diametro dos
aglomerados de plurbnico, chegando a tamanhos referentes a formacdo de
complexos, com Dy médio de aproximadamente 550 nm, e isso sugere a interacdo
do peptideo com o plurbnico. As medidas de potencial zeta ({) estdo em
concordancia com as medidas do diametro hidrodinamicos, pois quanto maior o
didmetro hidrodindmico dos aglomerados menor serd ¢, uma vez que { mede a
capacidade de mobilidade das particulas e quanto maior o tamanho da particula
menor sera a sua mobilidade.

Diante destes resultados pode-se concluir que ha interacdo entre o peptideo
antimicrobiano tritrpticina e o plurénico F127.

Palavras chave: Peptideo antimicrobiano, tritrpticina, micela polimérica,
fluorescéncia, calorimetria diferencial de varredura, dicroismo circular, espalhamento
de luz dindmico.



Abstract

The antimicrobial peptides have aroused great interest in the scientific world
due to their high activity and specificity against bacteria, fungus, virus and even
against cancer cells. The great attraction for this new drug alternative is in the fact
that he has a uniqgue mechanism of action, which hinders the creation of resistance
by pathogenic microorganisms. The tritrpticin is a PAM (antimicrobial peptide)
belonging to the family of cathelicidins and has a broad activity against gram-positive
and gram-negative bacteria and hemolytic activities. This study aimed to investigate
the interaction of tritrpticin with polymeric micelles of pluronic F127. For this study it
was used the spectroscopic techniques of circular dichroism and fluorescence as
well as the thermoanalytical technique differential scanning calorimetry (DSC) and
the dynamic light scattering (DLS) and zeta potential measurement techniques.
Fluorescence and fluorescence quenching studies have shown that peptides interact
with the polymeric micelles of the pluronic F127. CD spectra indicated that the
interaction of peptides with the pluronic polymeric micelles alter their conformation
and causes a slight shift of the bands. The F127 DSC curves showed absence of
thermal hysteresis and one endothermic event at a temperature range around 31.5 °
C with enthalpy AHmM approximately 207 kJ / mol. The DSC curve antimicrobial
peptide tritrpticin in the absence of pluronic F 127 shows the first endothermic event
at temperature range around 27.5 ° C with enthalpy AHm 198.2 kd / mol. This peak is
characteristic of the denaturing process of TRP3 peptide. However when interacting
with the pluronic with tritrpticin there is a widening and shifting of the peak to lower
temperatures, indicating that there was interaction between tritrpticin and pluronic.
Through studies DLS we realized that the hydrodynamic radius of pluronic increases
with increasing concentration, but when interacting tritrpticin with different pluronic
concentrations there was a significant increase in the diameter of the micelles,
reaching the formation of complexes with Dy medium around 550 nm, and this
suggests the interaction of the peptide with the pluronic. The zeta () potential
measurements are consistent with the measurements of the hydrodynamic diameter,
because the larger the agglomerates hydrodynamic diameter the smaller will be ,
since ¢ measures mobility capability of the particles and the larger particles the
smaller will be their mobility.

From these results it can be concluded that there is interaction between the
tritrpticina antimicrobial peptide and Pluronic F127.

Keywords: antimicrobial peptide, tritrpticin, polymeric micelle, fluorescence,
differential scanning calorimetry, circular dichroism, dynamic light scattering.
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1 INTRODUCAO

O surgimento de bactérias multirresistentes devido a capacidade que alguns
microrganismos possuem de resistirem a determinados farmacos através das
mutagcBes genéticas tem crescido de forma alarmante. Isso tem preocupado a
sociedade e impulsionado pesquisadores na busca por novas substancias
antimicrobianas, Tal problematica tem também mobilizado a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), a qual vem fazendo sucessivas alertas a respeito do assunto
(LOHNER, 2001; NORDBERG et al., 2005; WHO, 2013, 2014; 2015).

Nos compostos naturais encontramos uma fonte inesgotavel de estruturas
quimicas que dependendo de sua atividade biolégica eles podem ser utilizados no
combate de doencas. Os peptideos antimicrobianos (PAM) destacam-se dentre
esses compostos bioativos, devido a peculiaridade no seu mecanismo de acgéo
microbicida agindo na membrana celular dos microrganismos, e tais peptideos séo
raramente capazes de induzir resisténcia em microrganismos (BULLET et al., 2004).

Os PAMs constitui parte importante do sistema imune inato de fungos,
bactérias, plantas, invertebrados e vertebrados (BROGDEN, 2005; JENSSEN et al.,
2006). Os mesmos foram inicialmente identificados por Steiner e colaboradores em
1981 na hemolinfa da mariposa Hyalophora cecropia. Em virtude do seu grande
potencial contra 0s micro-organismos as pesquisas aumentaram muito e desde
entdo, mais de 2.500 peptideos ja foram e isolados e caracterizados (BULLET et al.,
2004; WANG et al.,2009).

A descoberta de novos agente antimicrobianos faz-se necessario e € de suma
importancia ultimamente, pois poucos antibiéticos convencionais foram descobertos
nos ultimos anos. No periodo entre 1983-1987 foram introduzidos dezesseis novos
compostos, porém, no periodo entre 1998-2002 apenas sete antibidticos foram
introduzidos (SPELLBERG et al., 2004).

A utilizacdo de peptideos antimicrobianos € visto como uma nova alternativa
de farmacos antimicrobianos. No entanto, a utilizacdo do mesmo como farmaco
ainda € um desafio para as pesquisas biotecnoldgicas, devido as limitacdes que
dificultam o transporte e liberagdo dessas substancias no organismo, dentre essas
limitacbes estdo a fato dos peptideos serem instaveis nas solucdes fisiologicas, e

possuirem baixa permeabilidade, o que possibilita a degradacdo enziméatica dos
13



peptideos no local de administragdo como também durante o seu percurso para o
local de acdo (ALMEIDA e SOUTO, 2007).

Para sanar essa problematica tem sido realizados estudos com utilizacdo de
micelas poliméricas como veiculo de entrega de farmacos. Dentre as vantagens da
utilizacdo de nano-particulas para entrega de farmacos estédo: a reducdo de efeitos
adversos, a protecdo do composto e liberacdo controlada da substancia nelas
encapsuladas e o aumento da penetracgao intracelular (TEIXEIRA et al., 2005).

Esta dissertacdo descreve o estudo realizado da interacdo do peptideo
antimicrobiano Tritrpticina (TRP3) com agregados molecular de Plurénico (F127),
visando obter informacdes fisico-quimicas sobre as propriedades conformacionais
do peptideo TRP3 bem como sua solubilidade e auto-associagdo em presenca de
agregados molecular do Plurdnico F127. O estudo de tal interacdo € inédito, visto
gue néo se tem relato de estudos anteriores.

Estudos anteriores relataram que a tritrpticina possui grande atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas
(SELSTED et al.,1992). Por outro lado, devido a biocompatibilidade, o plurénico
F127 é um polimero com grande utilidade como constituinte de veiculo de entrega
de farmacos no organismo e € também utilizado no emprego da sintese de
nanoparticula de ouro (KOWALCZUK et al., 2014; SHI et al., 2015).

Pretende-se com os resultados dos estudos explorar a versatilidade e as
propriedades de ambos os sistemas (peptideos antimicrobianos e micelas
poliméricas) sob o ponto de vista fisico-quimico e nanobiotecnolégico para o
potencial desenvolvimento de nanocompdsitos funcionais com propriedades
controladas e moduladas diante de mudancas de varios parametros externos tais
como pH, concentracdo, tempo, temperatura, etc. Tal nivel de controle possibilitara o
potencial uso desses nanocompdésitos em varias aplicacdes, tais como sistemas de

entrega controlada de drogas e filmes antimicrobianos.
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1.1 Peptideos Antimicrobianos

Peptideos sé@o biopolimeros de baixa massa molecular em comparacéo as
proteinas, com atividade inibitéria contra microrganismos, além de desempenharem
varias fungbes bioquimicas e que tem como mondmeros 0s aminoacidos, 0s quais
estdo ligados entre si através da ligacdo peptidica (IZADPANAH e GALLO, 2005).
De acordo com a classificagdo nutricional os aminoacidos podem ser classificados
em: essenciais, ndo essenciais, e condicionalmente essenciais (NELSON e COX,
2008).

A ligacédo peptidica é formada pela remocdo da agua (condensacdo) de um
grupo a-carboxila de um aminoacido e de um grupo a- amino de outro aminoacido
como mostrado na Figura 1. Os aminoacidos que compdem os peptideos séo
denominados residuos de aminoacidos, pois perderam um hidrogénio do grupo a-
amino e uma hidroxila do grupo a-carboxilico. O residuo de aminoacido na
extremidade carboxila € chamado residuo carboxiterminal (C-terminal) e o residuo
presente na extremidade a- amino é chamado de aminoterminal (N- terminal)
(NELSON e COX, 2008).

0 0 R

H R H
y N oP N\)—L oP
: X_+ HN —> P N + HX
R 0 R

Figura 1: Reacao de ligagdo peptidica por condensacdo (NELSON e COX, 2008).

s

Uma caracteristica peculiar dos peptideos antimicrobianos (PAMs) é o fato de
serem moléculas pequenas e de baixa massa molecular em comparacdo com as
proteinas. Em sua maioria possuem carater catibnico, com carga positiva em pH
fisiologico, devido a predominancia dos residuos de aminoacidos com carga positiva
como: arginina, lisina. Aléem de serem catidnicos os PAMs possuem uma estrutura
anfipatica, apresentando também uma regido hidrofobica (BULET; STOCKLIN;

MENIN, 2004). Dessa forma a interagdo e insercdo dos PAMs nas superficies da
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membrana anibnica dos microrganismos é facilitada pelo caréater catiénico associado
a tendéncia de adotar uma estrutura anfipatica. (BULET; STOCKLIN; MENIN, 2004).

Apesar das suas similaridades, os PAMs possuem consideraveis diferencas em
relacdo a extensdo da cadeia polipeptidica e quanto as estruturas primaria e
secundéaria apresentadas. Levando tais caracteristicas em consideracdo, varias
propostas tém sido feitas para classifica-los com base na sequéncia e estrutura
secundaria, uma delas é a reportada por Brogden a qual classifica os peptideos em:
peptideos anibnicos, peptideos que formam a- hélice, peptideos que contém
cisteinas e formam ligacdes dissulfeto, e peptideos ricos em aminoacidos
especificos. (BROGDEN, 2005):

Peptideos aniénicos. S&o carregados negativamente em pH fisioldgico e
necessitam de zinco como cofator, estes peptideos possuem uma pequena
sequéncia de aminoacidos possuindo até 10 residuos. Os peptideos aniénicos
podem ser encontrados em extratos de surfactantes pulmonares em concentracdes
da ordem de mM, como também em células epiteliais das vias respiratorias. Um
representante desse grupo € a dermicina humana.

Peptideos que formam a-hélice. S&o carregados positivamente em pH
fisiologico e ndo possuem residuos de cisteina. Sdo curtos possuindo até 40
residuos de aminoacidos, a maioria dos PAMs descritos até o momento faz parte
desse grupo. Na presenca de solventes indutores de estrutura secundaria ou
membranas modelo, tais peptideos adquirem uma conformagao (anfipatica) em a-
hélice. Um exemplo desse grupo é a magainina Il de anfibios.

Peptideos que contem cisteinas e formam ligacGes dissulfeto. Podem ser
carregados tanto negativamente como positivamente em pH fisiolégico, formam
ligacdes dissulfeto, possuem residuos de cisteinas, e adquirem uma conformacao
anfipatica em folha . Um representante desse grupo € a defensina A de insetos.

Peptideos ricos em aminoéacidos especificos. Ndo possuem cisteina e séo
carregados positivamente em pH fisiolégico. As conformacdes tendem a se
diferenciar da a-hélice e folha-B, porém o carater anfipatico € mantido. Um

representante desse grupo € a Histatina-5 de humanos e primatas superiores.
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1.1.1 Tritrpticina

O PAM tritrpticina (TRP3) € um dos peptideos que pertence a familia das
Catelicidinas e € encontrado em neutrofilos suinos (PELEGRINE et al., 2011). As
Catelicidinas pertencem a familia de PAMs mais estudada (ZANETTI, 2005).

Deve-se a Romeo e colaboradores a descoberta da catelicidinas, a mesma
ocorreu em 1988, quando tais pesquisadores estudavam a atividade antimicrobiana
do extrato de neutréfilo bovino e isolaram um peptideo de doze residuos de
aminoacidos ciclizado por uma ligacdo dissulfeto. Posteriormente mais dois
peptideos antimicrobianos de neutrdfilos foram purificados, o Bac 5 (um peptideo de
43 residuos ) e Bac 7 (um peptideo com 60 residuos, rico em prolina) (GENNARO et
al. 1989). Em 1995 o termo catelicidinas foi proposto para classificar tal grupo de
peptideos, o nome catelicidinas foi escolhido com o intuito de reconhecer a
existéncia da relacdo evolutiva de uma nova familia de proteinas com a catelina,
uma proteina isolada dos neutrofilos suinos (ZANETTI et al.,1995).

Pungercar e colaboradores (1993), objetivando identificar peptideos com
atividade antimicrobiana e uma proteina precursora da catelina, realizaram um
screening na biblioteca de cDNA da medula suina e identificaram dois clones
relacionados, tais clones codificavam um precursor potencial. O maior deles
codificava uma proteina com duzentos e vinte e oito residuos, sendo que noventa e
oito residuos da extremidade N- terminal eram similares a catelina; e cento e um
residuos no C-terminal possuiam grande quantidade de residuos de R e P.

Para identificar a atividade funcional deste percursor potencial, foram
sintetizados peptideos de varios tamanhos correspondentes ao C-terminal da
proteina, e identificaram, assim, uma sequéncia com ampla atividade antimicrobiana,
do peptideo tritrpticina (TRP3) (LAWYER et al.,1996). Este, peptideo € catibnico em
pH neutro, contém wuma sequéncia de 13 residuos de aminoacidos
VRRFPWWWPFLRR, e alta porcentagem de Arg 30% e Trp 23%. O PAM TRP3 tem
um largo espectro de atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, alguns fungos e células de mamiferos, sendo estas tumorais ou
ndo (LAWYER et al.,1996; FARNAUD et al., 2004; YANG et al., 2009; INFANTE et

al., 2011), bem como atividade hemolitica, porém, tal atividade sé acontece a
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concentracdo extremamente superior as requerida para atividade antimicrobiana
(YANG et al., 2002).

O potencial de acao da tritrpticina segue a ordem decrescente, em que a acao
contra as bactérias (Gram-positiva e Gram-negativas) estdo no topo, logo em
seguida vem a acdo contra os fungos e por ultimo acdo contra as células de
mamiferos (tumorais ou ndo). Estudos também mostraram um efeito sinérgico entre
o PAM tritrpticina e outros antibiéticos contra bactérias gram-negativas (CIRIONI et
al., 2006; GHISELLI et al. 2006).

Estudos mostraram que a atividade de TRP3 varia com a substituicdo dos
residuos de amino&cidos. Schibli e colaboradores perceberam um aumento de
atividade contra bactéria Gram-positivas e diminuicdo da atividade hemolitica com o
aumento da carga liquida do peptideo de + 4 para + 5 e com C- terminal aminado

(SCHIBLI et al., 2006). A Figura 2 mostra a estrutura do peptideo tritrpticina.

Figuras 2: Estrutura da tritrpticina (CHAN et al.,2006).

A denominacao tritrpticina deste peptideo é devido aos trés residuos de Trp
consecutivos. (LAWYER et al.,1996). Os residuos de Trp estdo envolvidos na
condensacéo das proteinas formando a parte hidrofobica (KLEIN_SEETHARAMAN
et al., 2002). Enquanto que os dois residuos de Pro na tritrpticina desempenham
uma funcdo estrutural permitindo uma conformacdo bem definida de “turn—turn”
guando ligado a uma membrana (ROZEK et al.,2000; SCHIBLI et al.,1999).
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A sequéncia de residuos dos aminoacidos que compdem o peptideo
tritrpticina € quase palindrémica, pois possui dois residuos catidnicos de Arg nas
proximidades de ambos os terminais seguidos por Phe e dois residuos de Pro que
blindam os trés residuos de Trp centrais, isso faz com que o peptideo adote uma
conformacdo anfipatica assemelhando-se a uma forma de cunha em micelas de
SDS (SCHIBLI et al.,1999).

A caracteristica anfipatica desempenha um papel chave no mecanismo de
acao antimicrobiana, pois a porcao hidrofilica inicia a interacdo do peptideo com as
cabecas polares negativamente carregadas dos fosfolipidios da superficie da
bactéria. A por¢cdo hidrofébica permite que os peptideos entrem no interior da
membrana (WU et al., 1999).

De acordo com experimentos de supressao de fluorescéncia do triptofano os
residuos hidrofobicos de Trp interagem com a regido interfacial da bicamada lipidica
(SCHIBLI et al.,1999), pois o anel inddlico tem uma forte preferéncia para a regido
interfacial, (CHAN et al., 2006; PLANQUE et al., 2003) enquanto os residuos
cationicos de Arg interage com as cargas superficiais anibnicas da bicamada. A
conformacao anfipatica da tritrpticina ocorre, pois a mesma rompe Varias interacdes
de hidrogénio intra-moleculares que seriam criados se formasse uma estrutura
secundaria normal, tal como uma hélice ou de uma folha de $ (SCHIBLI et al.,1999;
SCHIBLI et al., 2002). A estrutura primaria da tritrpticina é notavel em virtude de seu
alto teor de Arg, Trp e residuos Pro, 0s quais Sao cruciais para a sua interagdo com
fosfolipidios (NAGPAL et al.,2002).

Varios estudos para entender o mecanismo de agdo do PAM TRP3 em
membranas lipidicas foram realizados (YANG, 2002; NAGPAL et al.,2002). No
entanto, seu mecanismo de acao nao esta totalmente estabelecido. Em estudos da
interacdo do peptideo tritrpticina com bicamadas lipidicas planas verificou-se que o
peptideo possui atividade tipo canal ibnico e foi proposto atuar através de um
mecanismo de poro toroidal (SALAY et al., 2004). Resultados usando filmes de
Langmuir (SALAY et al.,2012) e de experimentos espectroscépicos (BOZZELI et al.,
2012) corroboram com esse mecanismo.

O processo inicial da interacdo entre o peptideo e a membrana lipidica se da
através da atracdo eletrostatica entre os PAMs catibnicos e a membrana dos

microrganismos procariontes carregada negativamente. Os residuos de Arg
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possibilitam esta interagdo, pois sao cationicos e estabelecem interacbes de
hidrogénio estaveis com os grupos fosfodiéster (MANDELL et al., 2007; WOODS e
FERRE, 2005). Os residuos de Arg ao interagir com a membrana lipidica puxam o
fosfodiéster, grupos de cabeca fosfolipidicas através da parte hidrofébica da
membrana enquanto arrasta simultaneamente interagdes de hidrogénio com
moléculas de &gua para formar um poro toroidal permeével (LIU e WILSON, 2010).

Estudos realizados por Salay e colaboradores com bicamadas lipidicas planas
mostraram que o TRP3 tem preferéncia em interagir com bicamadas carregadas
negativamente (SALAY et al., 2004). Além dessa preferéncia de interagdo com
lipidios carregados negativamente, a TRP3 exibe seletividade para lipidios com a
cabeca polar PG, tal seletividade foi notada em estudos com monocamadas lipidicas
(SALAY et al., 2012)

Estudos recentes mostraram que o PAM tritrpticina € capaz de inibir a sintese
de RNA, DNA e proteinas em E. coli. Essa inibicdo foi atribuida ao colapso das
funcdes bacterianas em decorréncia da permeabilizacdo da membrana (ARIAS et
al.,, 2015). Foi observado, em sistema modelo que ouve vazamento do
compartimento aquoso interno de vesiculas lipidicas encapsuladas com sondas
fluorescentes, o qual foi induzido pela acdo do TRP3 (SCHIBLI et al., 2006;
ANDRUSHCHENKO et al.,2008; NGUYEN et al.,, 2011; BAGHERI et al.,2012.
Estudos demostraram também que o peptideo TRP3 tem a capacidade de
despolarizar a membrana plasmética de E. coli e S. aureus (YANG et al., 2006; ZHU
et al., 2006).

1.2 Mecanismo de ac¢do dos PAMS

Nos antibioticos classicos 0 mecanismo de acdo baseia-se nha inibicdo
enzimatica e tal processo é lento, sendo que 0s mesmos agem sobre um numero
limitado de macromoléculas (LOHNER e PRENNER, 1999; FISCHBACH e WALSH,
2009). Dessa forma os PAMs levam vantagem em relagcdo aos antibioticos
convencionais, pois, atuam na escala de tempo de minutos, interagindo na superficie

de células bacterianas causando modificagdo na estrutura da bicamada lipidica
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levando a lise celular. Outra vantagem que os PAMs tém, é a capacidade de agirem
sobre multiplos alvos macromoleculares como: membrana, &cidos nucléicos,
mitocondria, proteinas citoplasmaticas (BROGDEN, 2005; JENSSEN et al, 2006;
FJELL et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2012). Tal peculiaridade dos PAMs em relacéo
ao seu mecanismo de acdo e reduzido tempo de resposta impossibilita aos
microrganismos a criacao de resisténcia. (BULET et al.,2004).

Os PAMs com potencial citotoxico sao seletivos e induzem a apoptose celular
por meio da acumulacdo de ROS (estresse oxidativo), especialmente o radical
hidroxila, causando o vazamento do material do citocromo por despolarizagao
completa da membrana mitocondrial (MCILWAIN et al, 2013; OYINLOYE et al.,
2014).

Os PAMs possuem duas caracteristicas fisicas significativas, os residuos
hidrofébicos e carga catibnica (LOHNER, 2001). A hidrofobicidade tem grande
importancia na interacdo entre peptideos e a membrana plasmatica (YEAMAN e
YOUNT, 2003), pois ela permite que um composto desloque da fase aquosa para a
fase hidrofébica da membrana (ZHAO, 2003).

A carga positiva dos peptideos faz com que eles sejam atraidos por
componentes com carga negativa, Em bactérias Gram-positivas os peptideos sao
atraidos pelo acido lipoteicdéico, ja em bactérias Gram-negativas os peptideos sao
atraidos pelo sulfato de heparina, presentes na membrana externa da mesma
(JENSSEN, 2006). De fato, os peptideos antimicrobianos possuem seletividade
especifica ao tipo de grupo cabeca, como por exemplo, a propria tritrpticina (SALAY
et al., 2012; BOZELLI et al., 2012).

A membrana plasmatica dos microrganismos procariéticos possui uma
constituicdo diferente da composicdo dos seres eucariotos o que favorece a
seletividade dos PAMs por seres procarioticos. Tais diferengas constitucionais entre
as membranas resultam também na diferenciacao das caracteristicas fisico-quimicas
entre as membranas dos seres procariontes e dos seres eucariontes (YEAMAN e
YOUNT, 2003).

Os principais grupos cabeca de fosfolipidios que constituem a membrana dos
eucariotos séo: esfingomielina (EM); fosfatidilcolina (PC); fosfatidiletanolamina (PE).
Ja os seres procariontes possuem na constituicdo da sua membrana moléculas

lipidica, grupos com cabecgas de carga negativa, tais como: cardiolipina (CL);
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fosfatidilserina (PS), fosfatidilglicerol (PG), acido lipoteicoico e heparina as quais
atraem os peptideos catidnicos (YEAMAN e YOUNT, 2003).

Alguns modelos tém sido proposto para explicar a permeabilizacdo da
membrana por PAMs (TEIXEIRA et al., 2012) Entre os modelos propostos trés sao
mais aceitos. Os quais sédo: formacgéo de Barril; formacéo de Tapete e Poro Toroidal.
Tais modelos apresentam uma etapa inicial em comum que corresponde a atracao
eletrostatica dos peptideos catidnicos pela membrana anibnica dos seres

procariontes (Figura 3).

Figura 3: Mecanismo de acdo PAMs: A) Formacao de barril B) Formacéo de tapete e C) Poro toroidal
(POKORNY e ALMEIDA, 2005).

1.3 Plurdnico F127.

Diversos sistemas poliméricos tais como, as micro e nanoparticulas
poliméricas e os hidrogéis poliméricos estdo sendo estudados para o transportes de
drogas farmacéuticas, peptideos e proteinas. A utilizacdo destes sistemas sana a
problematica encontrada na administracdo de peptideos e proteinas em relacdo a
degradacdo enzimatica e neutralizacdo no organismo e favorece a liberacdo
prolongada dos farmacos resultando em maior atividade (STEVENS,1999).

Polimeros sdo substancias de alta massa molar constituidos de unidades
repetitivas denominadas de mondmeros, que estao presentes na natureza na forma
de carboidratos, proteinas, lipideos, acidos nucleicos e peptideos e desempenham
importantes funcdes bioldgicas. A reatividade quimica bem como as propriedades
dos polimeros depende da unidade monomeérica e da maneira como eles estao
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reunidos (STEVENS, 1999). Os polimeros sao classificados de acordo com o tipo e
a quantidade de monémeros que possuem. Os homopolimeros sdo 0s que possuem
apenas uma unidade monomeérica, ja aqueles que possuem duas ou mais unidades
monomericas sdo denominadas de heteropolimeros. Os polimeros também podem
ser classificados de acordo com a disposicdo de seus mondmeros como: em bloco,
alternado, estatistico e enxertado (YOKOYAMA, 1992).

O plurénico € um polimero anfifilico formado por monémeros de polioxietileno
e polioxipropileno, sua estrutura € mostrada na Figura 4, estes polimeros se
organizam em micelas poliméricas, e tal comportamento permite que farmacos
sejam solubilizados no interior da micela polimérica (KABANOV et al., 1992) ou, que
o farmaco fique alternativamente conjugado com o polimero formador das micelas
(YOKAYAMA et al., 1998).

H= Ha2 H Hz Hx Hx
OH*PC - O CcC—Cc —O o —C —O H
= | x
CHa

Pluronico FA127: EO100-POS5-EO100

Figura 4. Estrutura quimica do Plurénico, EO: Oxietileno, PO: oxiproprileno (SEZGIN et al., 2006)

Existe uma grande variedade de copolimeros em bloco que apresentam
carater anfifilico, ou seja, possuem um bloco de carater apolar (hidrofébico) e outro
bloco de caréater polar, ou hidrofilico (MYERS, 1992). Moléculas anfifilicas se auto-
organizam para formar uma variedade de estruturas em nano- e microescala em
solucdo aquosa (SCHREIER et al, 2000). As mais comuns estruturas
tridimensionais incluem micelas (Figura 5), vesiculas e géis moleculares (BRANCO e
SCHNEIDER, 2009).

Micelas consistem tipicamente de um nucleo interno hidrofébico que é
cercado por uma camada hidrofilica exposta ao solvente (BROMBERG, 2008);
Estruturas micelares tendem a se formar espontaneamente a partir de moléculas
anfifilicas acima da concentracdo micelar critica (CMC) e da temperatura micelar
critica (TMC). Essa espontaneidade na formacao de micelas é possivel, pois h4 uma
reducd@o na energia livre do sistema, que ocorre em virtude de um ganho entropico
de solvatacdo, pois o segmento do polimero hidrofobo € removido do ambiente

aguoso e agrupado (MONDON et al., 2008). O seguimento hidrofébico é agrupado
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através de interacdes de Van der Waals enquanto o segmento hidrofilico restabelece
uma rede através de intera¢des de hidrogénio com agua (TORCHILIN, 2007).

i i Camada
Copolimero dibloco / hiaroalioa
Bloco
hidrofilico § o
>
i i i i i I Nucleo
Bloco - hidrofobico

hidrofébico
Copolimeros tribloco

|""“<“1/£3\§\?

Copolimeros multiplock 1° Camada

hidrofili
Bloco menos/ﬁ:—"f’ idrofilica
hidrofobico = ‘., M
Bloco mais -

hidrofébico

¥

Y

" Segunda camada

Micela de camada dupla

Figura 5. Formas micelares formadas espontaneamente em meio aquoso (TORCHILIN, 2007).

As vesiculas sdo estruturas esféricas formadas por uma bicamada de
moléculas anfifilicas (DISHER e EISENBERG, 2002). Alguns parametros do
copolimero como a fracdo de volume de cada bloco e a energia de interacao entre
0os mondmeros irdo determinar se a membrana de dupla camada ira fechar-se
espontaneamente em uma vesicula, ou formar uma estrutura lamelar plana
(HAMLEY, 2005).

Os géis moleculares ou hidrogéis (Figura 6) sdo sistemas que apresentam
estrutura tridimensional de cadeias de polimeros sollveis em agua altamente porosa
que pode ser facilmente modelada pelo controle do nimero de ligagbes cruzadas e
pela hidrofilicidade. A porosidade permite a liberacdo de farmacos a uma taxa
dependente do coeficiente de difusdo das moléculas no hidrogel. A biodegradacéo
ou dissolucdo desses sistemas pode ocorrer por via enzimatica, hidrolitica ou
dependente de modificacdes do meio (pH, temperatura ou campo elétrico) (LEE e
YUK, 2007).
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Figura 6: Representacéo da estrutura do hidrogel. (MELO et al., 2012).

Os géis sensiveis a temperatura sao sistemas promissores para o0
desenvolvimento de formulacdes injetaveis. Solucbes aquosas de certos polimeros
exibem baixa viscosidade a temperatura ambiente, permitindo que a solucédo flua
pela seringa durante a injecdo, e exibe um intenso aumento de viscosidade em
temperaturas mais elevadas, produzindo um gel como um depdésito do farmaco a
temperatura corporal. Muitos polimeros com essa sensibilidade térmica tém surgido
tais como o copolimero dos 6xidos de etileno e propileno (LIU et al., 2007).

O plurbnico F127 € um gel termo reversivel (YEON et al.,, 2000). Esta
propriedade permite que o plurénico seja utilizado como um veiculo de entrega para
a maioria das vias administrativas incluindo a via oral, topica (PADILLA et al., 2000),
intranasal (JAIN et al.,1991), vaginal, retal (RYU et al., 1999), ocular (LI e SUNG,
2000), e vias parenterais (KOLLER e BURI, 1987). Também tem sido descrita a
utilizacdo potencial do plurénico F-127 como uma pele artificial (DIBIASE &
RHODES, 1996).

Recentemente Li e colaboradores desenvolveram um sistema para
encapsulamento e entrega direcionada do anti-cancerigeno Doxorrubicina, utilizando
nanocarregadores a partir do plurdénico F127 funcionalizados com sequencias do
aminodacido peptidico PV7 em sua extremidade. Tal sistema obteve uma eficacia de
encapsulamento de 72,66% e as nanomicelas funcionalizadas apresentaram uma
maior absorgéo celular como também se mostraram mais eficientes na liberagédo da
Doxorrubicina (LI et al., 2013).

ALAKHOQV e colaboradores estudaram a possibilidade de encapsulamento e

administracdo oral do acetato de magestrol, o qual € um farmaco hidrofébico
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utilizado no combate ao cancer de mama, e obtiveram resultados que apontaram um
aumento de 1,5 a 2 vezes na biodisponibilidade do farmaco nos ratos modelos em
comparacdo ao sistema de controle, isso denota a eficiéncia dos sistemas
nanoencapsulados formados pelo plurénico F127 (ALAKHOV et al., 2010).

A solubilidade do plurdnico F127 diminui a medida que a temperatura
aumenta devido a diminuicédo do efeito de solvatacéo e das interagOes de hidrogénio
(GILBERT et al.,1986).

As micelas de copolimero tribloco sdo compostas de um nucleo hidrofébico
que serve como uma cavidade para a encapsulacao de agentes hidrofébicos, e um
escudo hidrofilico que proporciona estabilidade aquosa (HALL et al., 2007; LOW et
al., 2007). Portanto, as micelas podem ser usadas para carregar alta concentracao
de farmacos para terapia do cancer. Além disso, estas micelas tém estabilidade
metabolica e maior tempo de circulagdo no sangue. O plurbnico (F127) é um
copolimero tribloco (Figuras 5 e 7) que forma nanoparticulas micelares, o0s
plurdénicos sdo considerados como 0s polimeros biocompativeis mais usados para
estudos in vivo (PAN et al., 2003).

§ \% [Copeolimere tribloco]
i I,

=z [ -

@’E Temperatura

Mondmero

Micelas

Figura 7: Micela de tribloco de Plurénico (SINGH et al.,2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a auto-associacdo e a interacdo molecular do peptideo
antimicrobiano tritrpticina TRP3, com micelas poliméricas ndo i6nicas de Plurdnico
F127.

2.2 Objetivos especificos

» Sintetizar o Peptideo Antimicrobiano Tritrpticina (TRP3);

» Obter informacgBes sobre a solubilidade e auto-associacao do peptideo TRP3
em presenca de aglomerados molecular de Plurénico F127;

* Investigar aspectos estruturais e dinAmicos dos peptideos nesse sistema,

através de espectroscopias de Fluorescéncia e de Dicroismo Circular;

* Avaliar as possiveis interacbes do peptideo TRP3 com agregados
moleculares de Plurbnico F127, através das técnicas de espalhamento
dindmico de luz (DLS), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), Potencial
Zeta.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Acido citrico (MM, 210,14 g mol™), Potassio fosfato monobasico (MM, 136,09
g mol™), Acido bérico (MM, 61,83 g mol™), Amino&cidos: Fmoc-Arg-OH, Fmoc-Leu-
OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Pro-OH , Fmoc-Val-OH, Resina Wang,
N,N-dimetilformamida (DMF), Diclorometano (DCM), Eter, Plurdénico F127 (MM
12.600g mol™, Sigma- Aldrich), Acrilamida, &gua ultrapura, qualidade Milli- Q
resistividade 18,2 MQ.cm.

3.2 Métodos

3.2.1 Sintese do peptideo tritrpticina

Inicialmente os peptideos foram sintetizados utilizando a técnica denominada
de sintese de peptideos em fase solida (SPFS). Tal técnica foi desenvolvida por
Bruce Merrifield o que Ihe garantiu ao Prémio Nobel de quimica em 1984, com a
sintese da bradicinina (CAREY; 1996) podemos encontrar publicacdo de diversas
revisbes com esse método de sintese (Merrifield, 1964; Fields e Noble, 1990). Este
método apresenta como principal vantagem a obtencdo de uma variedade de
sequéncias peptidicas diferentes em um curto espaco de tempo. Tal técnica baseia-
se no crescimento da cadeia peptidica adicionando-se aminoacido a aminoacido a
sua regido N-terminal. Desta forma, a sintese ocorre da direcdo C-terminal para a N-
terminal, permanecendo o peptideo ligado a um suporte polimérico ou resina (fase

sélida) durante todo o processo.
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Nesta pesquisa foi utilizada a resina Fmoc- Arg- Wang na sintese do peptideo
tritrpticina. A resina de Wang € um material inerte, ndo-soluvel que tem grupos
funcionais de alcool primario. Os grupos hidroxilo podem ser facilmente esterificados
com os grupos carboxilo de aminoacidos N-protegidos no processo de derivatizacéo
de resina.

Sdo empregadas duas estratégias para a SPFS: a quimica Boc, usando o
composto t-butiloxicarbonila para a protecdo dos grupos N-terminais dos
aminoacidos, e a quimica Fmoc, que utiliza o composto 9-fluorenilmetiloxicarboxila
(Fmoc).

Os acoplamentos dos Fmoc-aminoacidos foram realizados pela ativacdo dos
grupos carboxilas com a combinacao: O-(Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluréniohexafluorofosfato (HBTU). Todos os Fmoc-aminoacidos e reagentes
foram usados com 2 vezes de excesso em relacdo a quantidade de grupos reativos
na resina inicial. A retirada do grupo Fmoc base-labil foi efetivada pela lavagem em
20% metil-piperidina/DMF durante 20 min. Entre cada passo foram efetuadas
lavagens com dimetilformamida (DMF) e diclorometano (DCM), para eliminacdo do
excesso de reagentes e subprodutos.

Buscando conhecer a eficiéncia dos acoplamentos foi feito o teste de ninidrina
(Kaiser et al., 1970). A ninidina reage com grupos amino livres, liberando um
composto de cor azul, sendo, portanto um indicativo da eficiéncia dos passos de

acoplamento. (Figura 8).
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Figura 8: Reacdo que ocorre durante o teste de ninidrina. Extraido de: Chemicals and
reagents, 2008-2010, Merck.
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Para a sintese do peptideo tritrpticina foi utilizado o protocolo apresentado na

Figura 9.
INiClO
2 X DMNIF -2
1 x 20% piperidina em DMF S
1 x 20% piperidina em DMF por 20 min. [| "F°FROTECRC
2 X DMF
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Figura 9: Esquema da Sintese de Peptideos em Fase Sélida.

3.2.1.1 Reac0es de Clivagem

Para a realizacdo da clivagem do peptideo ao final da sintese foram utilizadas
diferentes solu¢des as quais continham o acido trifluoracético - TFA (Merck®),
responsavel pela clivagem e os supressores de reacdes colaterais: triisopropilsilano
(TIS) (Acros Organics®) e agua Milli-Qe;

A clivagem foi feita em frasco de cintilagdo sob agitacdo branda por 2 h. O
volume utilizado foi na proporcdo de 10 mL de solucdo para cada 1 g de resina.
Depois da clivagem foi feita a precipitacdo do peptideo e da resina com éter etilico
gelado, descartando-se o sobrenadante. No final para separar a resina o peptideo foi
dissolvido com uma solucdo contendo 0,045% de TFA em agua ultrapura e

centrifugado, depois liofilizou o sobrenadante resultante contendo o peptideo.
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3.2.1.2 Purificacao e caracterizagdo dos peptideos

A purificacdo do peptideo sintetizado foi realizada em um cromatografo liquido
de alta eficiéncia (CLAE) em modo semi-preparativo, com solvente A (0,045% de
TFA em H20) e solvente B (0,036% de TFA em ACN), com fluxo de 5 mL/min e
comprimento de onda de deteccdo de 220 nm, e uma coluna C18 da marca
Phenomenex (tamanho 250 mm x 10 mm, 300 A , tamanho da particula de 5 um).
Ao terminar a purificagdo e liofilizacdo dos materiais obtidos, foi realizada a anélise
de pureza de cada fracdo, por meio de CLAE em um aparelho analitico Shimadzu,
com coluna 4,6 mm x 150 mm, de fase reversa C18 Ultraspehere Phenomenex, 300
A, tamanho da particula de 5 ym, deteccdo em 220 nm, utilizando um programa
gradiente de 5 a 95% de solvente B em 30 min com fluxo de 1 mL/min.

Para confirmar a obtengc&do do material desejado foi feito a analises da massa
molecular do peptideo, por meio de espectrometria de massas com aparelho Bruker

injecdo ion trap, modo eletrospray positivo (MS+) faixa de 200-2000 g/mol.

3.2.2 Preparagao das amostras

3.2.2.1 Preparacao da solucdo tampéao PBC

Para a preparacao da solucdo tampédo PBC (Fosfato-Borato-Citrato) 5 mmol L
! com pH = 7,4 foi 0,10507 g pesado &cido citrico, 0,0309 g &cido bérico e 0,0680 g
potassio fosfato monobasico e diluido em agua ultra pura, depois ajustou-se o pH
para 7,4 com solucéo de hidréxido de sédio a 0,1 mol L™,
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3.2.2.2 Preparacéao da solucéo de plurbénico F127

Inicialmente foi preparado uma solugcéo estoque com concentracdo de 2000
umol.L™ de plurénico F127 para a preparacdo dessa solucéo foi pesado 0,02585 g
de plurénico F127 e diluido em 1025,8 mL de solucdo tamp&o PBC 5 mmol L™ com
pH 7,4. Depois esta solucdo estoque foi diluida para concentracdes menores de

acordo com a necessidade dos diferentes experimentos utilizados.

3.2.2.3 Preparacdao da solucdao de tritrpticina

Foi feito uma solucéo estoque do peptideo tritrpticina com concentracao de 76
pumol L* para a preparacdo dessa solucdo foi pesado 0,00029 g do peptideo
tritrpticina e diluido em 2,0 mL de solucdo tamp&o PBC 5 mmol L™* com pH 7,4.
Depois esta solugcéo estoque foi diluida para concentracbes menores de acordo com
a necessidade dos diferentes experimentos utilizados.

3.3 Experimentos

3.3.1 Andlise da fluorescéncia da tritrpticina

A tritrpticina € um PAM constituido de 13 residuos de aminoacidos sendo que
3 desses residuos sé&o de Triptofano. Este aminoacido é fluorescente quando
excitado em A ¢ 280 nm (comprimento de onda de méaxima absorcao) ele emite um
espectro muito bem definido com um maximo de emissdo em 353 nm em agua com
pH neutro (LAKOWICZ, 2006).
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Os estudos de espectroscopia de fluorescéncia foram realizados em um
equipamento da Shimadzu modelo RF-5301PC. Os experimentos foram feitos em
temperatura ambiente (20 £ 1°C); o comprimento de onda de excitacdo foi de 280
nm e o espectro de emissao foi adquirido entre 300 e 450 nm. O experiéncia foi
realizada com uma cubeta de quartzo, especifica para fluorescéncia, de caminho
optico de 2 mm.

O primeiro passo da experiéncia foi medir a fluorescéncia do peptideo
tritrpticina livre na solucdo tampdo PBC 5 mmol L?, pH 7,4. Foi colocado na cubeta
350 uL da uma solugdo do peptideo 20 pmol L™, apds essa medida inicial do branco
foi inserida aliquota de solucdo de plurénico em tamp&o PBC 5 mmol L™, pH 7,4 com
concentracdo de 2000 pmol L de modo a se obter curva de intensidade de

fluorescéncia versus concentracdo de micelas poliméricas.

3.3.2 Experimento de supressao por acrilamida

Para os experimentos de supressao de fluorescéncia do Trp, foi adicionado
em solucdo tampdo PBC 5 mmol L™, 350 uymol.L™ de plurénico e 20 umolL™ de
tritrpticina depois foi acrescentado diferentes concentragdes de acrilamida
Comprimento de onda de excitagdo de 280 nm foi utilizado e as intensidades de

fluorescéncia foram monitoradas a cada adicéo de acrilamida.

3.3.3 Experimento de Anisotropia

Foram realizados duas medidas de anisotropia uma em tritrpcina 20 ymol L*
em solucdo PBC 5 mmol L™ e outra medida da tritrpticina com plurénico 350 pymol L°
! Para realizacdo das medidas foi utilizado dois polarizadores, um polarizador para
polarizar a luz de emisséo e outro para polarizar a luz de excitagdo. O comprimento

de onda de excitagao foi de 280 nm.
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3.3.4 Experimento de espectroscopia de Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular foram registrados utilizando-se um
espectropolarimetro JASCO J-815, acoplado a um sistema de controle de
temperatura Peltier Jasco modelo PFD-425S, os espectros foram obtidos a 21 °C, na
faixa A de 190 a 250 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo com 0,1 mm de
caminho Optico, em seis varreduras consecutivas por amostra.

Para investigar os aspectos conformacionais, peptideos liofilizados foram dissolvidos
em solugdo tampdo PBC 5 mmol L™ em pH 7,4 obtendo assim uma solugdo de

peptideo de 20 pmol.L™,

3.3.5 Medidas de Espalhamento de Luz Dinédmico (DLS)

As medidas de DLS foram realizadas para solucdo de tritrpticina 50 pmol L™
na presenca de plurénico F127 com diferentes concentragbes. E também para
solucdo de F127 em tamp&o PBC 5 mmol L™ nas com diferentes concentracées.

As medidas foram realizadas na Universidade Estadual Paulista- UNESP -
departamento de fisica - Laboratério de Fisica de Colbides sob a orientacdo do
professor Dr. Eloi da Silva Feitosa, utilizando um instrumento Brookhaven
Instruments Corp, Holtsville, EUA, equipado com laser de comprimento de onda 633
nm, com angulo de espalhamento ajustavel operando a uma poténcia ajustavel de
até 15 mW, e temperatura da amostra ajustavel através de um banho termostatico

(Poly Science temperature control, modelo 91A0A11B.
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3.3.6 Medidas de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As medidas de DSC foram realizadas para solucéo de tritrpticina 50 umolL™
na presenca de diferentes concentra¢des de plurénico F127. E também para solucéo
de F127 em tamp&o PBC 5 mmol L™ com diferentes concentracdes.

As medidas foram realizadas na Universidade Estadual Paulista- UNESP -
departamento de fisica - Laboratério de Fisica de Colbdides sob a orientacdo do
professor Dr. Eloi da Silva Feitosa em um microcalorimetro diferencial de varredura
(DSC), modelo VP-DSC (Microcal. Inc. Northampton. MA — EUA), e a andlise dos

resultados foi realizada usando o software Origin 7.0.

3.3.7 Medidas de Potencial zeta

As medidas de Potencial Zeta foram realizadas para solugéo de tritrpticina 50
umolL™ na presenca de diferentes concentracdes de plurdnico F127. E também para
deferentes concentracdes de solucéo de F127 em tamp&do PBC 5 mmol L™

As medidas foram realizadas na Universidade Estadual Paulista- UNESP -
departamento de fisica - Laboratério de Fisica de Colbides sob a orientacdo do
professor Dr. Eloi da Silva Feitosa em um o equipamento de DELS (Zeta Pals,
Brookhaven instruments Corporation, Holtsvile, EUA) tal equipamento possui alta

poténcia 35 mW e é equipado com um laser de diodo.
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3.4 TECNICAS UTILIZADAS

3.4.1 Espectroscopia de Fluorescéncia

O fenbmeno de luminescéncia ocorre na maioria das vezes na regiao do
UV/Visivel (VALEUR, 2001). Stokes em 1852 desenvolveu o primeiro estudo sobre
luminescéncia. Neste estudo ele utilizou sulfato de quinina e observou que a luz
emitida tinha um comprimento de onda maior que o da luz absorvida. A diferenca na
energia de absorcdo e emissdo € denominada de deslocamento de Stokes
(STOKES, 1852). A luminescéncia é classificada em fluorescéncia e fosforescéncia
dependendo do processo de relaxacéo (LAKOWICZ, 2006).

A fluorescéncia é a emissao de féton a partir de um estado excitado singleto,
em que a orientacdo de spin ndo muda pelo elétron excitado, continuando
emparelhado. Dessa forma o retorno ao estado fundamental é permitido e ocorre
rapidamente pela emissdo de um foton. A taxa de emissédo de fluorescéncia é da
ordem de 10%s™, entdo o tempo de vida de fluorescéncia tipico é da ordem de 107°s.
Porém, a fosforescéncia é a emissao de luz a partir de um estado excitado tripleto,
no qual a orientacdo de spin é mudada pelo elétron excitado e fica desemparelhado
com o elétron que permaneceu no orbital fundamental. Isto faz com que as
transicOes para o estado fundamental sejam proibidas e as taxas de emissédo sejam
mais lentas, estando compreendidas na faixa de 10° -10° s™. Deste forma, o tempo
de vida da fosforescéncia € da ordem de milissegundos a segundos possibilitando
grande tempos de vida. Os processos de desativacdo tais como o decaimento nao
radioativo e processos de supressao competem com a emissao o que faz com que a
emissao de fosforescéncia ndo seja comumente observada em solucdes fluidas a
temperatura ambiente (LAKOWICZ, 2006).

A técnica de fluorescéncia se baseia na propriedade que alguns grupos,
chamados fluoréforos, possuem de emitir luz na faixa de comprimento de onda do
espectro visivel, ou seja, entre o infravermelho e o ultravioleta. Os fluoréforos podem

ser do tipo intrinseco, os quais estdo contidos nas moléculas e emitem luz
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naturalmente, ou extrinsecos que séo adicionados ao sistema para desempenharem
a funcéo de sonda (LAKOWICZ, 2006).

Varios tipos de estudos utilizam as técnicas de fluorescéncia, pois as sondas
utilizadas nesta técnica dao informacbes relativas a parametros da estrutura e
dindmica do microambiente que as contém, fluidez/viscosidade, polaridade e permite
também determinar a forma em que ocorre a variacdo de temperatura (VALEUR,
2001) Outra grande vantagem em utilizar técnicas de fluorescéncia é a sua elevada
sensibilidade e possibilidade de estudar processos que ocorrem durante periodo de
tempo muito curto entre 109 s até 10* s (GONCALVES, 2001).

O diagrama de Jablonski (Figura 10) ilustra os processos de excitagédo e de

relaxacdo de uma molécula.
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Figura 10- Diagrama de Jablonski. Representacdo dos processos de absorcdo e relaxacdo de uma
molécula e seus tempos caracteristicos (LAKOWICZ, 2006).

Ao observar o diagrama de Jablonski podemos notar o deslocamento de
Stokes, ou seja, que a fluorescéncia (emissdo) ocorre em menores energias ou
comprimentos de onda mais longos que o processo de absorgédo (STOKES, 1852).

Uma amostra se torna fluorescente quando ha a emissao de féton. Assim
sendo a fluorescéncia é um tipo de decaimento radiativo, o qual ocorre apds uma
molécula ter sido excitada eletronicamente, sendo que este decaimento radiativo é
resultante da liberacdo do excesso de energia da molécula excitada ao retornar ao
seu estado fundamental (LAKOWICZ, 2006).
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A absorcéo do triptofano é devido a transicdes T —> T no anel indélico. A
banda de comprimento de onda curto (220 nm) é devido & transi¢do B, enquanto a
banda de comprimento de onda longo (260-290 nm) é constituido pelas duas
transicOes sobrepostas enquanto a banda de comprimento de onda longo (260-290
nm) é constituido pelas duas transicées sobrepostas 'La e 'Lg com vetores quase
perpendiculares uma & outra. A transicdo 'L* é sensivel & polaridade dando origem a
um ligeiro deslocamento no espectro de absorbancia. Acredita-se que transicéo *La

€ o0 principal contribuinte para a emissao (LAKOWICZ, 2006).

3.4.2 Processos de supressao de fluorescéncia

Supressdo de fluorescéncia é a capacidade que algumas substancias
possuem de desativar a emissdo de fluorescéncia de uma molécula excitada em
virtude de interacfes com outra molécula, ndo excitada (BALTROP e COYLE, 1978).
Este fenbmeno de supressédo é observado através da diminuicdo do rendimento
qguantico de fluorescéncia (BUSHUEVA et al., 1978).

Varias interagbes moleculares assim como moléculas podem suprimir a
fluorescéncias de determinados fluor6foro. Dentre as interacbes moleculares que
podem resultar em supressdo de fluorescéncia estdo: formacdo de complexo no
estado fundamental, rearranjo molecular, transferéncia de energia (TE),
transferéncia de elétron (Te-) e acoplamento spin-orbital e reacfes no estado
excitado (LAKOWICZ, 1999).

Ja em relacdo as moléculas que funcionam como supressor esta o oxigénio, o
iodeto, brometo, acrilamida, peréxido de hidrogénio, dicloroacetamida, cloridrato de
piridinio (KAUTSKY,1939). Dentre essas moléculas que agem como supressoras 0
oxigénio é a mais conhecida (LAKOWICZ, 2006; ZHANG et al.,1997). As medidas de
supressédo fornecem informacdes sobre interacbes moleculares (TATISCHEFF e
KLEIN,1975).
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3.4.3 Anisotropia de fluorescéncia

A anisotropia de fluorescéncia tem indmeras aplicacbes na area da
bioquimica, pois possibilita obter informagfes a respeito da rigidez dos diversos
meios moleculares, do tamanho e da forma de varias proteinas, permite também
determinar a fluidez de membranas, mobilidade molecular e associacfes entre
proteinas (LAKOWICZ, 2006). A anisotropia de fluorescéncia determina o
deslocamento angular entre os momentos dipolares de excitagdo e emissao de luz,
que ocorre quando um fluoréforo, no seu estado excitado, sofre um processo
despolarizante (LAKOWICZ, 2006). A anisotropia € uma medida adimensional.

A especificidade da estrutura dos fluoréforo faz com que os mesmos possuam
momentos dipolares de transicdo orientados em determinadas dire¢des especificas
em eixos moleculares para cada fluoroforo (VALEUR, 2001; LAKOWICZ, 2006).

z

: 5 .
Fonte de Luz > ——

Polarizador

Detector

Figura 11: Representacdo esquematica das medidas de anisotropia de fluorescéncia (LAKOWICZ,
2006).

A anisotropia de fluorescéncia (r) € uma propriedade de fluorescéncia, que
esta relacionada com a orientagao relativa dos momentos dipolares de excitagado (u
exc) e de emissao (M em), do fluoréforo (LAKOWICZ, 2006).

Os fluoréforo no estado fundamental estdo orientados aleatoriamente. Ao
incidir um feixe de luz polarizada com uma determinada orientagdo, vao ser
excitados preferencialmente os fluor6foros que possuem momentos dipolares de
excitacao orientados paralelamente ao vetor elétrico da luz polarizada incidente (u

exc|| E), ocorrendo assim uma excitagdo fotoseletiva, em que a populacdo de
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7z

fluoréforos excitados é orientada parcialmente, levando a uma emissdo de

fluorescéncia parcialmente polarizada (LAKOWICZ, 2006).

Luz Natural

Luz Linearmente
Polarizada

Luz
Perpendicularmente
Polarizada

Figura 12: Esquema da luz natural, luz Polarizada linearmente na vertical / horizontal e Luz
Polarizada parcialmente (VALEUR, 2001).

Para medir a anisotropia de fluorescéncia, a amostra deve ser irradiada por
uma luz polarizada verticalmente, e o vetor de campo elétrico (E), da luz polarizada
deve ser orientado paralelamente em relacdo ao eixo z da amostra. Os
comprimentos de onda de absorcdo e emissédo séo escolhidos por monocromadores
de absor¢édo e emissdo, sendo que desta forma, os monocromadores polarizam
parcialmente a luz incidente e emitida pela amostra, fazendo com que o0s
polarizadores de absorcédo e emissdo sofram uma rotacdo para as posi¢des vertical
(V) e horizontal (H). Assim, tanto a luz incidente, como a luz emitida s&o polarizadas
parcialmente, sendo que se o polarizador de emissédo estiver orientado de forma
paralela (), a direcdo da luz polarizada incidente, a intensidade da luz polarizada
emitida designa-se por |, (LAKOWICZ, 2006).

_ v~ Glyy
- lyw+2Glyy (1)
G=1 2)

A anisotropia sofre a influéncia de varios fendmenos. A difusdo rotacional

(Figura 13) € um desses fenbmenos que diminui a medida de anisotropia. Este
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fendmeno ocorre durante o tempo de vida do estado excitado e desloca o dipolo de
emissao do fluoréforo. A medida de difusdo rotacional fornece informacgbes a
respeito do deslocamento angular relativo do fluoréforo durante o tempo de
absorcédo e emissado. Quando o fluoréforo esta ligado a uma macromolécula o efeito
de difusé@o rotacional € atenuado. Outro fendmeno que diminui a anisotropia é a
transferéncia de excitagdo entre fluoroforo. Fluoroforos em solucdo ndo viscosa
exibem valores de anisotropia préximos de zero, pois em solucdo de fluido a maioria
dos fluoréforos giram extensivamente em 50 a 100 ps, dessa forma as moléculas

podem rodar muitas vezes com tempos de vida de 1-10 ns (LAKOWICZ, 2006).

Fluoroforo Fluoroforo
Fotoseletivo Aleatorizado
P N & Difusac Rotacional e
, £ - =
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S P -
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| I
&
!
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Excitagio Emissdo Emissdo
Polarizada Polarizada Unipolarizada

Figura 13: Efeitos de excitacdo polarizada e difusdo de rotacdo na polarizacdo ou anisotropia de
emissao. (LAKOWICZ, 2006)

O ponto essencial € que os tempos de difuséo rotacional para a maioria das
proteinas sdo comparaveis a tempos de vida de fluorescéncia tipicos. Como um
resultado, as medicbes da anisotropia de fluorescéncia serdo sensiveis a um
elemento que afeta a velocidade de difusdo de rotacdo. As taxas de rotacdo de
fluor6foro em membranas celulares também ocorrem em uma faixa de tempo em
nanoescala, e os valores de anisotropia sdo, portanto, sensiveis a composi¢cao da
membrana. Por estas razfes, as medicfes de polarizacdo de fluorescéncia séo
amplamente utilizadas para estudar as interagcbes de macromoléculas biolégicas
(LAKOWICZ, 2006).
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3.4. 4 Espectroscopia de dicroismo Circular

A técnica de dicroismo circular (CD) fornece informacdes sobre as estruturas
e conformacBes de peptideos e proteinas, detectando a atividade Optica de
moléculas quirais originada pela interagdo de centros assimétricos com a luz
circularmente polarizada. (FASMAN, 1996; MASON, 2007). As moléculas quirais sao
moléculas assimétricas, ou seja, suas imagens no espelho ndo séo idénticas
(HAMMES, 2005), isto garante as moléculas quirais a vantagem de ter diferentes
indices de refracdo para a luz polarizada circularmente pela direita e pela esquerda
(Figura 14). Os feixes de luz viajam a velocidades diferentes e sdo absorvidos com
diferentes graus, dependendo da energia. Gerando assim diferentes coeficientes de
extincdo molar para a luz circularmente polarizada direita e esquerda. (BEROVA,
2000; CANTOR e SCHIMMEL, 1980; SREERAMA e WOODY, 2004).
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Figura 14. Diagrama de componentes de campo elétrico luz ndo polarizada (a), polarizada
linearmente ou planas (b), a luz se move no eixo Y. Para luz n&o polarizada, movendo-se em todas
as dire¢Bes, enquanto para luz plana ou polarizada linearmente apenas na direcdo Z para a luz
polarizada circularmente (c), o sentido de rotacdo pode ser horario ou anti-horario. ( RANJBAR e
GILL 2009).

O plano da luz linearmente polarizada (Figura 15) resulta do somatério de
duas componentes circularmente polarizadas com igual magnitude, porém girando
em sentidos contrarios, sendo uma em sentido horario (ER) e outra em sentido anti-
horario (EL). A Figura 15 (A) mostra os componentes de luz circularmente
polarizadas de mesma amplitude que, quando combinadas, geram radiacao
polarizada (em verde). A Figura 15 (B) mostra componentes de magnitude diferente

gue resultam em uma luz elipticamente polarizada (elipse em verde) e a Figura 15

42



(C) mostra a elipcidade 6, tangente obtida pela razdo do menor e do maior eixo da
elipse (KELLY, 2005).

e

Figura 15 - Efeito do dicroismo circular sobre as componentes circularmente polarizadas ER (sentido
horario em vermelho) e EL (sentido anti-horario em azul). Figura adaptada de (KELLY, 2005).

A espectroscopia eletrbnica de dicroismo circular baseia-se na absorcéo
preferencial de uma das componentes circulares da luz polarizada linearmente pelos
cromoforos de uma determinada amostra opticamente ativa. Se, depois que
atravessarem a amostra, as magnitudes dos vetores elétricos da luz circularizada EL
e ER sé&o proporcionalmente alteradas, isso significa que as componentes EL e ER
sdo absorvidos igualmente, dessa forma a recombinagcdo regenera a radiacao
linearmente polarizada original (Figura 15A). Porém, se ao atravessarem a amostra,
EL e ER sao absorvidas em extensfes diferentes, a luz passa a apresentar uma
diferenca de fase entre as amplitudes de suas componentes circulares, resultando
numa polarizacdo eliptica e sendo esta radiagdo resultante denominada de luz
elipticamente polarizada (Figura 15B) (KELLY, 2005).

Os instrumentos de CD medem a diferenca de absorbéancia das componentes
circulares da luz polarizada linearmente (AE = EL-ER) em fun¢do do comprimento de
onda (A). A elipcidade (6) (Equacdo 3) descreve esta diferenca, a qual é
representada pela tangente obtida da razdo entre o0 menor e 0 maior eixo da elipse
conforme representada na Figura 15C (KELLY, 2000).

Ex-E, (3)
E,+E,

tan @ =
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As ligacBes amidas, os residuos aromaticos de fenilalanina, triptofano e
tirosina e as interagdes dissulfeto, sdo os cromoéforos responsaveis pelo espectro de
CD em peptideos e proteinas (MULKERRIN, 1996; WOODY, 2005).

O grupo amino que forma a ligacdo peptidica tem grande importancia no
estudo por dicroismo circular (KRITTANAI e JOHNSON, 1997). Em proteinas e
peptideos as ligacdes covalentes peptidicas tem rotacéo restrita devido ao carater
de dupla ligacéo isto em funcéo da coplanaridade dos atomos CONH. O que faz com
que apenas duas ligagdes tenham rotagdo permitida: a Ca-NH com angulo de
rotacdo denominado ® e Ca—CO com angulo de rotacdo denominado W (Figura 16).
Através desses angulos ® e W é possivel determinar a estrutura dos peptideos
(NELSON e COX, 2008).

R1
N,
[ c=—c,
,—_/n;’}
H—N o
\ 190 nm
cC=—0
Il—h-—fo
R2 220 nm

Figura 16: Representacao esquematica da ligagdo peptidica, evidenciando os angulos ® e W
(NELSON e COX, 2008).

Os angulos ® e W definem as condigcbes de coplanaridade dos orbitais
presentes na ligacdo peptidica, Eles dependem do estado de agregacdo e das
interacbes que a molécula faz com o solvente ou com outra molécula e da
conformacao do peptideo os mesmos sdo especificos para cada tipo de estrutura
secundaria regular (WALTHO et al., 1993).
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3.4.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A andlise térmica diz respeito a um conjunto de técnicas que possibilita avaliar
as propriedades fisicas de polimeros, proteinas e farmacos enquanto ele é
submetido a uma variacao controlada de temperatura. Dentre as técnicas de analise
térmicas a calorimetria exploratéria diferencial (DSC) € uma ferramenta amplamente
utilizada (SOUZA, 2011; MENDONCA et al., 2014). Tal ferramenta corresponde a
uma técnica termoanalitica na qual as variagcbes de entalpia da amostra sao
monitoradas em relacdo a um material de referéncia termicamente inerte, sendo que
tanto a amostra quanto o material de referéncia sao simultaneamente submetidas a
uma programacao controlada de temperatura (IONASHIRO, 2004).

Quando a amostra sofre algum tipo de mudanca de estado quimico ou fisico,
ocorre a absorcdo ou liberacdo de calor. O calorimetro desenvolve uma importante
funcdo compensando o ganho ou a perda de calor, através de fornecimento ou
remocao de calor para ou da amostra, possibilitando assim manter em equilibrio as
temperaturas da amostra e do material de referéncia, durante o evento térmico. Esse
calor retirado ou fornecido é registrado no termograma em funcéo da temperatura vs
capacidade térmica (AC;). (COOPER; NUTLEY; WADOOD, 2000;SOUZA, 2011).

O termograma representa as transicdes térmicas por picos em torno da
temperatura de transicao (e.g., Tm), cuja largura (ATn12) demonstra a velocidade da
transicdo, tal experimento € realizado a pressdo constante (BARRELEIRO et al.,
2000; FEITOSA, 2010).

Através da técnica de DSC pode se acompanhar os efeitos de calor
associado com alterag@es fisicas ou quimicas da amostra, tais como transicfes de
fase, reacdo de 6xido-reducédo, de dissociacdo, de desidratacdes, de decomposicao,
bem como a avaliacdo da estabilidade e decomposicdo térmica de medicamentos,
entre outros capazes de causar variagdes de calor (IONASHIRO, 2004).

Em geral redugbes, desidratagdes, transicoes de fase e algumas reacdes de
decomposicdo produzem efeitos endotérmicos, enquanto que oxidagoes,
cristalizacOes e algumas reacdes de decomposicdo produzem efeitos exotérmicos
(IONASHIRO, 2004).
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3.4.6 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

O principio da técnica de espalhamento de luz estd relacionada com a
interacdo da radiacao visivel com a matéria. Tal técnica consiste de um método nédo
destrutivo para o estudo de fluidos complexos, como polimeros em solucao
(SILVEIRA; GIACOMELLI, 2008). Por meio da técnica de espalhamento de luz
podemos determinar o raio hidrodinamico (Rp).

O raio hidrodindmico é obtido através da medida do coeficiente de difuséo,
dessa forma, o raio hidrodinAmico corresponde a soma do raio da particula com a
espessura da camada de solvatacdo, isto porque, na difusdo a particula arrasta
consigo algumas camadas de moléculas de agua ligadas a ela (CHU, 1991).

O coeficiente de difusdo de macromoléculas em solucdo pode ser obtido
através da técnica de DLS de forma rapida, a partir da detecgéo da intensidade de
luz espalhada a um angulo fixo. Ou seja, a partir da andlise da distribuicdo dos
tempos de relaxacdo das flutuacdes na intensidade de luz espalhada em uma dada
direcéo.

Tais flutuagbes sédo originadas devido ao movimento Browniano das
particulas, que provoca as variagfes no indice de refracdo dentro do volume de
espalhamento, sendo assim, as flutuacdes locais dentro do volume de espalhamento
estdo relacionadas com o coeficiente de difusdo aparente e o vetor de espalhamento
por meio da equacao 1 (SILVEIRA; GIACOMELLI, 2008).

D=T/q? (4)

Sendo que: D é o coeficiente de difusdo aparente, I'= 1/ é a frequéncia de
relaxacdo das particulas q é o vetor de espalhamento.

A técnica de espalhamento de luz explora os movimentos térmicos das
particulas em suspensao sobre as quais incide o laser. O coeficiente de difusdo (D)
para uma particula esta relacionado ao raio hidrodinamico (Ry) de acordo com a
relacdo de Stokes-Einstein:

D=KgT/6TTNRH (5)

Isolando Ry fica:

46



Ruy= KgT/ 6mnD (6)

Sendo que: Kg € a constante de Boltzmann; T é a temperatura absoluta e n é
a viscosidade do meio (HEINECK et al., 2008; SANTOS et al., 2012).

A funcdo de autocorrelacdo da intensidade de luz espalhada, que decai
exponencialmente com o tempo € detectada pelo sistema. E a partir de ajustes da
juncao exponencial o programa calcula a fungéo distribuicdo do raio hidrodinamico,
cuja largura indica a polidispersividade do tamanho das particulas, e a posi¢édo

caracteriza o valor médio de Ry (CHU,1991).

3.4.7 Potencial Zeta

O potencial zeta () € uma grandeza de suma importancia para o estudo da
estabilidade de suspensdes coloidais, principalmente em relacdo ao mecanismo
eletrostatico de estabilizacdo (REED, 1995).

Teoricamente todas as particulas em contato com um liquido ou materiais
macroscopicos, adquirem uma carga elétrica em sua superficie. Esta carga
superficial em particulas suspensas num liquido afeta a distribuicdo de ions que
estdo na interface entre a superficie da particula e o meio de suspensdo,
aumentando a concentracdo de contra-ions junto a superficie, formando assim uma
dupla camada elétrica na interface da particula com o liquido (SCHAFFAZICK et al.,
2003). De acordo com Delgado e colaboradores o potencial zeta é definido como o
potencial eletrocinético que existe no plano de cisalhamento entre superficie de
particulas carregadas e os contra-ions préximos da superficie e o fluido circundante
( DELGADO et al., 2007).
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Figura 17: Particula esférica negativamente carregada dispersa num liquido ionizado, com
ions distribuidos em sua volta (ZETASIZER NANO SERIES, 2004).

O potencial zeta é calculado a partir das medidas de mobilidade eletroforética
(Le), pois as medidas de potencial zeta ndo podem ser feitas diretamente. A
mobilidade eletroforética esta relacionada com o potencial zeta pela equacédo de
Henry (PUJANA et al., 2012; BUSCHMANN et al., 2013; ROBLES et al., 2013).

pe= 2 f(Ka) )

Onde:

f(ka), € funcdo dependente do modelo;

&, € a constante dieletica;

n, é a viscosidade do solvevente;

K, € um produto adimensional;

a, é o raio da unidade cinética.

Ha dois modelos classicos que resultam em dois limites, estes limites tém em
comum a raiz do médulo de Ka : as equacdes de Smoluchowski e de Huckel, que se
aplicam em limites opostos. Para limite em que Ka << 1, a equagdo de Henry se
reduz a equacdo de Huckel : he = (2€€)/3n. Neste caso, f(Ka) é igual a 1. No limite Ka
>> 1, a equacao de henry se reduz a equacdo de Smoluchowski pe = €¢/n e f(Ka) &
igual a 1,5 (HIEMENZ e RAJAGOPALAN, 1997).

O valor do potencial zeta varia com o pH, em regides acidas o potencial zeta
€ normalmente positivo, e negativo em regifes basicas. O ponto isoelétrico (PIE) é
valor de pH para o qual o potencial zeta € nulo. Do ponto de vista eletrostatico a

regido em torno desse valor corresponde a regido de menor estabilidade das
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suspensdes (REED, 1995). No entanto, a grandeza e o sinal do potencial zeta
dependem também das condi¢bes da solugdo, tais como dos reagentes que facam
ligacbes quimicas com a superficie e da forca idnica, resultando em valores de
potencial zeta negativo ou positivo, independente da particula ser neutra ou nao
(PUJANA et al., 2012; BUSCHMANN et al., 2013; ROBLES et al., 2013).

Como regra geral de estabilidade eletrostatica da solugéo, temos a faixa de
potencial zeta de +/- 30 mV. Se o potencial da solucdo estiver fora dessa faixa,

entdo a solucao pode ser considerada instavel conforme ilustrado na Figura 18.
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Figura 18: Comportamento do potencial zeta de uma solugédo em funcéo da variacdo do pH.
(ANDRANDE, 2008)
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4 Resultados e Discussao

4.1 Sintese do peptideo

O peptideo tritrpticina cuja sequéncia de residuos de aminoacidos é:
VRRFPWWWPFLRR foi sintetizado de acordo com a metodologia de sintese de
peptideo em fase soélida (SPFS), a qual foi descrita no procedimento experimental.

A espectrometria de massas confirmou a massa molar do peptideo desejado:
1.902,0 g mol™* (Figura 19). O perfil cromatogréfico do peptideo bruto obtido esta

apresentado na Figura 20 com tempo de retencéo de 15,0 min.

Figura 19: EsPectro de massas referente ao peptideo VRRFPWWWPFLRR -COOH, massa molar de
1902,0 g mol™.
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Figura 20: Perfil Cromatogréfico referente ao peptideo bruto VRRFPWWWPFLRR -COOH, com
tempo de retencéo de 15,0 min (Coluna Analitica Fase Reversa C18, 4,6 mm x 150 mm, Ultraspehere
Phenomenex com fluxo de 1,0 mL/min e detecgdo em 220 nm, 5 ym, 300 A, programa gradiente de 5
a 95% de solvente B em 30 min).
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4.2 Investigacao da interacdo da tritrpticina com o plurénico por meio de
espectroscopia de fluorescéncia

A interagdo do peptideo TRP3 com micelas poliméricas de plurdnico F127 foi
investigada atraves de espectroscopia de dicroismo circular e de fluorescéncia bem
como espalhamento de luz dindmico, DLS e DSC.

A tritrpticina € um peptideo catibnico de atividade antimicrobiana contra as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e alguns fungos, bem como apresenta
atividade hemolitica. O peptideo tritrpticina é catidbnico em pH neutro e o plurénico
F127 é nado idnico. Estudos demostraram que tal peptideo tem interacéo preferencial
guando interage com a bicamada lipidica plana carregada negativamente e estudos
com monocamadas lipidicas reportaram que o TRP3 exibe seletividade para os
lipideos PG, fosfatidil glicerol. (SALAY, et al., 2004; SALAY, et al., 2012). No
entanto, estudos de fluorescéncia e CD mostraram que interacdes com micelas tém
uma menor contribuicdo de interacdes eletrostatica e que, neste caso, outras forcas
(hidrofébica, interacdo de hidrogénio, van der Waals, hidratacdo) também
desempenham um papel na ligagdo (BOZELLI et al., 2012).

Além disso, estudos de DSC também mostraram maior afinidade do TRP3 por
membranas lipidicas com carga superficial negativa, embora os resultados tenham
mostrado que forcas hidrofébicas também desempenham um papel na ligacdo, a
qual ocorre preferencialmente na fase fluida quando comparada com a fase gel
(ANDRUSHCHENKO et al., 2007).

Dessa forma as forcas responséavel pela interacdo do peptideo catibnico em
pH neutro e das micelas poliméricas ndo iénicas de plurbnico F127 podem ser as
forcas hidrofébicas, as interacédo de hidrogénio, Van der Waals.

Para o estudo das interac6es do peptideo com as micelas poliméricas foram
realizadas medidas de fluorescéncia com diferente concentracdo de plurénico como

mostrado na Figura 21 e 22.
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Figura 21: Espectros de fluorescéncia da tritrpticina 20 pmoIL'l na presenca de Plurdnico F127,
tampéo PBC 5 mmol L* pH 7.4. Aexc 280 nm, fenda: 3 nm.
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Figura 22: Fluorescéncia relativa da tritrpticina 20 pmol.L™ na presenca de plurdnico F127, tampao
PBC 5mmol L pH 7,4. Aee 280nm  fenda: 3 nm

Os espectros de fluorescéncia de TRP3 na presenca de plurbnico séo
mostrados no grafico da Figura 21 e da fluorescéncia relativa na Figura 22 ao
observarmos os mesmos podemos perceber que houve um aumento na intensidade
de fluorescéncia e deslocamento do pico de maxima emissao para o azul o que

sugere que houve a interacdo dos peptideos com o plurbnico e essa interacdo
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ocorre com a parte apolar, pois teve um deslocamento para comprimento de ondas
menores.

Apesar da efetividade da interacdo do peptideo com diferentes micelas
poliméricas tal interacdo varia de acordo com a natureza de cada micela. Os
experimentos de fluorescéncia investigando a interagdo do TRP3 com micelas de
SDS realizados por Schibli e colaboradores corroboram os nossos resultados, pois,
demostraram que a tritrpticina interage de forma efetiva com micelas de SDS,
provocando o mesmo efeito nos espectros de fluorescéncia, ou seja, deslocando
para o azul e aumentando a intensidade de fluorescéncia ao adicionar as micelas do
SDS a amostra do peptideo, Os experimentos de supressdo com acrilamida
confirmaram tais resultados, visto que a supressao nao foi intensa, pois os residuos
de triptofano estavam no interior da micela (SCHIBLI et al., 1999).

O aumento da intensidade de fluorescéncia é um indicio de que o peptideo
assumiu uma forma com menor mobilidade. Quando o triptofano esta em um meio
onde ele possui grande mobilidade, parte da energia recebida para excita-lo pode
ser perdida nos processos de vibracdo e rotacdo, antes de ele decair para o estado
fundamental e emitir um foton, o que reflete na diminuicdo de intensidade de
fluorescéncia. Porém, quando ele estd em um meio com uma organizagdo maior,
isso diminui sua mobilidade e a perda por energia por vibragdo é menor, 0 que
reflete em um aumento de intensidade de fluorescéncia, o aumento da intensidade
de fluorescéncia indica também que o plurbnico passou para um meio apolar
(LAKOWICZ, 1999).

Foi realizado também estudo de supresséo de florescéncia com acrilamida. A
Figura 23 mostra os diferentes espectros de tritrpticina em diferentes concentracdes
de acrilamida e a Figura 24 mostra o grafico de fluorescéncia relativa da tritrpticina

em solucéo e na presenca de plurénico em funcéo da concentracao de acrilamida.
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Espectros de fluorescéncia de tritrpticina (20 uM) na presenca de
350 uM de plurénico F127, pH 7,4
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Figura 23: Espectro da fluorescéncia de tritrpticina e plurénico na presenca de acrilamida.
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Figura 24: Gréficos de fluorescéncia relativa da tritrpticina em solugcéo e na presenca de plurdnico em
funcéo da concentracdo de acrilamida.

A supressdao de fluorescéncia refere-se a um processo que diminui a

intensidade ou rendimento quantico da emissdo fluorescente. Varias interacdes
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podem provocar essa supressao, entre as quais as reagdes no estado excitado,
rearranjos moleculares, formacdo de complexos no estado fundamental e colisao
entre uma molécula fluorescente e de um supressor (LAKOWICZ, 1999). As
supressfes mais comuns sdo a estatica e a dinamica. A primeira se refere as
interacbes com formagdo de complexos néo fluorescentes entre o fluoréforo e o
supressor. Quando o complexo absorve luz, ele retorna ao estado fundamental sem
emissado de um foton. Ja a supressao dinamica ocorre por causa das colisdes entre
as moléculas do fluoréforo e do supressor, desativando o fluoréforo no estado
excitado (LAKOWICZ, 1999).

A intensidade da emisséo de fluorescéncia de um Trp sobre a superficie de
uma proteina ou sobre a superficie de uma membrana diminuird na presenca de um
supressor soluvel em agua, como a acrilamida. Entretanto, a intensidade de um
residuo de Trp escondido no interior de uma membrana serd menos afetada pelo
supressor dissolvido (LAKOWICZ, 1999).

O mecanismo da supressdo varia com o par fluoréforo-supressor. Por
exemplo, a supressdo do anel indol pela acrilamida é provavelmente devido a
transferéncia de elétrons do indol para a acrilamida, no estado excitado. Além da
supressao colisional, os fluoréforos podem formar complexos néo fluorescentes com
0s agentes supressores (LAKOWICZ, 1999).

Ao observarmos a Figura 23 e 24 podemos perceber que houve uma intensa
diminuicao da fluorescéncia com a presenca do supressor acrilamida, o que sugere
que os triptofanos do peptideo TRP3 estdo interagindo na superficie dos
aglomerados molecular de plurénico F127. Estudos utilizando com microscopia
confocal corroboram esse resultado ao mostrar que o PAM tritrpticina marcado com
uma sonda fluorescente ndo penetra na célula de E. coli e S. aureus e se mantém
associado na interface membrana-agua (ZHU et al. ,2006). E estudos de
fluorescéncia e supresséao de fluorescéncia com acrilamida, demostraram que 0s
trés residuos de (W°W'W?®) da regi&o central do peptideo se encontrava na interface
da bicamada micela/agua (ZHU et al., 2006; BOZELLI et al., 2012).

A partir da Figura 24 foi calculado o Ksy da tritrpticina em solugdo 0,105 e na
presenca de plurdnico 0,015. O maior valor de Ksy em solugdo mostra que houve
maior supressdo da fluorescéncia do peptideo em solucdo do que na presenca da

micela de plurénico esses dados sugerem que os peptideos da tritrpticina estejam
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interagindo com a micela de plurdnico. Através do valor de Kg, podemos ter a
informacdo de quanto acessivel & molécula fluorescente € ao supressor; quanto
menor o valor de Kg, menor a acessibilidade. Dessa forma o valor de Ks, = 0,015
mostra que o fluordforo triptofano esta sendo protegido da supressédo através da
interag&o da tritrpticina com os aglomerados moleculares de plurénico F127.

Foram feitos também calculos de anisotropia (r) para verificar interacdo do
peptideo com os agregados moleculares de plurénico F127. As medi¢cdes da
anisotropia sdo comumente usadas nas aplicacdes bioquimicas de fluorescéncia.
Através de medidas de anisotropia podemos obter informac¢des sobre o tamanho e
forma de proteinas ou a rigidez de diferentes ambientes moleculares. Os calculos
mostraram que, quando a tritrpticina estd em solucédo aquosa r =0,01877 e quando a
tritrpticina estd na presenca de plurénico , r = 0,04498. O valor de r esta relacionado
ao movimento de difusdo rotacional, em solucdo r aproxima-se de zero e na
presenca de plurénico o valor de r aumenta, pois ha a diminuicdo do movimento de
difusdo rotacional. Portanto, o aumento do valor de r confirma o resultado de
fluorescéncia (Figura 23), o qual indica que o peptideo esta menos flexivel, devido a

interagcdo com o plurdnico F127.

4.3 Estudos dos aspectos conformacionais da interacdo da tritrpticina com
agregados moleculares de plurénico F127 por espectroscopia de dicroismo
circular (CD)

A técnica de dicroismo circular (CD) fornece informacdes sobre as estruturas
e conformacdes de peptideos e proteinas detectando a atividade o6ptica de
moléculas quirais originada pela interacdo de centros assimétricos com a luz
circularmente polarizada. (FASMAN, 1996; MASON, 2007).

O dicroismo circular tem como unidade a mdeg, tal unidade € convertida para
elipticidade molar (8), deg cm? dmol™® utilizando o software disponivel no préprio
equipamento e esta conversao € realizada para que seja feito uma correta analise

da amostra, levando em consideracdo a concentragdo molar do peptideo, o nimero
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de residuos de aminoéacidos (no caso da TRP3=13) e a distancia do caminho éptico
da cubeta utilizada no ensaio.

As alteracbes conformacionais e estruturais do PAM tritrpticina foram
investigadas na presenca e auséncia de aglomerados molecular de plurénico F127,
por meio da espectroscopia de dicroismo circular, monitorando-se as regides do
ultravioleta (180- 250nm). Na Figura 25 estdo disponiveis os espectros eletrdnicos
de CD da tritrpticina em concentracdes crescentes de plurdnico.

Os cromoforos responsaveis pelo espectro de CD em peptideos e proteinas
séo as ligagbes amida, os residuos aromaticos de fenilalanina, triptofano e tirosina e
as interacoes dissulfeto, (MULKERRIN, 1996; WOODY, 2005).
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Figura 25: Espectros de dicroismo circular de tritrpticina em solucdo e na presenca aglomerados
molecular de plurénico F127.

A interpretacdo do espectro de CD da tritrpticina € complicada devido a
presenca de mudltiplas cadeias laterais aromaticas, o que impede uma analise
detalhada da estrutura secundaria. O espectro caracteristico da tritrpticina livre na
solucdo mostra uma banda de elipticidade negativa em 185 nm, tipico para uma
estrutura aleatéria. Ja a cadeia lateral de triptofano contribui para o espectro de CD
aproximadamente entre e 200 e 225 nm (WOODY, 1994; NAGPAL, 1999).
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Ao observarmos a Figura 25 a qual mostra os espectros de CD da tritrpticina
na auséncia e na presenca do plurénico F127, percebemos a presenca de uma
banda negativa em 225 nm a qual € caracteristica ao peptideo tritrpticina e esta em
consonancia com os resultados obtidos em outros estudos (NAGPAL et al., 1999;
SCHIBLI et al.,, 1999; ANDRUSHCHENKO et al., 2006; BOZELLI et al.,, 2012).
Podemos observar também que, o aumento da concentracdo de plurénico F127 a
solucdo de tritrpticina, fez com que a banda negativa (~ 225 nm) sofresse um
deslocamento para o vermelho e a banda negativa ~185 nm sofresse um aumento
de intensidade significativo e um deslocamento para o azul o que sugere que 0
peptideo sofre mudanca conformacional ao interagir com a micela polimérica.

O cromoforo responsavel pelo espectro de CD no PAM tritrpticina é o
aminoéacido triptofano (W) o qual possui um grupo indol que apresenta quatro
bandas no CD. As bandas B, e By, correspondem a transi¢cdes de maior energia, a
banda B,, acredita-se que corresponda uma das duas ou trés transicfes fortes na
regido de 180-210 nm, no entanto, esta ndo foi demostrada experimentalmente, ja a
banda By est4 centrada n regido de 225 nm, e as bandas L, e L, correspondem a
transicOes de menor energia, as quais se sobrepdem na regido de 280 nm (WOODY
e DUNKER, 1996). Vérios estudos teoricos e experimentais de peptideos contendo
residuos de W evidenciaram a contribuicdo desse aminoacido, para o espectro de
CD no UV distante de proteina e peptideos (LADOKHIN et al., 1999; STROMSTEDT
et al., 2009).

4.4 Andlise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) do Plurbnico

F127em solucdo aquosa.

Nesta técnica, o equipamento mede a capacidade calorifica (AC,) necessaria
para manter iguais as temperaturas das cubetas contendo a amostra e a referéncia
(solvente), enquanto ocorre a variagdo da temperatura numa taxa constante de
aquecimento ou resfriamento. AC, reflete a variagdo na entalpia de processos
energeéticos internos das moléculas da amostra; esta variagdo € descrita no

termograma DSC, ou curva de AC, em fungédo da temperatura (MASON, 1998).
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Através da analise de AC, podemos determinar a temperatura micelar critica (CMT)
e a entalpia da transicdo (AH) do plurdénico F127 na auséncia e na presenca da
tritrpticina. Para o tratamento dos dados foi utilizado o programa Origin® 7.0
fornecido pelo fabricante (Microcal).

O plurdnico F127 & um polimero anfifilico formado por mondmeros de
polioxietileno e polioxipropileno. Em solu¢do aquosa diluida a frio (abaixo da CMT),
as moléculas do plurdnico estdo como cadeias isoladas (unimeros); no entanto,
guando a concentracdo ou a temperatura excede os valores criticos, a concentracao
micelar critica (CMC), ou temperatura micelar critica (CMT), as cadeias isoladas do
plurbnico se associam produzindo micelas poliméricas (HECHT,1995;
MORTENSEN, 2001). Tal comportamento permite que farmacos sejam solubilizados
no interior da micela polimérica. (KABANOV et al., 1992) ou, alternativamente, que o
farmaco fique conjugado com o polimero formador das micelas (YOKAYAMA et al.,
1998). Termogramas DSC representando a transicdo de mondmeros para micelas

de F127 em diferentes concentracdes sdo mostrado na Figura 26.
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Figura 26: Termogramas DSC de aquecimento de F127 em diferentes concentracdes.

As curvas DSC de F127 (Figura 26) mostram um unico evento endotérmico,
numa faixa de temperatura em torno de 31,5°C, com entalpia AH, de
aproximadamente 207 kJ/mol. Tal banda é caracteristica da formacao reversivel de
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micelas. Feitosa e colaboradores corrobararam esses resultados, ao reportarem que
varreduras de aguecimento e resfriamento consecutivos tém perfis idénticos
(invertidos ou espelhados) numa mesma concentracdo de F127, apresentando,
respectivamente no aquecimento e resfriamento, um UGnico pico endotérmico e
exotérmico assimeétrico centrado no valor da CMT. A auséncia de histerese térmica é
um indicativo que o processo de micelizacao/ desmicelizacdo é reversivel (FEITOSA
e WINNIK, 2010). Na literatura ha varios valores de CMC para o F127, obtidos
através de métodos diferentes e para diferentes fabricantes e lote (BAKSHI et. al.
2006). Isso provavelmente se deve ao grau de pureza do produto sintetizado por
diferentes fabricantes. Estudo com espectroscopia de fluorescéncia mostra que a
CMC do F127 varia com a temperatura sendo que a 30 e 35 °C, a CMC é 2,23 x10°
e 1.03x10 mol/kg, respectivamente (VASILESCU e BANDULA, 2011).
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Figura 27: Variacdo da CMT e AH de F127 em funcao da concentracdo do copolimero, na
auséncia da tritrpticina. Dados obtidos, da posicao e area do pico da CMT na Figura 26.

A CMT, temperatura micelar critica, corresponde ao ponto médio entre as
temperaturas em que a transicdo comeca e termina (LEE, 1977). Entretanto, para
eventos térmicos com transicbes amplas, a CMT pode ser descrita como a

temperatura em que o pico endotérmico atinge o valor maximo (MASON, 1998).
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A CMT varia com a concentracdo de F127 conforme mostrado na Figura 27,
onde podemos notar que ocorre um decréscimo acentuado na CMT com o aumento
da concentracdo do plurdnico, entre 250-300 umolL™ h4 um patamar indicando que
a CMT é praticamente constante. Isso indica que com o aumento da concentracéo é
nescessario temperaturas menores para o processo de micelizacdo de F127. Esse
decréscimo da CMT com a concentracdo de F127 também foi evidenciado no estudo
da interacédo do plurénico F127 com DODAB, realizado por Feitosa e colaboradores
(FEITOSA e WINNIK, 2010).

Em relagdo ao AH,, de F127, nota-se um aumento, porém ndo acentuado da
entalpia com o aumento da concentracdo, com exce¢ao na regido entre 250-300
pumolL™ onde houve um leve decréscimo. Isso significa que aumentando a
concentracdo de F127, maior quantidade de energia é envolvida na formacédo das

micelas.

4.5 Estudo da interacdo da tritrpticina com o plurénico F127 por Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC).

Visando sanar a problematica encontrada na administracdo de peptideos e
proteinas em relacdo a degradacdo enzimatica e neutralizacdo no organismo e
favorecer a liberacdo prolongada dos farmacos resultando em maior atividade,
varios estudos se concentram na utilizacdo de veiculos de entrega de farmacos
(STEVENS, 1999). Os plurénicos sdo considerados os polimeros biocompativeis
mais investigados in vivo (PAN et al., 2003). A Figura 28 mostra termogramas DSC
da interacdo do PAM tritrpticina 50 pM com agregados moleculares de plurénico
F127 em diferentes concentracoes.
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Figura 28: Curvas de DSC de aquecimento da interacéo de tritrpticina 50 umoIL'1 com diferentes
concentragdes de Plurdnico F127 em solugéo tampao PBC 5 mmol L™, pH 7,4.

A curva DSC do peptideo antimicrobiano tritrpticina 50 pumol L™ na auséncia
de plurénico F 127, na Figura 28, demonstra o primeiro evento endotérmico, na faixa
de temperatura em torno de 27,5°C, com entalpia AH,, 198,2 kJ/mol. Tal pico é
caracteristico do processo de desnaturacdo do peptideo TRP3. Nos termogramas da
interacdo do PAM tritrpticina 50 pmol L™ com F127 podemos observar duas regiées
distintas, uma abaixo de 100 pmol.L™ e a outra acima de 100 pmolL™ de F127. Em
20 pmolL™ de F127, ha um alargamento e deslocamento do pico para temperaturas
menores, indicando que houve interacdo da tritrpticina com o plurénico. Na
concentracdo equivalente a 1:1 de F127:TRP3, a interacdo € percebida pelo
deslocamento da banda para temperaturas maiores e um alargamento do pico,
indicando superposicao das bandas de F127 e do peptideo. Na concentracédo de 70
pumolL™® de plurénico, nota-se mais claramente a superposicdo de picos, um
referente a interacdo entre a tritrpticina e F127, formando um complexo de F127-
TRP3, e outro caracterizando o pico do excesso de F127. Acima de 100 pmolL™
quando a concentracdo de F127 € bem maior do que a da tritrpticina, desaparece o
pico referente a tritrpticina e sobressai apenas o0 pico referente ao plurdnico,
sugerindo que a tritrpticina interage em maior escala com o plurénico. H4 também

um estreitamento da banda evidenciando a interagdo da tritrpticina com o plurénico e
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o desaparecimento da banda referente a tritrpticina. Nota-se também que o peptideo

nao altera o valor da CMT de F127, ndo havendo, portanto deslocamento da banda.

A Figura 29 mostra o comportamento da CMT (a) e de AH (b) com a variacéo

da concentracdo de F127, na presenca e auséncia da tritrpticina. Os dados de cmt

da Figura 29 foram obtidos da Figura 28.
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Figura 29: Variacdo da CMT (a) e AH (b) com a concentracdo de F127, na auséncia e na presenca

do peptideo, os dados de CMT da Figura 29 foram obtidos a partir das informacdes da Figura 28.
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Sob o efeito de temperatura, peptideos podem sofrer degradagédo. Esse
processo € caracterizado por uma temperatura de transicdo de fase (CMT) e por
uma entalpia de transi¢ao (AH). AH corresponde a medida de mudanga na entalpia
por molécula da transicéo e reflete a diferenca de energia entre as fases do peptideo
nao desnaturado e desnaturado.

A CMT depende da concentracdo do plurdénico e tritrpticina, conforme
representado nas Figuras 28 e 29a.

A interacdo da tritpticina com os agregados moleculares de plurénico altera
significativamente o termograma observado. Na concentracédo de (e acima de) 250
umolL™ de F127, a tritripticina interage fortemente com os aglomerados molecular do
plurbnico F127 abolindo completamente a sobreposicdo e 0 termograma se
assemelha ao termograma de F127 puro (Figura 28), devido a incorporacdo do
peptideo os aglomerados molecular de plurbnico F127. Nesta regido podemos
perceber que AH ndo varia e isso ocorre na mesma regiao de AH do plurdnico puro,

indicando interacao.

4.6 Efeito da interag&o da tritrpticina no tamanho hidrodindmico e no potencial
zeta dos aglomerados molecular de plurénico F127

Surfactantes hidrossoltveis formam micelas de tamanhos variados acima da
concentracdo micela critica (CMC) e temperatura micela criticas (CMT) (JONSSON
et al., 1998). A auto-associacdo de substancias anfifilicas em meio aquoso é
determinada por forcas de interagdo de Van der Waals, efeito hidrofébico, interacao
de hidrogénio e interacdes eletrostaticas (ISRAELACHVILI, 1992).

A estabilidade coloidal das micelas de F127 em presenca e auséncia da
tritrpticina, bem como a estabilidade coloidal das particulas de tritrpticina, foi
investigada através da técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS) para
determinar o diametro hidrodindmico (Dy) e também através de medidas do
potencial zeta (C).

O Dy médio das micelas aumentou com o aumento da concentragéo de F127,

conforme mostrado na Figura 30a.
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Figura 30: Diametro hidrodindmico das micelas de F127 em fun¢éo da concentragdo, (a) na auséncia
e(b) na presenca da tritrpticina 50 ymol.L™ a 22°C.

O Dy médio, tanto do plurénico em solucdo, quanto da tritrpticina na presenca
de F127, sdo mostrados, respectivamente nas Figuras 30a e 30b. Podemos
perceber na Figura 30b que ao interagir a tritrpticina com diferentes concentracdes
de plurdnico houve um aumento significativo no didmetro dos aglomerados

molecular de plurbénico F127, chegando a formacéo de complexos com Dy médio de
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aproximadamente 550 nm na concentracéo de 450 umolL™ de F127; isso sugere a
interacdo do peptideo com o plurénico.

Porém, observando a Figura 30a, notamos que Dy médio dos aglomerados
molecular de plurénico também aumenta com a concentracao de F127, chegando a
aproximadamente 10 nm para 450 pmolL™; porém n&o ha registro na literatura a
respeito do tamanho do complexo formado por micelas de F127 + tritrpticina. De
acordo com a literatura, o raio hidrodindmico das micelas formadas de F127 em
solucdo aquosa, mantem-se constante a 10,2 nm, entre 35 e 45 °c (ATTWOOD,
1985). Assim, a interacdo do peptideo tritrpticina com a micela do plurénico F127

fica mais uma vez evidente.

4.7 Potencial zeta (Q)

O potencial zeta ({) € um parametro importante para descrever particulas
coloidais, pois seu valor indica estabilidade da dispersdo e ajudam a explicar as
possiveis interagdes com outras particulas. Suspensdes com valores de { superiores
a +30 mV ou inferiores a -30 mV indicam maior estabilidade, enquanto aquelas cujo
valor se situa acima de -30 mV ou abaixo de +30 mV s&o instaveis e podem flocular.
Existem muitos fatores que afetam o potencial zeta, tal como o tipo e a concentragao
de particula, o tipo de eletrélito, a adicdo de aditivos, como metais pesados e
agentes tensoativos. (MARSALEK, 2012).

A tendéncia de  referente & interacgéo da tritrpticina 50 pmolL™ com diferentes

concentragdo das micelas de F127, € mostrada na Figura 31.
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Figura 31: Potencial zeta em funcdo da concentragéo de F127, na presenca de TRP3 50 uM.
temperatura igual a 22°C.
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A Figura 31 mostra que as medidas de { estdo em concordancia com as
medidas do diametro hidrodinamicos (Figura 30), pois quanto maior o diametro
hidrodindmico dos aglomerados menor sera ¢, uma vez que { mede a capacidade de
mobilidade das particulas e quanto maior € o didmetro da particula menor serd a sua
mobilidade.

Diante dos resultados obtidos, pode-se conclui que a tritrpticina é capaz de
interagir com agregados moleculares de plurbnico F127. Isso implica na
possibilidade da utilizacdo dessas micelas como veiculo de entrega do PAM
tritrpticina.
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5 Conclusao

Com a presente pesquisa conclui-se que hé interacdo do peptideo
antimicrobiano tritrpticina com agregados moleculares de Plurénico F127. Isso é
notado tanto nos experimentos de fluorescéncia, pois houve diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia, como também nos experimentos de supressao de
fluorescéncia e nos parametros calculados de Ksv e r. Os estudos de dicroismo
circular também mostraram variacdes conformacionais da tritrpticina na presenca
dos agregados moleculares de plurénico F127 sugerindo interacdo dos peptideos
com as micelas. Através dos experimentos de DSC notou-se que a incorporacéo da
tritrpticina nos agregados moleculares de plurbnico altera significativamente o
termograma do plurénico F127. Os experimentos de DLS mostraram um acentuado
aumento no didametro hidrodindmico do F127 ao interagir com o PAM tritrpticina. Os
resultados dos experimentos de potencial zeta estdo em concordancia com as
medidas do diametro hidrodindmico, evidenciando a interagdo do PAM TRP3 com o
F127, esse experimento mostrou a diminuicdo da mobilidade do complexo
tritrpticina/ F127 .
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