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Prefacio

O presente trabalho, desenvolvido na Unidade de Bioquimica Fisica, no Instituto de
Medicina Molecular, tem como objectivo o desenvolvimento de péptidos antimicrobianos
com um maior espectro de ac¢do e com uma actividade antimicrobiana superior. Pretende-se
ainda estudar o mecanismo de ac¢éo destes péptidos, com vista a perceber de que forma estes
péptidos interagem com a membrana celular e, consequentemente, como causam a morte
celular bacteriana. Este conhecimento ser4 importante para a optimizacdo destes péptidos
como agentes antimicrobianos com aplicagdo em humanos. A motivacdo deste trabalho
baseia-se num dos problemas de salde mais graves do momento: o tratamento de infeccdes

causadas por bactérias com varias resisténcias aos antibioticos comuns.

Neste trabalho foram realizados ensaios bioldgicos com bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, ensaios de hemdlise e foram utilizadas as técnicas de microscopia de forca
atomica, espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular de forma a atingir os objectivos
propostos. Esta dissertacdo esta dividida de forma a que o leitor siga de uma forma ldgica o
trabalho realizado. Deste modo, em primeiro lugar encontram-se 0s resumos que tém como
funcdo familiarizar o leitor com o trabalho realizado, metodologias empregues e principais
resultados obtidos. De seguida, encontra-se um capitulo introdutério em que o leitor é
familiarizado com as bases telricas necessarias para acompanhar o presente trabalho,
nomeadamente informacao sobre péptidos antimicrobianos e a sua interaccdo com membranas
e as principais caracteristicas das bactérias empregues neste estudo. Apds este capitulo
introdutério, sdo descritas as metodologias utilizadas, sendo estas seguidas do capitulo onde
sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos. Por fim, sdo reunidas as principais
conclusdes e apresentadas as perspectivas futuras para o presente trabalho, nomeadamente, o
trabalho necessario para completar o estudo do mecanismo de ac¢do destes péptidos e para a

sua optimizacao.

Durante a realizagéo deste trabalho tive a oportunidade de frequentar um nanocurso de
transferéncia de tecnologia denominado Improving technology transfer from academia in
translational medicine, que decorreu nos dias 24 e 25 de Margo no Instituto de Medicina
Molecular e de assistir ao XVII Congresso Nacional de Bioquimica, na cidade do Porto. Tive
ainda a oportunidade de apresentar o presente trabalho na 14™ European Conference on the
Spectroscopy of Biological Molecule que decorreu entre 29 de Agosto e 3 de Setembro, na
cidade de Coimbra. Este trabalho foi apresentado sob a forma de uma apresentagéo oral curta



com o titulo Novel Antimicrobial Peptides with Activity Against Gram-negative and Gram-

positive Bacteria.
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Resumo

O aumento das resisténcias bacterianas aos antibioticos correntes, torna necessario o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Os péptidos antimicrobianos (AMPs) ao
fazerem parte do sistema imunitario inato de humanos e ao possuirem um extenso espectro de
accdo contra bactérias e virus, sdo uma alternativa promissora. Para além disso, por
substituicdo de residuos de aminoécidos a sua actividade, especificidade e citotoxicidade
podem ser optimizadas.

O BP100 é um AMP hibrido de cecropina A e melitina com actividade comprovada
contra bactérias Gram-negativas, mas nao contra bactérias Gram-positivas. Com o intuito de
aumentar a actividade antimicrobiana deste tipo de péptidos foram desenvolvidos e
sintetizados dois derivados, PepRYL e PepRWL, por introducdo de residuos de arginina e
triptofano. Para comparar a actividade destes derivados com a de AMPs ja estudados, todos os
ensaios foram também estudados os péptidos BP100 e Sub3, sendo o Sub3 um AMP activo
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Por determinacdo da concentracdo minima inibitoria (MIC) observou-se actividade
antimicrobiana destes derivados a concentracBes na ordem do micromolar contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, a semelhanca do que foi também observado em ensaios de
microscopia de forgca atdmica, onde a baixas concentracGes destes péptido era observavel a
perturbacdo das membranas bacterianas. Por realizagdo de estudos de espectroscopia de
fluorescéncia e de dicroismo circular observou-se que ambos o0s derivados apresentam
preferéncia para vesiculas anionicas, sendo observada uma alteracdo estrutural por interac¢do
péptido-vesiculas anidnicas. Em todos os ensaios de caracterizacdo da interac¢do do péptido
com a membrana foi possivel inferir a existéncia de um mecanismo de accao diferente para o
Sub3.

De uma forma geral, PepRYL e PepRWL possuem uma maior actividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas que o BP100. Para além disso, PepRWL e
PepRYL possuem actividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas enquanto que 0
BP100 é inactivo.

Palavras-chave: péptidos antimicrobianos, membranas, resisténcia bacteriana, antibioticos,

substituicdo de residuos de aminoéacidos.



Abstract

The increasing resistance of bacteria to conventional antibiotics has led to the need for
alternative therapies. Being part of the human innate defense system, antimicrobial peptides
(AMPs) are a very promising alternative, presenting a broad spectrum of activity against
bacteria and viruses. Designing superior AMPs through amino acid residues substitution is a
powerful strategy to enhance their activity and specificity but also to decrease their
cytotoxicity.

BP100 is a cecropin A—melittin hybrid peptide that has proved bactericidal activity
against Gram-negative bacteria but not against Gram-positive. Knowing that arginine and
tryptophan amino acid residues enhance antimicrobial activity, we designed and sinthesized
BP100 analogues, PepRYL and PepRWL, that include these residues, in an attempt to
improve antimicrobial activity. The activity of the novel peptides was compared with the
activity of BP100 and Sub3, an AMP with activity against both Gram-negative and Gram-
positive bacteria.

PepRYL and PepRWL have bactericidal activity at low micromolar range against
Gram-negative and Gram-positive bacteria as revealed with minimal inhibitory concentration
(MIC) assays. Antimicrobial activity of PepRYL and PepRWL was further confirmed by
atomic force microscopy imaging in which bacterial membrane perturbation is shown. To
clarify the peptides’ mechanism of action and structure in aqueous and lipid environments,
fluorescence spectroscopy and circular dichroism measurements were employed. A
preference of both BP100 derivatives towards anionic vesicles over neutral vesicles was
observed. Accordingly, a conformational change was observed in both PepRYL and PepRWL
peptides structure upon interaction with negatively-charged lipidic vesicles. Peptide-
membrane studies suggested that Sub3 has a mechanism of action distinct from BP100 and its
analogues.

Overall, BP100 derivatives have a higher antimicrobial activity against Gram-negative
bacteria than BP100 and show high activity towards Gram-positive bacteria, unlike other
cecropin A—melittin derivatives. Moreover, PepRWL is more efficient than Sub3 against

Gram-positive bacteria.

Keywords: antimicrobial peptides, membranes, bacteria resistance, antibiotics, amino acid

residues substitution.
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Aumento do espectro de accdo de péptidos antimicrobianos Introducéo

1. Introducéao

1.1. Resisténcia bacteriana ao tratamento com antibidticos

A penicilina, descoberta por Alexandre Flemming em 1928, foi a primeira molécula
com propriedades bactericidas a ser identificada. A sua utilizagdo como agente terapéutico sé
foi possivel 11 anos mais tarde apds Howard Foley e colaboradores terem extraido, purificado
e identificado a substancia com actividade bactericida [1]. A administracdo de penicilina
durante a segunda Guerra Mundial salvou milhares de vidas [2] e foi um importante marco
para o tratamento de infec¢des bacterianas, que até entdo eram letais. Depois da classe das
penicilinas, muitas outras classes de antibidticos foram desenvolvidas, passando as infecgdes
bacterianas a serem consideradas patologias comuns de facil tratamento. Contudo, o
recorrente e abusivo recurso a estes farmacos provocou o aparecimento de resisténcias aos
mesmos. Estas tém vindo a aumentar, sendo colocada a hipotese de este ser 0 comego de uma
era pos-antibidticos em que as infeccdes bacterianas voltam a ser letais [3]. Um exemplo
recente sdo as superbactérias que tém vindo a surgir em ambiente hospitalar, ou o surto de
Escherichia coli verificado este ano que ja conduziu a varias mortes. Actualmente, na Unido
Europeia, 25 000 pessoas morrem devido a infecgdes bacterianas resistentes, sendo que a sua
maioria é adquirida em hospitais. Este facto ndo escapou a Organizacdo Mundial de Salde
que dedicou o dia Mundial da Salude de 2011 a este fendmeno [4]. Para combater eficazmente

estas infeccOes é, entdo, necessario o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.

1.2. Péptidos antimicrobianos e as membranas lipidicas

Uma alternativa promissora ao tratamento das infeccGes bacterianas com recurso as
classes convencionais de antibioticos como as penicilinas, macrélidos e sulfonamidas sdo 0s
péptidos antimicrobianos (AMPS) [5, 6]. Estes péptidos sdo considerados uma boa opgéo pois,
para além de possuirem um vasto espectro de accdo sobre bactérias, fungos, virus e alguns
sobre células cancerigenas, existem naturalmente em todas as classes de organismos, sem que
0s seus alvos tenham conseguido estabelecer mecanismos de resisténcia que impecam a sua
accao [7-9]. Para além destas caracteristicas, alguns AMPs possuem a capacidade de actuar
sinergisticamente com antibio6ticos convencionais [8, 10]. Foram ja descobertos péptidos com
uma elevada variabilidade sequencial, o que os torna ainda mais interessantes [9]. De forma a

agrupar esta grande variedade de péptidos foram propostos quatro grupos estruturais: helice
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a, folha B, ciclicos e random coil [11]. Contudo, os AMPs naturais tém normalmente
sequéncias de aminoacidos longas possuindo susceptibilidade a degradacdo por accdo de
proteases e uma baixa biodisponibilidade. Estas desvantagens tém levado ao desenvolvimento
de péptidos sintéticos, com sequéncias de residuos de aminoacidos menores e com pequenas
substituicOes destes residuos, de forma a criar novas e eficazes moléculas terapéuticas com

maior estabilidade, maior actividade antimicrobiana e uma inferior citotoxicidade [12].

Os AMPs podem ser cationicos ou anionicos, mas uma vez que os péptidos cationicos
s80 0s mais activos, estes sao também os mais estudados [13]. Para além da carga positiva, 0s
AMPs séo na sua maioria péptidos curtos (10-30 residuos de aminoacidos) e possuem caracter
anfipatico [8, 11]. Um mecanismo de accdo que explique a actividade dos diferentes
elementos desta classe de péptido tdo diversa é irrealista, e varios mecanismos tém sido
propostos na literatura. Algumas hipoteses de mecanismos sugerem que 0os AMPs atacam
directamente e inespecificamente a membrana bacteriana permeabilizando-a. Estas
permeabilizacdo pode ocorrer ou por acumulacdo de péptidos a sua superficie (“carpet
mechanism”), ou por formacdo de poros (“barrel-stave” e “toroidal pore mechanism”).
Alternativamente, alguns péptidos parecem translocar através da membrana e actuar sobre
alvos intracelulares [13, 14]. Independentemente de possuirem um alvo membranar ou
intracelular, a membrana bacteriana é uma barreira com a qual os AMPs tém de interactuar
para exercerem a sua actividade anti-bacteriana [14]. Uma actividade dependente de
interaccBes péptido-membrana é a razdo mais provavel para a incapacidade dos
microrganismos de desenvolverem resisténcia a estes péptidos, ja que isso implicaria uma
reestruturacdo da sua membrana, (i. e. alterar a composicdo ou a organizagdo dos seus
constituintes) [9, 11].

As membranas tém como funcdo compartimentalizar a célula (membrana plasmatica)
ou organelos (apenas no caso das células eucariotas), sendo constituidas essencialmente por
fosfolipidos e proteinas [15, 16]. Os fosfolipidos apresentam uma zona polar (cabeca
hidrofila) e uma zona hidréfoba (duas cadeias acilo). Por contacto com a agua estes formam
uma bicamada lipidica, adquirindo uma conformacédo anfipatica, em que as cabecas polares
ficam viradas para 0 meio aquoso exterior e as cadeias acilo para o interior, devido ao efeito
hidréfobo [16, 17]. E esta conformacdo que lhe permite actuar como barreira selectiva,
controlando, por exemplo, os gradientes iénico e quimico, essenciais a vida. Dependendo da
temperatura, pressdo, hidratacdo e constituicdo fosfolipidica (p.e. existéncia de lipidos

saturados ou insaturados), a “compactacao” dos fosfolipidos da membrana pode possuir
2
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propriedades fisicas distintas que sdo designados por: fase gel (S,), fase liquida desordenada
(Lg) ou fase liquida ordenada (L,). A fase liquida desordenada (ou fase fluida) € a mais
relevante em termos fisioldgicos, j& que na célula a bicamada lipidica apresenta, na sua
maioria, propriedades de fase fluida [18]. Cada um dos dois folhetos constituintes da
membrana, possui uma composicao especifica de proteinas e lipidos, fendmeno denominado

por assimetria de membrana [16].

As membranas apresentam caracteristicas que variam conforme o organismo onde se
inserem. As membranas de mamiferos e de bactérias apresentam vérias diferencas. As
membranas de mamiferos sdo constituidas essencialmente por glicerofosfolipidos neutros em
que a cabeca polar € constituida por fosfatidilcolina (PC) ou fosfatidiletanolamina (PE), por
esfingolipidos como a esfingomielina (SM) e esterdis como o colesterol [16]. J& as
membranas bacterianas sdo constituidas essencialmente por glicerofosfolipidos anionicos
como o fosfatidilglicerol (PG) e a cardiolipina (CL) sem a presenca de esterdis, o que lhes
confere uma superficie com carga negativa [14]. Para além da constituicdo lipidica, o
potencial transmembranar existente nas bactérias € mais electronegativo que nas células de
mamiferos, sendo de -130 a -150 mV e de -90 a -110 mV, respectivamente [14]. A existéncia
de uma parede celular em células bacterianas, ausente nas células eucariotas também contribui
para a carga negativa existente a superficie das células bacterianas. Na parede celular de
bactérias Gram-positivas existem acidos teicoicos carregados negativamente ligados ao
peptidoglicano, enquanto que na parede celular de bactérias Gram-negativas existe uma
membrana externa para além da camada de peptidoglicano composta por lipopolissacarido
(LPS) que também possui carga negativa. O LPS para além de conferir a carga negativa e ter
uma fungéo de suporte pode ainda actuar como endotoxina [19]. Na figura 1 encontram-se

representadas paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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Figura 1 — Estrutura das paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A parede
celular de bactérias Gram-positivas, representada a esquerda, é constituida maioritariamente por uma espessa
camada de peptidoglicano ao qual se ligam acidos teicoicos (contendo residuos de glicerol fosfato ou ribitol
fosfato). A parede celular de bactérias Gram-negativas, representada a direita, possui uma camada de
peptidoglicano menos espessa que as bactérias Gram-positivas. Sobre esta camada encontra-se uma nova
bicamada fosfolipidica que possui polissacaridos ligados covalentemente a lipidos, formando
lipopolissacaridos (LPS). Esta segunda membrana é denominada membrana externa ou simplesmente LPS.

Adaptada de [20].

Os AMPs ao serem catidnicos serdo mais atraidos para as membranas bacterianas,
carregadas negativamente, que para as membranas de mamiferos de carga neutra o que Ihes
conferira diferentes niveis de selectividade [14, 21]. Devido ao seu caracter anfipatico
ocorrerdo primeiro interacgOes electrostaticas entre os residuos basicos dos AMPs e as
cabecas polares dos lipidos de membrana, podendo depois ocorrer a inser¢cdo da parte
hidréfoba do péptido no interior da membrana [22]. Grande parte dos péptidos com estrutura
de hélice o apenas assume esta conformacdo apds contacto com as membranas, encontrando-
se numa conformacdo random coil em solucdo [13, 22]. Ja que o primeiro passo da interaccao
péptido-membrana passa pela existéncia de interacgdes electrostaticas, a forca i6nica é um

factor que diminui a accdo dos AMPs uma vez que enfraquece este tipo de interacgéo [9].

N&o obstante, os AMPs tém ainda a vantagem de poderem ser aperfeicoados por
substituicdo de residuos de aminoéacidos [13] permitindo optimizar selectividade, toxicidade
ou actividade antimicrobiana dos AMPs contra um alvo especifico [10, 12]. Estudos

demonstram que, por exemplo, a insercdo de varios residuos hidréfobos na sequéncia de
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AMPs conduz a uma perda de especificidade e a um aumento de toxicidade para células de

mamiferos, uma vez que facilitam a insercdo do péptido na zona hidréfoba da membrana [14].

1.3. BP100 e novos péptidos

O BP100 (KKLFKKILKYL-NH,) é um péptido hibrido de cecropina A e melitina
com actividade comprovada contra bactérias Gram-negativas, possuindo baixa citotoxicidade
e pouca susceptibilidade a degradacdo por proteases testadas [6]. Este péptido foi
desenvolvido tendo como objectivo a obtengdo de uma estrutura de hélice o anfipatica, isto é,
com os residuos de aminoacidos hidrofobos num dos lados da hélice e os residuos de
aminoacidos hidréfilos no outro. A representacdo de Edmunson wheel correspondente

encontra-se na figura 2 [12].

Porém, este péptido ndo apresenta actividade contra bactérias Gram-positivas [5]. Com
0 intuito de desenvolver péptidos com um espectro de accdo mais alargado e com uma
actividade mais elevada, foram desenhados dois novos péptidos: PepRYL (RRLFRRILRYL-
NH;) e PepRWL (RRLFRRILRWL-NH,). O seu desenho teve por base os resultados obtidos
para o BP100, assim como, a observacao de que substitui¢des de residuos de aminoacidos de
lisina (K) por arginina (R) e de tirosina (Y) por triptofano (W) levariam a um aumento da
actividade dos péptidos [5, 10]. Para comprovar o aumento do espectro de accdo destes

péptidos foram realizados ensaios bioldgicos com trés bactérias cuidadosamente escolhidas.

Figura 2 — Projec¢do da Edmunson wheel. Ao desenvolver novos péptidos alterando apenas os residuos 1 e
10 e o grupo R, originam-se novos derivados com uma estrutura de hélice perfeita, ja que ao fazer o fold,
uma face da hélice terd caracter hidrofilo (residuos de aminoécidos com fundo negro) e a outra caracter

hidréfobo (residuos de aminoécidos com fundo branco). Retirada de [12].
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1.4. Escherichia coli

A primeira bactéria escolhida para testar a ac¢do dos novos péptidos desenvolvidos,
foi a Escherichia coli (E. coli), pois € uma bactéria Gram-negativa, cujo crescimento € inibido
pelo BP100 [5]. Deste modo, podera testar-se a accdo do BP100 em conjunto com a dos
novos derivados, como forma de controlo. A sua escolha passou ainda pelo facto de, ao ser
uma bactéria nao fastidiosa, crescer rapidamente, sem precisar de suplementos ou condi¢fes
especiais de incubacdo e pela sua plasticidade genética. Esta caracteristica que torna a E. coli
como a bactéria de eleicdo para protocolos de biologia molecular, torna também dificil a
caracterizacdo e distingdo destas bactérias em patotipos bem definidos e, consequentemente, a

sua erradicacdo [23].

A E. coli cresce a 37° C em condicdes de aerobiose, apesar de ser aerobia facultativa
[19]. Tem uma forma bacilar, flagelos que facilitam a sua movimentacdo e possui
aproximadamente 2 um de comprimento ¢ 0,5 um de didmetro [19, 24]. E o microorganismo
predominante da flora intestinal, sendo proposto que a sua predominancia possa ser devida a
sua capacidade de utilizar o gluconato existente no colon de uma forma mais eficiente que
outras espécies ai residentes [23]. Usualmente, esta bactéria coloniza o tracto gastrointestinal
de criancas poucas horas apds o seu nascimento, mantendo com o hospedeiro uma relacéo
simbiotica. Contudo, quando o individuo se encontra imunocomprometido ou possui as
barreiras gastrointestinais normais afectadas, as estirpes de E. coli ndo patogénicas que
habitam a camada mucosa do c6lon podem causar infeccdo [25]. Para além destas estirpes,
estirpes altamente evoluidas, com factores de viruléncia especificos sdo originadas por
introducdo de plasmideos, fagos e transposdes ou pela existéncia de pseudogenes. Ocorre uma
adaptacdo das estirpes de E. coli, que passam a ter a capacidade de colonizar novos nichos e
de provocar doencas em hospedeiros imunocompetentes. No entanto, apenas as combinacfes
mais bem sucedidas de factores de viruléncia persistem, de modo a formar um patotipo
especifico [23]. Estes patétipos de E. coli sdo caracterizados por antigénios O

(lipopolissacérido) e H (flagelos) que definem o seu serétipo [25].

Os trés principais sindromes clinicos resultantes da infeccdo por E. coli séo diarreia,
infeccbes do tracto urinario e meningite [25]. A diarreia, tal como, colite e disenteria, €
originada por estirpes de E. coli patogénicas do intestino, que colonizam o intestino humano.
Ja as infecgBes do tracto urinario e a meningite sdo provocadas por estirpes de E. coli

patogénicas extraintestinais, que residem no intestino de forma assimptomatica, mas que

6
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podem causar infeccOes severas ao atingirem 0s nichos extraintestinais como a corrente
sanguinea ou o tracto urinario [23, 26]. Existem seis estirpes de E. coli patogénicas intestinais
bem estudadas: enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica (EHEC), enterotoxigénica
(ETEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e difusamente aderente (DAEC).
Estas estirpes sdo normalmente responsaveis por diarreia com e sem a presenca de sangue nas
fezes, colite hemorragica, sindrome hemolitico urémico (EHEC) e, ainda, colite inflamatéria e
disenteria (EIEC). Quanto as estirpes de E. coli patogénicas extraintestinais existem dois
patétipos bem estudados: uropatogénica (UPEC) e associada a meningite (MNEC),
responsaveis pelo aparecimento de infeccdes do tracto urindrio e meningite, respectivamente
[23, 26]. Nesta dissertacdo foi utilizada uma estirpe de E. coli com um ser6tipo O6 que
corresponde a uma estirpe extraintestinal uropatogénica [27, 28], cujo mecanismo de ac¢do se
encontra descrito na figura 3. Os principais factores de viruléncia desta bactéria sdo factores
de aderéncia e toxinas. Os primeiros sdo importantes para a colonizacdo do hospedeiro e séo,
por exemplo, fimbrias especificas que consistem em filamentos proteicos mais pequenos e
curtos que os flagelos. J& as toxinas séo proteinas efectoras ou secretadas pelas bactérias, que

afectam vérios processos eucarioticos [23].
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1.5. Staphylococcus aureus

A segunda bacteria escolhida para testar a accdo dos novos derivados foi a
Staphylococcus aureus (S.aureus), pois € uma bactéria Gram-positiva, sobre a qual o BP100
ndo € activo [5]. Esta, a semelhanca da E. coli, é ndo fastidiosa, crescendo rapidamente sem
que sejam necessarias condicGes especiais ou suplementacdo dos meios [19]. Para além disso

é a principal causa de infecgdes hospitalares, sendo potencialmente letal [29] .

A S. aureus possui aproximadamente 1 um de diametro [30] e coloniza o tracto
respiratorio superior, axilas, cavidade oral, érgéo reprodutor feminino e superficies de pele
lesionadas. Esta cresce a 37°C em condi¢des de aerobiose mas a semelhanca da E. coli, é
aerdbia facultativa, [19]. As coldnias de S. aureus possuem a forma de coccus, com uma
pigmentacdo dourada. A infeccdo causada por estas bactérias é a principal responsavel pelo
aparecimento do Sindrome do Choque Tdxico, um sindrome potencialmente letal, que pode
levar a faléncia de 6rgdos vitais. Pode também originar endocardite infecciosa (i.e. infecgdo
do endocérdio) mas, de uma forma geral, provoca bacteriémia que consiste na presenca de
bactérias na corrente sanguinea. Contudo, quando a concentracdo bacteriana ¢ muito elevada
para que os glébulos brancos sejam eficazes, esta condicdo pode evoluir para sépsis ou, em

caso extremo, para choque séptico, uma situacao potencialmente letal [29].

Os factores responsaveis pela viruléncia desta bactéria sdo o peptidoglicano, proteinas
de superficie ou secretadas, enzimas e toxinas. O peptidoglicano, constituinte da parede
celular, actua como endotoxina estimulando a libertacdo de citocinas pelos macréfagos, a
activacdo do complemento e a agregacdo de plaquetas. A existéncia de uma expressao
sequencial de genes permite a regulacdo da expressdo de proteinas de superficie ou
excretadas. Assim, as proteinas de superficie sdo sintetizadas durante a fase exponencial de
crescimento, onde durante a fase inicial de infeccdo, contribuem para uma colonizacéo eficaz
do hospedeiro ao actuarem como adesinas (proteinas que reconhecem certas moléculas
presentes na superficie das células as quais se ligam). Por outro lado, as proteinas secretadas
sdo sintetizadas posteriormente, durante a fase estacionaria, onde favorecem a expansdo da
infeccdo para os tecidos adjacentes. Para além destes factores, a S.aureus possui ainda
enzimas como proteases, lipases e hialuronidases que destroem tecidos do hospedeiro
contribuindo para a expansdo da infeccéo aos tecidos adjacentes. Porém, os principais factores

de viruléncia desta proteina sdo as toxinas. Estas sdo responsaveis pelo aparecimento de
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febres altas, choque e disfuncdo de varios oOrgdos devido a libertacdo de excessivas

quantidades de citocinas [29].

Estima-se que 30-50% de adultos saudaveis estejam colonizados com S. aureus e que
destes, 10-20% estejam persistentemente colonizados. O risco de infeccdo é maior para
doentes com diabetes tipo-1, doentes infectados com HIV, assim como para doentes
submetidos a hemodidlise ou intervengdes cirurgicas [29]. Ao longo das ultimas décadas, 0
ndmero de pessoas infectadas tem aumentado paralelamente com o aumento do uso de
dispositivos intravasculares como cateteres [29, 31]. O principal modo de transmissdo da
bactéria é por contacto com profissionais de saude que estejam infectados de forma transiente
com a bactéria mas, também, e embora em menor escala, pelo contacto com fontes ambientais
da bactéria ou com pessoas infectadas. A principal e mais problematica resisténcia a
antibioticos utilizados no tratamento de infeccBGes por S. aureus € a resisténcia a meticilina

que origina as denominadas estirpes de S.aureus resistentes a meticilina (MRSA) [31-33].

1.6. Helicobacter pylori

A Helicobacter pylori (H. pylori) foi a terceira bactéria escolhida devido ao seu
impacto na sadde mundial. Estima-se que metade da populacdo do planeta esteja infectada
com H. pylori, sendo uma das infec¢des cronicas mais difundidas do mundo. Em Portugal, em
1993, estimava-se que uma taxa de 80% da populacdo com idade superior a 15 anos estivesse
infectada [34]. Todos os individuos colonizados desenvolvem inflamacg&o crénica gastrica que
¢ normalmente assimptomatica, mas em 10-20% dos casos a doenca gastroduodenal
desenvolve-se podendo originar Ulceras gastricas ou duodenais e gastrite atréfica que € uma
pré-condicdo para o aparecimento de cancro gastrico [35]. Em 1994, o grupo de trabalho da
Organizacdo Mundial de Saude para avaliacdo de riscos carcinogénicos para 0 homem,
declarou a infeccdo por H. pylori um carcinogénico humano [34]; no inicio de 2000, o cancro

gastrico era a segunda forma de cancro mais comum em todo o mundo [36, 37].

A H. pylori é uma bactéria Gram-negativa, fastidiosa, com uma forma helicoidal, com
um didmetro entre 0,5 ¢ 1 um e com um comprimento entre 2,5 a 5 um. Forma coldnias
translucidas, ndo pigmentadas, crescendo a 37 °C em condi¢fes de microaerofilia [34, 38].
Como se trata de uma bactéria fastidiosa, 0s seus meios de cultura sdo normalmente
suplementados com sangue (meios solidos) ou soro (meios liquidos), de forma a enriquecer o

seu nivel de nutrientes [39-41]. Coloniza exclusivamente o epitélio gastrico humano,
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localizando-se normalmente na mucosa antral do estbmago sob a camada mucosa, a superficie
das células epiteliais [34, 36]. Esta possui a capacidade de adquirir uma forma de coccus
quando as condi¢des do ambiente em que se encontra ndo sdo as mais favoraveis. Tem vindo
a ser discutido ao longo da ultima década se esta transformacdo seria uma estratégia de
sobrevivéncia, ou uma forma degradada da bactéria. Contudo, estudos recentes apontam para
que a forma coccus de H. pylori se encontre num estado viavel mas ndo-cultivavel, denotando
que esta transformacdo consiste numa manifestacdo da adaptacdo da bactéria a condicGes
menos favoraveis [42]. A dificil erradicagdo desta bactéria deve-se ao grande numero de
organismos H. pylori no estbmago, 0 que provoca um aumento da concentracdo minima
inibitdria de farmaco necessaria, assim como, a existéncia de um pH acidico no estdmago que
pode provocar a diminuicdo do efeito dos farmacos. Deve-se também a observacdo de que
uma proporcao destes organismos se encontra ligada as células da mucosa gastrica, formando
um biofilme, e de que outras se encontram no interior das células, ficando inacessiveis a
diversos antibioticos [43]. A principal via de transmissdo da infeccdo por H. pylori é a via
gastro-oral, devido ao uso de sondas gastricas infectadas ou ao contacto com secrecdes
gastricas [34].

Ao contrario daquilo que seria de esperar, a H. pylori in vitro possui um pH 6ptimo de
crescimento entre 6 e 7. Esta observacdo justifica-se pelo facto desta bactéria ser um
microrganismo neutréfilo que se adapta ao ambiente acidico do estbmago. Esta adaptacédo
encontra-se dependente de varios mecanismos, sendo o principal a existéncia de um urease,
responsavel pela degradacdo da ureia em amoniaco e CO,, criando um microambiente neutro
em torno da bactéria [34, 44]. Estes mecanismos de adaptacdo ao pH acidico do estbmago sdo
0s seus principais factores de viruléncia ja que lhe permitem colonizar a mucosa gastrica. No
entanto, o facto de possuir 5-7 flagelos cujo centro se encontra envolto numa bainha
(constituida por uma dupla camada fosfolipidica) que os protege da acidez gastrica e adesinas,
que lhe permite aderir aos tecidos do hospedeiro sdo também factores de viruléncia
importantes para a colonizagdo do hospedeiro. Para além destes factores também outros
enzimas, o LPS, a citotoxina vacuolizante (VacA) e a ilha de patogenecidade cag sdo
importantes e indispensaveis factores de viruléncia. Assim, a H. pylori possui 0s enzimas
superdxido dismutase, catalase e alquilhidroperdxido reductase responsaveis pela resisténcia
da bacteéria as espécies reactivas de oxigénio, para além do urease que, em adi¢do ao seu papel
na adaptacéo da bactéria ao pH, pode ainda ter uma acgéo tdxica directa ou indirecta sobre o
epitélio gastrico. Ja a fraccdo glicoproteica do LPS, constituinte da parede celular, possui
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homologia estrutural com as cadeias oligossacaridas dos antigénios Lewis* e Lewis”, podendo
induzir uma resposta auto-imune contra as células parietais humanas, responsaveis pela
secrecdo de cido gastrico no estbmago. A VacA é responsavel pela inducdo de vacuolizagdo
em ceélulas epiteliais gastricas e do processo de apoptose em mitocdndrios por activacdo da
caspase-3. Por fim, a ilha de patogenicidade cag possui aproximadamente 30 genes que
codificam uma série de proteinas implicadas na viruléncia de estirpes de H. pylori, sendo a
mais estudada a CagA [34]. A presenca da ilha de patogenicidade cag determina a viruléncia
das estirpes, denominando-se por estirpes de tipo | (cag”,VacA") as estirpes mais virulentas e

por estirpes de tipo Il (cag’,VacA") as menos virulentas [34, 36].

1.7. Objectivos

Esta dissertacdo teve como objectivo o desenvolvimento de péptidos antimicrobianos
melhorados, isto €, com um alargado espectro de accdo e uma elevada actividade anti-
bacteriana. Teve ainda como objectivo, o estudo do mecanismo de accdo destes AMPs e a

determinacdo da sua citotoxicidade.

De forma a verificar e quantificar a accdo de PepRYL e PepRWL sobre bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas foram realizados ensaios de determinagdo da concentragéo
minima inibitéria (MIC) sobre E. coli, H. pylori (bactérias Gram-negativas) e S. aureus
(bactéria Gram-positiva). Apés quantificacdo da sua actividade, foram realizados estudos de
microscopia de forca atdmica com o intuito de comprovar visualmente os resultados obtidos
com a determinacdo das MICs. Para estudar o mecanismo de accdo destes péptidos foram
usados modelos membranares artificiais, sendo a interaccdo péptido-membrana estudada por
recurso a espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular. Com o intuito de determinar a
citotoxicidade destes péptidos foi realizado um teste de hemdlise utilizando eritrocitos
humanos. Em paralelo foram sempre estudados os péptidos BP100 e Sub3
(RRWRIVVIRVRR-NH,) como controlo. A acgdo selectiva do BP100 sobre bactérias Gram-
negativas encontra-se bem documentada e o Sub3 é um péptido com actividade comprovada

contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, nomeadamente E. coli e S. aureus.
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2. Materiais e métodos

Para todos os ensaios realizados nesta dissertacdo foi utilizado material corrente de
laboratério como micropipetas eppendorf de 0.5-10 uL (+ 0,01 uL), 2-20 pL (+ 0,02 uL), 10-
100 pL (£ 0,1 pL), 20-200 pL (+ 0,2 pL), e 100-1000 pL (+ 0,5 pL), pipetas de vidro
graduadas, pipetador automatico (Pipetboy, Integra Biosciences), balées de fundo redondo,

gobelés, espéatulas, agitadores magnéticos, placas de aquecimento, vortex e varetas.

2.1. Sintese de péptidos

Os péptidos utilizados neste estudo, BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3, foram
sintetizados no Institute for Molecular Bioscience — The University of Queensland, de acordo
com a colaboracéo existente, segundo 0 método descrito em [45]. De uma forma resumida, 0s
péptidos foram sintetizados segundo o processo de sintese peptidica de fase solida, em que os
péptidos precursores se ligam a uma resina de polietileno glicol-poliestireno (PEG) através de
um residuo de lisina. Nesta sintese utilizou-se um sintetizador de péptidos automatico (CEM
microwave peptide synthesizer, Liberty). A pureza dos péptidos foi confirmada por HPLC
analitico de fase reversa. Péptidos com uma pureza > 95% foram utilizados nos ensaios in
vitro. A concentragdo das solucgdes stocks foi determinada atraves da absorvéncia a 280 nm
considerando como coeficiente de extingdo molar os valores presentes na Tabela 1. O

aparelho Nanodrop (ND-1000 Thermo Scientific) foi utilizado para a leitura das absorvéncias.

Tabela 1 - Sequéncia peptidica dos péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 e respectivos

coeficientes de extin¢cio molar (g).

Péptido Sequéncia ge(M*cm™)
BP100 KKLFKKILKYL 1490

PepRYL RRLFRRILRYL 1490

PepRWL RRLFRRILRWL 5500
Sub3 RRWRIVVIRVRR 5500
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2.2. Ensaios bioldgicos

Para determinar a ac¢cdo dos peptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 sobre as
bactérias E. coli, S. aureus e H. pylori foram realizados ensaios de determinagdo da
concentra¢do minima inibitéria (MIC). Para este efeito, foi utilizada uma estirpe de E. coli da
American Type Culture Collection (ATCC 25922) que corresponde a uma estirpe
extraintestinal uropatogénica [27], uma estirpe de S. aureus ATCC 25923, sensivel a
meticilina [46] e uma estirpe de H. pylori de tipo |, isolada de uma paciente de 17 anos com
Ulcera duodenal. Esta estirpe apresenta multi-resisténcia aos antibidticos usualmente
utilizados no tratamento da infeccdo por H. pylori. As estirpes de E. coli e S. aureus foram
cedidas pela Unidade de Microbiologia Molecular e Infeccdo do Instituto de Medicina
Molecular e a estirpe de H. pylori foi cedido pela Doutora Mdnica Oleastro do Instituto
Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge.

As medidas de absorvancia realizadas para seguir a densidade dptica (OD) das culturas
bacterianas, foram efectuadas nos espectrofotometros Genesys 10 UV Thermo Spectronic ou
Thermo Scientific, em cuvettes de plastico descartaveis (Brand). As suspensfes bacterianas
foram realizadas em tubos de vidro autoclavaveis ou em frascos falcon estéreis de 15 mL

(Corning).

2.2.1. Optimizacdo do crescimento

Para seguir o crescimento da bactéria S. aureus nos dois meios de cultura liquidos
utilizados, Mueller Hinton Broth (MHB) e Brucella Broth (BB), a OD a 600 nm foi seguida
aproximadamente durante 12 horas e o ponto médio do crescimento exponencial da bactéria
S. aureus determinado. Para correlacionar OD com o numero de unidades formadoras de
colénias por mL (cfu/mL) plaquearam-se diferentes diluicGes da suspensdo de S. aureus em
placas de meio Mueller Hinton 4gar (MHA) ou Brucella 4gar (BA) e contaram-se as colonias.

Deste modo, obteve-se como ponto médio do crescimento exponencial o valor de OD a 600
nm de 0,319 que corresponde aproximadamente a 2,74x10° cfu/mL para a S. aureus em
MHB (Oxoid) e de 0,563 que corresponde a aproximadamente 3,2x10° cfu/mL em BB
(Remel) (Ver Anexo A). Este procedimento foi realizado apenas para a S. aureus pois para a
E. coli a relagdo OD (600nm) — cfu/mL de 0,1 para aproximadamente 2x10°cfu/mL, tinha

sido estimada anteriormente [5]. Como a H. pylori possui condi¢Bes de crescimento muito

rigorosas e um crescimento mais lento, a correlagdo OD-cfu/mL néo foi estimada no nosso
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laboratério. Deste modo, considerou-se que uma OD a 600 nm de 1 corresponde a

aproximadamente 5x10° cfu/mL, conforme publicado anteriormente [47].

2.2.2. Crescimento bacteriano

Para as bactérias E. coli e S. aureus semearam-se placas de MHA (Oxoid) ou BA
(Remel) a partir da solucdo stock de bactéria. Para realizar este procedimento, uma anca
(Sarstedt) foi mergulhada na solugdo stock, sendo depois a suspensdo espalhada sobre as
placas de meio de cultura sélido pelo método de esgotamento do in6culo (Ver Anexo C).
Estas placas foram posteriormente incubadas entre 18 a 24 horas, a 37°C, numa incubadora
Incu-Line IL53. Apds incubacdo, foram retiradas com uma anca, trés a cinco colonias de E.
coli ou S. aureus que foram, de seguida, ressuspendidas em 5 mL de meio liquido (MHB ou
BB). Os tubos com estas suspensfes foram entdo incubados até que estas atingissem a OD a
600 nm de 0,319 ou 0,563 para a S. aureus (aproximadamente 6 horas) e de 0,1 para a E.coli

(aproximadamente 2 horas). Ao atingirem a OD pretendida, estas suspensdes foram diluidas

pelo método das diluicBes sucessivas até aproximadamente 2x10° cfu/mL no caso da E. coli

e de aproximadamente 2x10°cfu/mL no caso da S. aureus. Foi necessaria a utilizagio de uma

concentracdo superior de S. aureus pois esta bactéria apresenta um crescimento menor e mais
incerto que E. coli, sendo necessario este aumento para que as duas bactérias apresentem

valores de OD semelhantes, na auséncia de péptido.

Para a H. pylori este processo teve de ser ligeiramente alterado, pois esta necessita de
condicdes de crescimento especificas. Assim, placas de meio selectivo para a H. pylori
(Biogerm) foram semeadas a partir da solucdo stock guardada a -80°C como descrito acima
para as restantes bactérias. Estas sdo colocadas dentro de uma caixa de anaerobiose (Genbox,
Biomérieux), na presenca de uma saqueta geradora de atmosfera de microaerofilia (Genbox
microaer, Biomérieux), que consiste numa atmosfera com 5% de O, e 10% de CO,. Estas sdo
deixadas a incubar na estufa a 37°C durante 4 dias sendo depois as colonias recolhidas com
uma anca e suspensas em meio liquido BB suplementado com 10% (v/v) de soro de cavalo
(Oxoid). A suspenséo obtida e entdo espalhada sobre novas placas de meio selectivo para a H.
pylori e sdo colocadas a incubar sob as mesmas condi¢Ges. Ao fim de 2 dias as coldnias
apresentam uma massa uniforme e brilhante que serad recolhida com recurso a zaragatoas

(VWR) e suspensa em meio BB suplementado com 10% de soro de cavalo, até que seja
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obtida uma OD a 600 nm aproximadamente de 0,25 (que corresponde a aproximadamente a
1,25 x10%cfu/mL).

Os meios de cultura (liquidos ou solidos) foram preparados no laboratorio, recorrendo
a placas de petri estéreis (Normax) e dgua destilada, com excepcao do meio de cultura sélido
para a H. pylori que foi adquirido da empresa Biogerm. A constituicdo dos meios de cultura,

assim como o seu modo de preparagéo, encontram-se descritos no Anexo B.

Figura 4 — Fotografias de crescimento bacteriano de E. coli (esquerda), S. aureus (centro) e H. pylori

(direita) em meio sélido.

2.2.3. Determinacdo das concentragdes minimas inibitorias

A determinacdo da MIC consiste na determinacdo da concentragdo minima de péptido
necessaria para inibir o crescimento das bactérias em estudo [48]. Deste modo, para as
bactérias E. coli e S. aureus foi utilizado o método de microdiluicdo em meio. Neste método,
sdo adicionadas concentracdes decrescentes de péptido através de uma diluicdo seriada de
base 2 a uma suspensdo de bactérias com um nimero determinado de cfu/mL. Assim, numa
placa de 96 pocos de polipropileno (Costar 3879), 15uL de péptido com as concentragdes de
1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6, 7.8 uM foram adicionados a 135 pL de suspensédo

bacteriana com 2x10° e 2x10° cfu/mL para E. coli e S. aureus, respectivamente, de forma a

obter as concentracfes finais de péptido de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78 uM.
Como branco utilizou-se 15 uL de dgua millipore autoclavada e como controlo positivo 15 pL
de um antibidtico, previamente filtrado a chama (filtros VWR, com membrana de
poliétersulfona com um poro de 0,22 pum e seringas estéreis de 5 mL BD Discardit™ II).

Tetraciclina (Sigma-Aldrich) foi o antibidtico utilizado contra a E. coli e a kanamicina
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(Sigma-Aldrich) foi utilizada como controlo positivo contra a S. aureus. A concentracdo de
antibidtico final utilizada foi de 10 pg/mL (22,5 uM no caso da tetraciclina e 18,9 uM no caso
da kanamicina). Em cada placa estava também presente um poco com meio de cultura (135
uL de meio com 15 uL de &gua millipore autoclavada), sendo o valor obtido depois
descontado aos valores obtidos para 0s pogos com suspensdo bacteriana na presenca ou
auséncia de péptido. Em cada placa, os testes realizados com diferentes concentracBes de

péptidos e controlos foram realizados em triplicado, como esquematizado na figura 5.

Os valores de OD a 600 nm foram obtidos por leitura das placas num leitor de
microplacas Infinite M200 da Tecan. Uma vez que este leitor ndo possui as pré-definigcdes
necessarias para a leitura do contetudo presente em placas de polipropileno, o contetdo de
todas as placas foi transferido para placas de 96 pogos de poliestireno (TPP 92096), antes da
leitura. A incubacdo da suspensdo bacteriana com as diferentes concentracGes de péptidos
decorreu em placas de polipropileno, pois ndo ocorre a adsor¢do dos péptidos a superficie da
placa. Pelo contrério, em placas de poliestireno, a carga positiva dos péptidos em estudo
levaria a sua adsorcdo na superficie das placas devido a carga negativa caracteristica deste
tipo de plastico. Cada ensaio foi realizado trés vezes de forma independente, isto €, em

diferentes dias.

No caso da H. pylori, numa placa de 6 pogos (Nunc, Nunclon™), a 4,5 mL de
suspensdo bacteriana com aproximadamente 1,25 x 10°cfu/mL foram adicionados 500 pL de

péptido a 100 uM ou de diferentes concentragdes de tetraciclina (1, 10, 50 e 100 pg/mL). A
tetraciclina foi o antibiotico escolhido pois as resisténcias a este antibidtico séo raras [49, 50].
Cada um dos pogos foi preparado em triplicado, ndo tendo estes ensaios sido ainda repetidos
devido a necessidade de optimizar as condi¢cBes experimentais dos mesmos. A leitura das
amostras foi realizada em cuvettes de plastico descartaveis nos espectrofotometros
mencionados acima. Nestes ensaios foram utilizadas placas de 6 pogos, ao invés de placas de
96 pocos, pois foi necessario um volume superior de suspensao bacteriana, para que ocorresse

o0 crescimento significativo de H. pylori.
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Figura 5 — Esquema representativo do contetdo das placas de 96 pocos utilizadas para a determinacao
das concentragdes minimas inibitdrias. A cinzento escuro encontram-se representados 0s pogos em que
ndo ocorre qualquer adicdo, pois sdo 0s que apresentam uma maior variabilidade aquando da leitura no leitor
de microplacas. A cinzento claro encontra-se representado o conteldo para um dos péptidos e a branco o
conteudo para o outro péptido, a ser testado na placa. As concentracfes de péptidos apresentadas encontram-

se em uM. AB, antibiético.

2.2.4. Tratamento dos resultados

Os resultados de OD a 600 nm foram convertidos em percentagem de sobrevivéncia e
as trés médias dos triplicados de cada placa foram ajustados no programa GraphPad Prism®,
pela equacdo Sigmoidal dose-response (variable slope) (equagdo 1), com a constricdo de
minimo (Bottom) igual a 0% e maximo (Top) igual a 100%, de forma a retirar o valor de
MICso (50% de sobrevivéncia):

(Top —Bottom) Equacéo 1

Y = Bottom + 1410 (09ECx 0 H

em que H é o declive de Hill e ECs representa o valor de concentracéo de péptido necessaria
para que haja apenas 50% de sobrevivéncia. Para calcular o valor da MICyy (10% de
sobrevivéncia) foi utilizada a equagéo 2: Equagdo 2

S 1/H
EC, = xEC
s (10(}5) 50
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em que S é igual a percentagem de sobrevivéncia pretendida. Os valores de H e ECs
utilizados foram obtidos a partir do ajuste realizado para calcular o valor da MICs,. Os valores
de MICyoo foram obtidos por observacdo directa dos valores de percentagem de

sobrevivéncia.

2.3. Microscopia de forga atomica (AFM)

A microscopia de forca atomica foi desenvolvida com o objectivo de medir forgas
interactivas entre moléculas a escala do atomo [51]. Este objectivo foi atingido e, hoje em dia,
é uma potente ferramenta com elevada relevancia nas ciéncias biologicas, permitindo o estudo
da carga e hidrofobicidade superficiais, assim como, de propriedades mecanicas de moléculas
através da utilizacdo de espectroscopia de forca. Esta técnica permite ainda a obtengdo de
imagens tridimensionais da superficie de moléculas com uma resolucéo a nivel molecular, em
tempo real, sob condi¢des aproximadamente fisiologicas [52]. De forma a obter estas imagens
tridimensionais uma tip que se encontra na ponta de um cantilever percorre a superficie da
amostra em estudo. A medida que esta tip é repelida ou atraida pela superficie da amostra, o
mesmo ocorre com o cantilever. Uma vez que um raio laser se encontra reflectido na ponta do
cantilever, ocorrera defleccdo. A magnitude desta defleccdo sera registada pela mudanca de
direccdo do raio e detectada por um conjunto de fotomultiplicadores, podendo entdo
construir-se a imagem (figura 6). De forma a obter estas imagens poder-se-iam utilizar dois
métodos: 0 método de contacto, em que a tip se encontra em contacto com a amostra, ou 0
método de contacto intermitente, em que a tip oscila rapidamente por cima da amostra. As
imagens tridimensionais da superficie das bactérias E. coli e S. aureus foram obtidas
utilizando o método de contacto intermitente, ja que este método exerce menos forca lateral

sobre a amostra, ndo danificando as células bacterianas [51, 53].
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Fonte do
Fotomultiplicadores laser

S

Imagem construida
pelo computador

Cantilever

Figura 6 — Esquema do modo de funcionamento da microscopia de forca atémica. Um raio laser incide
sobre a ponta do cantilever. Uma vez que o cantilever ird oscilar, com a oscilagdo da tip sobre a amostra,
ocorrerd a deflecgdo deste raio laser. O conjunto de fotomultiplicadores ir4 detectar a magnitude desta
defleccdo, dando as informacdes necessérias para a construcdo da imagem pelo computador. Imagem
adaptada de [51].

2.3.1. Preparacdo das amostras

As suspensdes de E. coli e S. aureus foram obtidas seguindo 0 mesmo protocolo
descrito na seccdo Crescimento bacteriano (pag.14), sendo MHA o meio sélido e MHB o
meio liquido utilizados. Apds atingirem a OD pretendida, 1 mL de suspensdo bacteriana foi
centrifugado trés vezes (Eppendorf mini spin), sendo de cada uma das vezes substituido com
tampdo PBS 1x (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPO,, 1,46 mM KH,PO,) filtrado a
chama (filtros VWR, com membrana de polietersulfona com um poro de 0,22 um e seringas
estéreis de 5 mL BD Discardit™ Il). As centrifugacfes decorreram durante 8 minutos para a E.
coli e 30 minutos para a S. aureus a 13 000 rpm. Apos ressuspender o Gltimo precipitado em

tampdo foram preparados tubos eppendorf com 15 uL de péptido, ou &gua no caso do
controlo, e com 135 pL da suspensdo bacteriana com aproximadamente 2x10" cfu/mL. As

concentragdes de BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 utilizadas foram de 1, 10 e 100 uM.

As amostras incubaram durante duas horas na estufa (Inculine IL53) e,
posteriormente, 100 uL de cada amostra foram depositados sobre slides de vidro revestidos
com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Este revestimento confere uma carga positiva ao slide,

permitindo a fixagdo das células bacterianas que possuem carga superficial negativa. Deixou-
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se sedimentar durante 20 minutos a 25°C, lavando-se, de seguida, por 10 vezes a amostra com

agua millipore. Deixou-se secar ao ar.

2.3.2. Obtencéo e tratamento das imagens

As imagens foram obtidas utilizando um aparelho JPK Nano Wizard 11, montado sobre
um microscopio invertido Zeiss Axiovert 200, utilizando cantilevers de silicone, nao
revestidos ACL (Applied NanoStructure). Estes cantilevers possuem uma frequéncia entre
145 e 230 kHz e uma constante de oscilagcdo de 45 N/m. O modo de obtencdo de imagens
utilizado foi o modo de contacto intermitente e foram guardadas as imagens de altura, erro e
de mudanca de fase. Em meédia, foram obtidas cinco imagens provenientes de duas zonas

diferentes de cada amostra, com uma area total de 4x4 pm?. As imagens de altura foram

tratadas no programa JPK data processing, sendo posteriormente realizadas projeccdes
ortogonais das mesmas no programa Gwyddion (versdo 2.24). Informacdes sobre altura e

tamanho foram também obtidas por recurso ao programa JPK data processing.

2.3.3. Tratamento dos dados de rugosidade e inchaco

Para tratar os dados de rugosidade foram utilizadas as imagens de altura. Deste modo,
no programa Gwyddion foi empregue um filtro de valores médios para estimar a forma da
bactéria. Este filtro permite estimar a forma geral da bactéria pois assume como valor, o valor
da média dos valores vizinhos, isto é, para cada ponto avaliado este sera substituido pelo valor
da média dos pontos vizinhos, dando origem a forma geral da bactéria. Por subtrac¢cdo da
imagem obtida a imagem de altura original, obteve-se uma imagem achatada em que as Unicas
elevacdes sdo as rugosidades existentes na bactéria. A rugosidade de uma parte da imagem,
neste caso de toda a bactéria, foi entdo calculada através do desvio padrdo da altura, isto é do

valor da média quadratica ou root mean square da altura (Rms), sSegundo a equacéo 3:

Equacéo 3

em que , N é o total de imagens consideradas, z; € a altura do ponto i e z;, € a media da altura

[5]. A rugosidade foi determinada em &reas com uma dimensdo fixa de 125x125nm% A

média dos valores de rugosidade para cada amostra foi calculada no programa GraphPad

Prism®, utilizando uma ANOVA unidireccional para determinar estatisticamente a variancia
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das médias entre os diferentes grupos. De modo a determinar quais 0s grupos de médias cuja
diferenca observada é significativa foi utilizado o teste de Bonferroni, que permite a
comparacdo de diversos conjuntos de dados, que podem ou ndo possuir 0 mesmo tamanho.
Este teste permite ainda a eliminacdo de falsos positivos [54, 55]. O tratamento para os dados
de inchaco foi idéntico, com omissdo do passo de subtraccdo da imagem submetida ao filtro a
imagem de altura original, sendo utilizada a imagem da forma geral da bactéria ao invés da
imagem achatada. Desta forma, apenas sera avaliado o inchaco da bactéria, j& que ao

submeter a imagem ao filtro, a rugosidade deixa de ser um factor.

2.1. Ensaio hemolitico

A citotoxicidade dos péptidos em estudo em relacdo a células humanas foi avaliada
pela sua capacidade hemolitica. Para este fim, isolaram-se eritrocitos a partir de sangue
fresco. 4 a 5 gotas de sangue suspensas em 1 mL de PBS foram centrifugadas (Eppendorf
mini spin) a 4000 g durante 1 minuto, para isolar os eritrocitos. O sobrenadante foi removido
e 0s eritrcitos ressupensos em 1 mL de PBS. Este ultimo passo foi repetido 3 vezes. De
seguida foi preparada uma solucdo de 0,25% (v/v) de eritrécitos em PBS. Numa placa de 96
pogos de polipropileno (Costar 3879), foram adicionados 100 uL desta solucéo e 20 uL das
diferentes concentragdes de péptido testadas (concentracdes finais de péptidos: 50, 25, 12.5,
6.25, 3.13, 1.56, 0.78 e 0.39 uM). Como controlo negativo e positivo foram adicionados 20
uL de PBS e 20 uL de Triton X-100 1% (v/v) a 100 pL da solugdo de eritrocitos,
respectivamente. Todos 0s pocos foram realizados em triplicado em cada placa, a semelhanca
do realizado para o ensaio de determinacdo de MICs. As placas foram colocadas a incubar a
37°C durante 1 hora na estufa Incu-line IL53 e, posteriormente, centrifugadas por 5 minutos a
1000 rpm (Heraeus, Multifuge 1, r). O sobrenadante foi retirado para placas de 96 pogos de
poliestireno (TPP 92096) e efectuou-se a leitura das mesmas no leitor de microplacas (Tecan,
Infinite M200) a 415 nm. Este comprimento de onda corresponde ao comprimento de onda
para o qual & visivel o maximo de absorvancia da hemoglobina, que é libertada por hemolise
dos eritrocitos.

Assumindo que as amostras com Triton X-100 1% (v/v) representam 100% de lise e
gue as amostras com PBS 0% de lise, foi calculada a percentagem de hemdlise, segundo a
equacéo 4:

(Aamostra —Aees )
(Ariion = Aes)

%hemdlise = x100 Equago 4

21



Aumento do espectro de accdo de péptidos antimicrobianos Materiais e métodos

em que Aamostra Fepresenta a absorvancia da amostra, Apgs a absorvancia do controlo com PBS
e Arriton @ absorvancia do controlo com Triton X-100 1% (v/v) [56]. De forma a determinar a
concentracdo de péptido necessaria para lisar 50% dos eritrdcitos, procedeu-se a uma
regressdo ndo-linear no programa GraphPad Prism®, utilizando a equagdo Sigmoidal dose-
response (variable slope) (equacdo 1, pag. 17), com a constricdo de minimo igual a 0% e
méaximo igual a 100%. Os valores de percentagem de hemolise, obtidos pela média dos
triplicados presentes na placa de 96 pocos, foram os valores utilizados para a realizagéo da
regressdo ndo-linear.

Foi também calculado o indice terapéutico dos péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e
Sub3. Este indice consiste na razao entre a concentracdo de péptido necessaria para causar
50% de hemolise e a MICsy obtida para o péptido em estudo, nas diferentes condicoes
estudadas.

2.2. Espectroscopia de fluorescéncia

As moléculas tém varios niveis electronicos de energia, existindo diversos niveis
vibracionais em cada nivel electronico. Na espectroscopia de fluorescéncia, um raio de luz
ultravioleta excita os electrdes das moléculas, que passam do estado fundamental de energia
para um dos estados vibracionais de um nivel electronico de energia superior (estado
excitado). Colisbes com outras moléculas provocam a perda de energia vibracional e as
moléculas atingem o nivel vibracional de menor energia do estado electronico excitado. Ao
emitir um fotdo a molécula decai até um dos niveis vibracionais do estado electronico
fundamental. Como as moléculas podem decair até niveis vibracionais diferentes, os fotGes
terdo energias diferentes e, portanto, frequéncias diferentes. Deste modo, ao analisar as
diferentes frequéncias e intensidades da luz emitida, a estrutura dos diferentes niveis
vibracionais pode ser determinada [57]. Assim sendo, esta espectroscopia tem uma elevada
relevancia no estudo de péptidos, que podem possuir fluoréforos intrinsecos como € o caso
dos residuos de aminoacidos triptofano, tirosina e fenilalanina (Unicos residuos de
aminoacidos cujas cadeias laterais arométicas absorvem ou emitem radiacdo na zona
ultravioleta), ou extrinsecos, por acoplacédo de um cromoforo fluorescente [57, 58]. Contudo,

a emissdo de radiacdo pelos residuos de fenilalanina raramente é detectvel devido a baixos
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valores de rendimento quantico e coeficiente de absorcao molar, para além da proximidade de
residuos de aminodcidos com a capacidade de diminuir a intensidade de fluorescéncia. A
intensidade de fluorescéncia emitida pelo residuo de tirosina também é ligeiramente afectada
por estes factores, sendo o residuo de triptofano o mais sensivel as mudangas no
microambiente que o rodeia [57].

Todos os espectros de fluorescéncia (emissdo e excitagdo) foram obtidos num
espectrofluorimetro Edinburgh FS900, em cuvettes de quartzo (Hellma) com um percurso
Optico de 0,5 cm, utilizando o tampdo HEPES 10 mM com NaCl 150 mM e pH 7,4
(Reagentes Merck, agua millipore). O pH e a concentracdo de NaCl foram escolhidos com o
intuito de mimetizar as condicdes fisioldgicas. Neste estudo ndo foi tomada em conta a
intensidade de fluorescéncia proveniente do residuo de fenilalanina presente nos péptidos
BP100, PepRYL e PepRWL pelos motivos descritos acima. Os espectros recolhidos em todos
os ensaios foram tratados no programa Microsoft Office Excell 2007, a excep¢do das
regressdes nao-lineares (p.e. curvas de particdo) que foram realizadas no programa GraphPad
Prism®. Como controlo foram utilizadas solucdes dos residuos de aminoacidos livres L-

tirosina (Sigma) e L-triptofano (Merck).

2.2.1. Efeito da concentracdo e caracterizacao espectral

Para avaliar o efeito da concentracdo dos péptidos em estudo, BP100, PepRYL,
PepRWL e Sub3, em solucdo aquosa, foram adicionadas concentracfes crescentes de péptido
a 500 uL de tampao HEPES. Os comprimentos de onda de excitagdo utilizados sdo aqueles
para 0s quais existe um maximo de absorcao dos péptidos: 274 nm para BP100 e PepRYL que
possuem um residuo de tirosina e de 280 para PepRWL e Sub3 que possuem um residuo de
triptofano. Geralmente, a baixas concentragdes de fluordforo, a intensidade de fluorescéncia é
directamente proporcional a concentracdo de fluoréforo. Contudo, em amostras com elevadas
concentragOes de fluoroforo, a intensidade da luz de excitagdo ndo é constante através de toda
a solucédo, ocorrendo absorcéo da luz incidente assim como de fotfes emitidos por outras

moléculas de fluoro6foros. Assim, apenas uma pequena percentagem de luz de excitacdo atinge
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os fluoréforos que estdo no centro da cuvette e, portanto, sdo visiveis para o sistema de
deteccdo. Este efeito é conhecido pelo efeito de filtro interno. Uma vez que neste ensaio €
aumentada a concentracdo de péptido até concentracdes elevadas, foi medida a absorcdo ao
comprimento de onda usado, de modo a corrigir os valores obtidos para o efeito de filtro

interno. Esta correc¢éo é realizada tendo em conta a equacéo seguinte:

lc=I xlO% Equagéo 5
em que Ic é a intensidade de fluorescéncia corrigida, | é a intensidade de fluorescéncia medida
e A o valor de absorvancia para o comprimento de onde de excitacdo [59]. Foram escolhidas
as concentracdes de 50 uM para os péptidos BP100 e PepRYL e de 15 uM para os péptidos
PepRWL e Sub3, para os ensaios subsequentes, tendo em conta os os resultados obtidos para
o efeito da concentracao e que os valores escolhidos possuem um valor de absorvancia para o
maximo de absorcédo inferior a 0,1. Estas concentracbes foram escolhidas de modo a obter
uma boa razéo sinal/ruido, com baixo efeito de filtro interno. A concentracdo para os péptidos
BP100 e PepRYL € superior para os péptidos PepRWL e Sub3 pois, tal como referido
anteriormente, a intensidade de fluorescéncia emitida pelo residuo de tirosina é menor que a
emitida pelo residuo de triptofano sendo, portanto, necessaria uma maior concentracdo dos
péptidos BP100 e PepRYL de forma a obter uma boa razdo sinal/ruido. Foram realizados
espectros de excitacdo, emissdo e absorcdo dos péptidos em estudo nas concentragfes acima

mencionadas, de forma a caracteriza-los espectralmente.

2.2.2. Determinagéo do rendimento quéantico

O rendimento quéantico € a razdo entre o numero de fotdes emitidos pelo nimero de
fotbes absorvidos, sendo uma das caracteristicas mais importantes de um fluoréforo, pois
guanto maior, isto €, mais proximo da unidade for o rendimento quantico mais brilhante é a
luz emitida pelo fluoroforo [57]. Nesta dissertagdo, o rendimento quantico relativo dos
péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 foi determinado aos comprimentos de onda de
excitacdo de 274 nm (BP100 e PepRYL) e de 280 nm (PepRWL e Sub3), recorrendo a

seguinte equacéo:
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AL

em que ¢ € o rendimento quantico de fluorescéncia, A a absorvancia ao comprimento de
onda de excitacdo, F a &rea do espectro de emissdo e n o indice de refraccdo dos solventes
utilizados. As letras s e x em indice referem-se a referéncia e a amostra, respectivamente [60].
Como solucdo de referéncia utilizou-se uma solucdo de L-triptofano para os péptidos
PepRWL e Sub3 e uma solucdo de L-tirosina para os péptidos BP100 e PepRYL. Uma vez
que tanto as solugdes de referéncia como dos péptidos possuiam como solvente tampéo

HEPES, arazéo n, /n, é igual a 1.

2.2.3. Quenching pela acrilamida

Quenching é o nome dado a qualquer processo responsavel pela diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia de uma amostra (Ver Anexo C). A acrilamida é solGvel em
solucdo aquosa, sendo incapaz de penetrar extensamente em membranas pelo que, apenas
podera provocar quenching de fluorescéncia de residuos de aminoacidos acessiveis ao
ambiente aquoso [57]. O quenching pela acrilamida é um procedimento muito comum em
estudos biofisicos pois permite a obtencdo de informacdo relativamente a exposi¢do do
fluor6foro ao ambiente aquoso. A acrilamida consegue extinguir eficientemente a
fluorescéncia da tirosina bem como a do triptofano, tendo sido por este motivo o quencher
escolhido [57]. A solugbes de 50 uM de BP100 e PepRYL e de 15 uM de PepRWL e Sub3
foram adicionadas quantidades crescentes de acrilamida (Merck) a partir de uma solucéo-
stock de 4 M. A concentragdo maxima de acrilamida atingida foi de 80 mM. Os
comprimentos de onda de excitacdo utilizados, 284 para os péptidos com tirosina e 290 para
0s peptidos com triptofano, foram escolhidos por serem o0s comprimentos de onda para 0s
quais a razdo dos espectros de absorcao de cada um dos péptidos com o espectro de absorcéo
da acrilamida é maior. Deste modo, é reduzida a interferéncia da contribuicdo de absorvancia
do quencher nas medidas de emissdo de fluorescéncia. Os valores de intensidade de
fluorescéncia obtidos foram corrigidos para o efeito de partilha de luz de excitacdo. Este
efeito ocorre quando uma solugéo para além do fluor6foro possui outra molécula que absorve
a luz de excitagdo ao comprimento de onda usado. A medida que a concentragio de quencher

aumenta, aumenta também uma parte da luz de excitacdo que é por ele absorvida, ocorrendo
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uma menor penetracdo da luz de excitacdo na amostra. Assim, ocorrerd uma falsa diminuicéo

na intensidade de fluorescéncia detectada, que pode ser corrigida pelo uso da equacéo 7:

Ic =

| i(ﬂ} Equacéo 7
A | 1-10"

em que Ic é o valor da intensidade de fluorescéncia corrigida, 1 é a intensidade de
fluorescéncia medida, As é o valor de absorvancia do fluordéforo e A; é o valor de absorvancia
total da solucéo para o comprimento de onda de excitagdo utilizado [61].

De forma a comparar a eficiéncia do quenching pela acrilamida para os diferentes
péptidos, foi calculada a constante de Stern-Volmer (Ksy) pela equacdo de Stern-Volmer

(equacdo C1, pag. 115).

2.2.4. Efeito da presenca de ureia e de alteracdo de pH

A ureia é um potente desnaturante. Com o intuito de perceber se os péptidos teriam
algum tipo de estrutura secundaria e, em caso afirmativo, se esta seria perdida/modificada na
presenca de ureia foram adicionadas concentracGes crescentes de ureia (J T Baker, 345) a uma
solucdo de 50 uM de BP100 e PepRYL e de 15 uM de PepRWL e Sub3, a partir de uma
solucdo-stock de 10 M. A concentracdo maxima de ureia atingida foi 2 M e 0s comprimentos
de onda de excitacdo utilizados foram de 274 nm e 280 nm para 0s péptidos com tirosina e

triptofano, respectivamente.

Do mesmo modo, com o intuito de verificar se haveria alguma alteracdo de estrutura
provocada pela mudanca de pH, a solugdes dos péptidos em estudo, foram adicionados
volumes de acido cloridrico (HCI) pré-seleccionados de forma a obter uma gama de valores
de pH de 7,24 (neutro) até 1,56 (&cido). Nesta gama de pHs os péptidos BP100, PepRYL e
PepRWL apresentam uma carga de + 5 e o péptido Sub3 uma carga de + 6. Por adigédo de
pequenos volumes, 1 e 2 uL, de HCI (3,26 mM) a uma solucdo tampdo e medicdo do pH da
mesma (Crison GLP 21), foi possivel seleccionar os volumes e, consequentemente, 0s pHs a

testar.
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2.2.5. Efeito de red edge (red edge Excitation Shift, REES)

O efeito de red edge ocorre por alteracdo das interac¢bes fluoroforo-solvente que
ocorrem quando uma molécula passa do estado energético fundamental para um estado
energético excitado. Estas alteracBes dependem da alteragdo do momento dipolar do
fluor6foro no estado excitado e, consequentemente, do tempo necessario para que as
moléculas de solvente se rearranjem a sua volta. Quando o tempo de rearranjo das moléculas
de solvente é superior ao tempo de vida do fluoréforo e o comprimento de onda de excitacéo
é superior ao comprimento de onda de absorcdo maxima do fluoréforo, apenas uma sub-
populacdo de fluoroforos estard excitada. Deste modo, a emissdo provirda de um estado
excitado relaxado, com um red shift. Por outro lado, ao utilizar o comprimento de onda de
excitacdo correspondente ao comprimento de onda do maximo de absorcdo do fluoréforo, a
emissdo provird do estado excitado original, ocorrendo a comprimentos de onda mais baixos
e, portanto, com maior energia. Assim, o efeito de red edge é detectado pela visualizagcdo do
aumento de comprimento maximo de emissdo por aumento do comprimento de onda de
excitacdo [58]. O estudo deste efeito permite caracterizar o microambiente que rodeia o
fluoréforo, sendo possivel a inferéncia da existéncia, ou ndo, de duas sub-populacdes de
fluoréforos, uma excitada ao comprimento de onda méximo de absor¢do e outra excitada a

comprimentos de onda superiores.

Para observar a existéncia de efeito de red edge nas amostras de péptidos com um
residuo de triptofano, foram alterados os comprimentos de onda de excitacdo e recolhidos os
espectros de emissdo. As amostras foram excitadas com comprimentos de onda de 270 a 320

nm, de 5 em 5 unidades.

2.2.6. Interaccdo dos péptidos com modelos membranares

As membranas celulares possuem uma elevada complexidade sendo constituidas por
diferentes tipos de fosfolipidos, esterois e proteinas. Para avaliar a interac¢do de péptidos com
membranas celulares, foram desenvolvidos modelos membranares simples que mimetizem as
principais caracteristicas destes contituintes celulares. Um dos modelos mais utilizados sdo as
vesiculas lipidicas (ou lipossomas) que possuem diferentes tamanhos e uma ou mais
bicamadas. Assim, existem vesiculas unilamelares gigantes (giant unilamellar vesicles,
GUVs), vesiculas unilamelares grandes (large unilamellar vesicles, LUVS), vesiculas
unilamelares pequenas (small unilamellar vesicles, SUVs) e vesiculas multilamelares

(multilamellar vesicles, MLVs) que possuem varias bicamadas lipidicas [62]. As LUVs foram
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0 modelo membranar escolhido para realizar os ensaios de interaccdo péptido-membrana, pois
0 seu empacotamento lipidico é semelhante ao das membranas bioldgicas e sdo de facil

preparacéo [63].

2.2.6.1. Preparacdo das LUVs

Foram preparadas solucGes de lipidos (Avanti Polar Lipids) em cloroférmio
(especifico para espectroscopia, Merck). Estas solugdes eram constituidas por um unico lipido
ou uma mistura lipidica, com as proporcdes desejadas. As solugdes foram entdo adicionadas a
balGes de fundo redondo e secas sob um fluxo de azoto de forma a criar um filme lipidico
homogéneo ao longo das paredes do baldo. Para garantir a evaporacgdo total do cloroférmio
estes balGes foram colocados num excicador (Certilab) em vacuo, overnight. No dia seguinte,
os lipidos foram ressupendidos em tampdo HEPES de acordo com a concentracdo pretendida,
sendo submetidos, de seguida, a oito ciclos de congelacdo/descongelacdo por imersdo em
azoto liquido e banho maria, respectivamente. Apds este procedimento foram obtidas MLVs
que por extrusdo (utilizando os extrusores mini-extruder (Avanti Polar Lipids) ou EmulsiFlex
(Avestin)), isto é, passagens repetidas da solugdo lipidica, sob pressdo, através de uma
membrana com um poro de tamanho definido, originaram LUVs. Uma vez que a membrana
de policarbonato utilizada (Nucleopore-Whatman) possuia um poro de 100 nm, as LUVs
obtidas possuiam 100 nm de didmetro. A solucdo lipidica foi passada 21 vezes por esta

membrana, assegurando a homogeneidade da solucgéo obtida [64].

2.2.6.2. Estudos de particéo

Ao realizar estudos de particdo o factor mais importante a ser determinado é a
constante de parti¢do K, que fornece uma medida de comparacdo da afinidade dos diferentes
péptidos para as vesiculas com constituicdes lipidicas diferentes. Esta constante é dada pela
razdo de particdo do péptido para a fase lipidica e aquosa (equacao 8):

[Péptido]lipidica

P =T oo 1 Equacéo 8
[Pe ptldo]aquosa

As constantes de particdo foram determinadas através do recurso a espectroscopia de
fluorescéncia, isto &, por medicdo do aumento da intensidade de fluorescéncia, por aumento

da concentragdo lipidica, sendo calculadas pela equagéo 9:
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| = IW+KP7L[L]IL Equacdo 9
1+Ke 7, [L]

em que ly é a intensidade de fluorescéncia na auséncia de lipido, 1. é o valor maximo de
intensidade de fluorescéncia para as concentracfes crescentes de lipido, 1 é o volume molar
de lipido e [L] é a concentracdo de lipido. Com o aumento da concentracdo lipidica, caso 0s
péptidos particionem para a membrana, sera observavel um aumento da intensidade de
fluorescéncia. Este deriva do aumento da emissdo de fluorescéncia pelos fluoroforos, apds
insercdo dos mesmos num ambiente mais hidr6fobo (as vesiculas lipidicas). Deste modo, ao
seguir a intensidade de fluorescéncia sera possivel inferir a existéncia de particdo dos péptidos
em estudo em modelos membranares e a concentracdo de lipido a qual ocorre a saturacdo dos
péptidos. Nestes estudos, a solugbes de 50 uM de BP100 e PepRYL e de 15 uM de PepRWL
e Sub3 (presentes numa cuvette de quartzo), foram adicionadas concentracdes crescentes de 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) ou de POPC com diferentes proporc¢des de
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (POPG). Estes lipidos foram os escolhidos
pois, a semelhanca das membranas bioldgicas, cuja fase predominante a temperatura ambiente
é a fase fluida, formam bicamadas lipidicas na fase fluida, a temperatura ambiente. Para 0s
estudos de particdo foram utilizadas vesiculas constituidas apenas por POPC ou por misturas
de POPC/POPG nas proporgdes de 4:1 e 1:1. POPC foi utilizado com o intuito de mimetizar
membranas celulares humanas e as misturas lipidicas com o intuito de mimetizar membranas
celulares bacterianas com diferentes intensidades de cargas negativas. As concentracdes
méaximas de lipido utilizadas foram aquelas a partir do qual o sinal de intensidade de
fluorescéncia ja se encontrava constante. Ap6s cada adicdo a amostra é agitada e deixada a
incubar durante aproximadamente 5 minutos. Os comprimentos de onda de excitagdo

utilizados foram os especificados acima. Para estes ensaios considerou-se y_ igual a
7.63x10* dm™ mol™ (valor de volume molar para POPC) [65]. Os valores obtidos foram

corrigidos para a diluicdo provocada pela adi¢do consecutiva de vesiculas lipidicas.

De forma a calcular a fraccdo molar de péptido efectivamente particionado na
membrana, X, para a concentracdo de 1 mM de POPC, POPC/POPG 4:1 e POPC/POPG 1:1
foi utilizada a equacéo 10 [66]:
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Kp 7’L[L]

L= —1+ Kp 7 [L] Equacéo 10

2.2.6.3. Agregacao de vesiculas

Com o intuito de observar se os péptidos estudados provocariam a agregacdo de
vesiculas, a densidade Optica foi seguida pela medicdo da absorvancia a 436 nm [67] das
misturas lipidicas na auséncia de péptido e na presenca de péptido apos adicdo do mesmo, aos
6 minutos. O efeito resultante desta adicdo foi seguido durante os 19 minutos seguintes.
Foram utilizadas as mesmas misturas lipidicas estudadas nos ensaios de particdo, POPC,
POPC/POPG 4:1 e 1:1 com a concentracdo de 500 uM. A concentracdo final de péptido
utilizada foi de 50 uM.

2.2.6.4. Quenching em profundidade e com acrilamida

Com o objectivo de perceber em que zona da membrana ocorre a inser¢do dos
péptidos em estudo procedeu-se a ensaios de quenching de fluorescéncia em profundidade e
com acrilamida na presenca de vesiculas lipidicas constituidas por POPC e POPC/POPG 1:1.
A acrilamida, tal como referido anteriormente, € um quencher solGvel em solugdo aquosa
incapaz de se inserir em profundidade nas membranas. Por outro lado, os quenchers 5 e 16-
NS sdo &cidos gordos derivatizados com um grupo quencher, o grupo doxilo (NO-*) nas
posicBes 5 e 16, respectivamente [58]. Estes acidos gordos possuem a capacidade de penetrar
nas membranas, situando-se o grupo doxilo junto a interface membrana-ambiente aquoso no
caso do 5-NS e no centro hidr6fobo no caso do 16-NS [68]. Assim, por avaliacdo do
guenching causado pela interaccdo entre os péptidos em estudo e dos trés diferentes
guenchers, sera possivel avaliar a insercdo dos diferentes péptidos nas membranas lipidicas.
Neste ensaio foram adicionadas as solucdes de péptidos com as concentragdes previamente
referidas e de lipido com a concentracdo de 3 mM, concentragdes crescentes de quencher até
uma concentracdo maxima de 1,2 mM para 5-NS e 16-NS (de forma a manter a concentracéo
de etanol final abaixo de 2% (v/v)) e de 80 mM para a acrilamida, a semelhanga do realizado
para o quenching pela acrilamida na auséncia de lipido. Apds cada adicdo, as amostras foram
agitadas e deixadas em repouso aproximadamente durante 5 minutos. As solugdes stock de 5
e 16-NS (Sigma-Aldrich), foram preparadas em etanol espectroscopico (Merck), com uma

concentracdo de 70 mM. De forma a obter os valores de absorvéncia de 5 e 16-NS as
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concentracdes utilizadas para corrigir o efeito de partilha de luz de excitacdo foi preparada
uma solucdo stock de tempol com 70 mM. Este quencher também possui 0 o grupo doxilo
que, tal como nos &cidos 5 e 16-NS é responsavel pela extin¢éo de fluorescéncia. No entanto,
o tempol é soluvel em meio aquoso, sendo possivel a leitura da sua absorvancia. Os
comprimentos de onda de excitacdo utilizados foram de 280 nm para os péptidos com
triptofanos e de 282 nm para os péptidos com tirosina, pois sdo 0s comprimentos de onda para
0S quais existe um maximo no espectro resultante da razdo dos espectros de absor¢do dos
péptidos pelo espectro de absorcdo do tempol. A determinagdo da constante de Stern-Volmer
foi realizada como descrito para o quenching pela acrilamida na auséncia de lipido. Contudo a
concentracdo de lipido utilizada para o célculo de Ksy, no caso do 5 e 16-NS, foi a quantidade
de lipido efectivamente particionada para a membrana. Estas concentragdes foram calculadas

pela equacdo 11:

KpolQh
QL ~1; K, o7 [L]

Equacéo 11

em que Kpq é o coeficiente de particdio do quencher, [Q]. é a concentracdo de lipido
particionada no lipido e [Q]+ é a concentracdo de quencher total na solucdo [65]. Os valores
de Ky utilizados para 5 e 16-NS foram 89000 e 9730, respectivamente [65]. Foram
observados desvios positivos e negativos a linearidade da equacao de Stern-Volmer (equacgéo
C1, pag. 115), sendo entdo estes valores ajustados pela aplicacdo da equacdo do modelo da
esfera activa (equacdo C2, pag. 115) e pela equacdo de Lehrer (equacdo C3, pag. 115),

respectivamente.

2.2.6.5. Leakage

De forma a observar a perturbacdo das membranas causada pelos péptidos em estudo
procedeu-se a um estudo de leakage. Neste ensaio serd acompanhado o aumento de
fluorescéncia provocado pela saida da carboxifluoresceina incorporada no interior de
vesiculas lipidicas, por acgdo dos péptidos em estudo. A carboxifluoresceina é uma sonda
fluorescente que se encontra em auto-quenching em altas concentragdes. Contudo, quando
ocorre leakage e esta se liberta das vesiculas e se dilui no meio, deixa de ocorrer auto-
guenching, podendo seguir-se 0 aumento da sua intensidade de fluorescéncia e correlaciona-lo
com o aumento de carboxifluoresceina em solugdo e, portanto, com a percentagem de
leakage. Deste modo foram preparadas vesiculas de POPC e de POPC/POPG 1:1, do modo
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descrito anteriormente, em tampdo HEPES 10 mM com 150 mM de NaCl e 50 mM de 5(6)-
carboxifluoresceina (Sigma-Aldrich). Ao preparar as vesiculas desta forma, a
carboxifluoresceina ficara presente tanto no interior das vesiculas como no seu exterior. Ao
passar a solucdo lipidica por uma coluna Econo-Pac 10 DG (Bio-Rad) a carboxifluoresceina
passara a estar presente apenas no interior das vesiculas. As vesiculas foram diluidas com a
passagem pela coluna, sendo depois quantificada a quantidade de lipido pelo método de
Stewart [69], um método colorimétrico baseado na formacdo de um complexo entre
fosfolipidos e ferrotiocianato de amonio. Neste método adicionou-se 1,5 mL de cloroférmio e
1,5 mL de solucdo de Stewart (constituida por cloreto de ferro e tiocianato de amonio) a
diferentes concentracdes de lipido, agitando e deixando repousar de seguida. Apds retirar a
solucdo de Stewart que ficou a superficie mediu-se a absorvancia das diferentes solugdes a
485 nm (comprimento de onda ao qual a absorvéancia do complexo tiocianato de ferro-
fosfolipidos é muito elevada) construindo-se duas curvas de calibracdo: uma para POPC e
outra para POPC/POPG 1:1. A 50 uM de vesiculas foram adicionadas diferentes
concentragdes de péptido até um maximo de 100 uM (de forma a utilizar a mesma gama de
concentragdes utilizadas na determinacao das MICs), sendo utilizado Triton X-100 0,1% (v/v)
(Sigma-Aldrich) como controlo. A intensidade méaxima de fluorescéncia obtida com Triton X-
100 corresponde a 100% de lise. As amostras foram preparadas com 30 segundos de intervalo
de forma a garantir um tempo de incubacdo de pelo menos 5 minutos. Foram também
realizados ensaios de cinética com 50 uM de lipido, posterior adicdo de 25 uM de péptido e
ainda depois de Triton X-100 0,1% (v/v). Os valores de fluorescéncia foram corrigidos para a
diluicdo provocada pela adicdo de Triton X-100. Os resultados foram calculados sobre a
forma de percentagem de leakage, dada pela equacédo 12:

(I _Io)

%leakage = ——— %100 Equagéo 12
(ITriton - Io)

em que | corresponde a intensidade de fluorescéncia na presenca de péptido, I, a intensidade
de fluorescéncia na auséncia de péptido e ltriton € a intensidade de fluorescéncia na presenca

de Triton X-100 0,1% (v/v).
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2.3. Dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) é uma técnica espectroscopica de elevada relevancia na
determinacdo da estrutura secundaria de proteinas. Nesta técnica, um raio de luz serd
polarizado (i.e. passara a propagar-se circularmente segundo um Uunico plano), ao passar
através de um polarizador. Este raio polarizado pode ser dividido em dois componentes: Er
que “roda”’circularmente na direccdo dos ponteiros do reloégio e EL que “roda’na direccao
contréria. Quando moléculas assimétricas interagem com este raio de luz, absorvem em
diferentes extensdes a luz polarizada Er e E,, passando a luz a propagar-se com uma forma
eliptica. Na zona do UV distante (240-190 nm) a ligacdo peptidica é o componente que mais
contribui para a absorvancia e, como cada elemento de estrutura secundaria apresenta um
espectro caracteristico, é possivel acompanhar as mudancas de estrutura secundaria que
ocorrem numa proteina ou péptido (figura 7) [70, 71]. Os dados podem ser obtidos em
unidades de AE, a diferenga de absorvancia entre Eg e E| por uma molécula assimétrica, ou de
graus de elipticidade, definida como o angulo cuja tangente é a razdo do menor ao maior eixo

da elipse [6]. A elipticidade molar é dada em deg cm? dmol™ [70].

8e+4 k 1 = Héliceu
Elemento de estrutura . . 2 Folha s anti-paralela
Bandas negativas Bandas positivas 3
secundiria 6e +4 Randomcoil
T de+4d
.g \
Heélice o 222e 208 nm 193 nm NE 2844 L )
o \
o
3 0Oe+0rf ¢ ' -
2 B antinaralel: 7R 5 = \
Folha B antiparalela 218 nm 195 nm 2 _ssialk 3
—~
-4e +4 3 1
Elipticidade baixa acima
Random coil 195 nm -6e + 4 x " A A L
dos 210 nm 190 200 210 220 230 240 250
Comprimento de onda. nm

Figura 7 — Espectros de dicroismo circular caracteristicos dos elementos de estrutura secundéria mais
comuns. Espectro da poli-L-lisina a pH 11,1 com conformagdo de hélice o (preto), de folha antiparalela 3

(vermelho) e a pH 5,7 de random coil (verde). Imagem adaptada de [70].

Neste trabalho experimental, foram realizados estudos de dicroismo circular para
perceber se 0s quatro péptidos em estudo teriam estrutura secundaria em solucéo aquosa e/ou
se sofreriam uma alteracdo estrutural por mudanca do ambiente em que se inserem. Os
espectros de dicroismo circular foram obtidos no espectropolarimetro Jasco J-815, usando

uma cuvette de quartzo com um percurso éptico de 0,1 cm (Hellma). Estes foram recolhidos
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entre os comprimentos de onda de 195 a 260, com um intervalo de 0,2 nm, com integracdo de
10 scans, medidos a uma velocidade de 50 nm/mim. Com o intuito de perceber se ocorreria
uma modificacdo da estrutura secundaria de BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 por interac¢do
com vesiculas lipidicas carregadas negativamente ou num ambiente com pH acidico ou com a
presenca de ureia, foram realizados espectros de 50 uM de péptido com 500 uM de vesiculas
POPC/POPG 1:1 (razdo péptido/lipido de 1/10), de 50 uM de péptido na presenga de um pH
de 2, conseguido por adigdo de &cido cloridrico (José Manuel Gomes dos Santos, Lda) e de 50
uM de péptido na presenca de 5 mM de ureia. Como controlo foram realizados espectros
apenas com tampéo, com 50 uM de péptido em tampéo, HCI em tampéo e na presenca de 5
mM de ureia em tampéo. O tampdo utilizado foi o tampédo de fosfatos com fluoreto de sodio
(10 mM NaH,PO,4, 150 mM NaF) pois o tampao fosfatos possui uma baixa absorvancia acima
de 190 nm em cuvettes com 0,1 cm e o fluoreto de sddio é um sal que, ao contrario dos sais
gue possuem iBes cloreto na sua constituicdo, ndo absorvem muito abaixo dos 195 nm [71]. O
tampdo foi ainda filtrado (filtros VWR 514-0073, com membrana de polietersulfona com um
poro de 0,22 um e seringas estéreis de 5 mL BD Discardit™ II) ja que o oxigénio absorve luz
abaixo dos 200 nm [70]. Os espectros foram tratados utilizando o software Spectra manager™
I, sendo subtraidos aos espectros obtidos, os espectros dos brancos respectivos, sendo 0s
resultantes convertidos a elipticidade molar. O smoothing dos espectros foi realizado

utilizando as rotinas fornecidas pelo software Spectra manager™ I1.
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3. Apresentacao e discussao dos resultados

3.1. Determinacdo das concentragdes minimas inibitorias

A determinacdo das concentragfes minimas inibitorias (MICs) consiste em determinar
a concentracdo minima de um composto com actividade antimicrobiana a qual ndo ocorre
crescimento bacteriano, por morte ou inibicdo do crescimento de uma bactéria [48]. As MICs
podem ser determinadas tanto em meio sélido como em meio liquido, sendo neste trabalho a
determinacdo das MICs realizada em meio liquido. A determinacdo de MICs em meio sélido
tem como vantagem a possibilidade de testar varios compostos de uma vez e,
consequentemente, exactamente nas mesmas condi¢Ges, mas é necessaria uma quantidade
superior de composto a testar e ndo € o método aconselhado para testar varios compostos hum
pequeno numero de bactérias. Por outro lado, a diluicdo em meio liquido implica uma menor
quantidade de composto e € 0 método mais aconselhavel para testar diferentes compostos ou 0
seu efeito em diferentes bactérias [48]. Uma vez que foram testados quatro péptidos em trés
bactérias diferentes, o meio liquido foi o escolhido. Realizou-se o método de microdiluicéo
para as bactérias E. coli e S. aureus e de macrodiluicdo para a bactéria H. pylori, ja que esta
ultima possui requisitos de crescimento especiais. Os meios liquidos utilizados foram MHB
que é o meio recomendado para determinacdo de MICs [72] e BB pois possui 5 g/L de cloreto
de sddio, permitindo visualizar as diferencas que possam existir na accdo dos péptidos em

estudo na auséncia e presenca de sal.

De forma a determinar as MICs dos péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 sobre
as trés bactérias em estudo, os valores de OD a 600 nm obtidos foram convertidos em
percentagem de sobrevivéncia, sendo considerado como 100% de sobrevivéncia o valor
obtido para o pogo sem péptido. Posteriormente, no caso das bactérias E. coli e S. aureus, foi
calculada a média de percentagem de sobrevivéncia dos trés replicados. Para a bactéria E. coli
ndo foram considerados trés valores de percentagem de sobrevivéncia para o0 Sub3 em meio
MHB e dois para o PepRYL e Sub3 em meio BB, devido a uma elevada disparidade em
relagdo aos valores obtidos para os outros dois replicados. Os valores de concentracdo de
péptido correspondentes sdo de 1,56, 3,13 e 6,25 uM para o Sub3 em MHB e de 1,56 e 3,13
uM para PepRYL e Sub3 em BB.

A estas médias foi ajustada uma regressdo ndo-linear de forma a calcular a MICs isto

é, 0 valor de concentracdo de péptido responsavel pela morte de 50% das células bacterianas
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(Ver pag. 17), obtendo-se as representacbes graficas presentes nas figuras 8 e 9, para as
bactérias E. coli e S. aureus, respectivamente. A partir dos valores de MICsy obtidos e dos
respectivos declives foram calculados os valores de MICg, (que corresponde a concentracdo
de péptido responsavel pela morte de 90% das células bacterianas) por meio da equagéo 2
(pag.17), enquanto que os valores de MIC,o, foram determinados por observacao directa dos
resultados de percentagem de sobrevivéncia obtidos. Uma vez que os valores de concentracéo
de peptido utilizados sdo valores descontinuos e que a MICypp provém de uma observacao

directa dos mesmos, esta pode encontrar-se ligeiramente sobre ou subestimada.
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Figura 8 — Representacio gréfica da percentagem de sobrevivéncia de E.coli nos meios de cultura
liquidos MHB e BB em fungdo do logaritmo da concentracdo de péptido. A percentagem de
sobrevivéncia resulta da média dos trés replicados, tendo sido realizada uma regressdo nao linear aos
resultados de forma a obter o valor de MICs,. S&o apresentadas as barras representativas do erro padrdo da
média. (e) Meio liquido Mueller Hinton Broth, (=) meio liquido Brucella Broth, (A) BP100, (B) PepRYL,
(C) PepRWL e (C) Sub3.
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Figura 9 - Representacdo grafica da percentagem de sobrevivéncia de S.aureus nos meios de cultura
liquidos MHB e BB em fungdo do logaritmo da concentracdo de péptido. A percentagem de
sobrevivéncia resulta da média dos trés replicados, tendo sido realizada uma regressdo ndo linear aos
resultados de forma a obter o valor de MICs,. Sdo apresentadas as barras representativas do erro padrao da
média. (e) Meio liquido Mueller Hinton Broth, (=) meio liquido Brucella Broth, (A) BP100, (B) PepRYL,
(C) PepRWL e (C) Sub3.

Os valores dos trés diferentes tipos de MICs determinados nos dois meios liquidos

utilizados, encontram-se nas tabelas 2 e 3 para E.coli e S.aureus, respectivamente.
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Tabela 2 — Valores de MICsq, MICgy, € MICyqy determinados para E. coli em meio MHB ou BB.

i Anti [a] [b] M IC]_OO[C]

Meio Péptido MICso"™ (uM) MICg™ (M)
M)
BP100 0,84 +1,13 1,76 + 4,69 1,56
PepRYL 0,79 +1,11 1,47 + 5,26 1,56

MHB )
PepRWL 0,81 0,918 1,56
Sub3 0,78 0,81% 1,56
BP100 1,52+ 1,11 3,24+521 6,25
PepRYL 0,91 + 1,44 1,15 + 46,75 1,56
BB

PepRWL 0,85 0,97 1,56
Sub3 0,89+ 1,15 1,13 + 20,38 1,56

' Os valores de MICs, foram obtidos a partir do ajuste de uma regresséo néo-linear (Ver
pag. 17). ! Os valores de MICq, foram obtidos por intemédio da Equagdo 1 2 (pag.17). [
Os valores de MIC, foram obtidos por observacdo directa dos resultados de percentagem
de sobrevivéncia obtidos. “Os valores de erro ndo sdo apresentados por dificuldade no ajuste
de valores. Esta dificuldade deverd dever-se ao facto de nunca ser atingido o valor de 100%
de sobrevivéncia o que dificulta a determinacdo do valor de concentracdo de péptido
necessario para que haja apenas 50% de sobrevivéncia. *Os valores de erro ndo sio
apresentados pois a equacdo utilizada para calcular a MICy, depende dos pardmetros

provenientes do ajuste para determinar a MICsy.

Analisando os resultados obtidos para a E. coli em meio MHB observa-se uma MICyq
idéntica para os quatro péptidos em estudo. Contudo, como ja foi referido anteriormente, esta
provém de uma analise directa de valores de concentracdo descontinuos, podendo as MICyqo
ser diferentes entre os diferentes péptidos embora em torno de 1,56 uM. Por observagdo das
MICso e MICqy, 0s péptidos Sub3 e PepRWL parecem ser os mais eficazes, ja que apesar de o
PepRYL possuir um menor valor de MICsy que o PepRWL, o aumento da concentragéo
necessaria para atingir a MICqy € superior a observada para o0 PepRWL. Num trabalho
previamente publicado [5] a concentragdo de BP100 necessaria para inibir o crescimento da
mesma estirpe de E. coli em mais de 50%, em MHB, determinada directamente por ensaios de
determinacdo de MICs, encontra-se entre o intervalo de concentracGes de 2 a 4 uM. Este valor
encontra-se mais proximo do valor da MICygo obtido neste estudo, pois embora dois dos
replicados possuissem uma percentagem de sobrevivéncia de aproximadamente zero a 1,56
uM, um dos replicados apenas a apresentava a 3,13 uM. Isto é ainda corroborado pela

obtencdo de um valor de MICg, de aproximadamente 1,76 uM, o que sugere um valor de
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MICg superior a 1,56 uM. Deste modo, pode inferir-se que os valores de MIC obtidos para o
BP100 sobre E.coli em MHB apresentam ligeiras diferencas em relacdo aos resultados
obtidos previamente. Uma vez que sdo diferencas muito pequenas, estas poderdo dever-se a
diferencas protocolares, uma vez que o crescimento bacteriano foi realizado de forma
diferente e que, no presente trabalho, o contetudo das placas de polipropileno foi transferido
para placas de poliestireno antes da leitura. No caso do Sub3 um valor de 0,5 pug/mL de
péptido foi determinado como MICy50 no mesmo meio liquido, contra uma estirpe diferente
de E. coli [10]. Convertendo este valor de concentracdo, obtém-se uma concentracéo de 0,283
uM, um valor bastante inferior ao valor de MIC;qo de 1,56 uM obtido. Contudo, no estudo de
Hilpert et al [10] a determinacdo das MICs foi realizada por observacao ocular directa de qual
0 poco onde ndo existia crescimento bacteriano e foi utilizada uma estirpe diferente. Estas
diferengas podem justificar a discrepancia entre as concentragdes de péptido determinadas, ja
gue a determinacdo por observacdo ocular € menos sensivel que a medicdo de densidade

Optica e a estirpe utilizada podera ser mais sensivel a accao deste péptido.

Por utilizacdo do meio BB e, portanto, na presenca de NaCl, observa-se um aumento
da concentracdo de BP100 necessaria para inibir o crescimento de E. coli. Isto podera dever-
se a observacdo que usualmente o aumento da forca ionica conduz a uma diminuicdo da
actividade dos péptidos antimicrobianos, provavelmente por enfraquecimento das interaccdes
electrostaticas necessarias na fase inicial de atraccdo do péptido (carregado positivamente) a
superficie da bactéria (carregada negativamente) [9]. Para os restantes péptidos existe um
aumento muito ligeiro dos valores de MICsp e MICgy, ndo sendo o aumento da forga iénica um

factor limitante da sua accao.
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Tabela 3 - Valores de MICs, MICgy e MICyy, determinados para S. aureus em meio MHB ou BB.

Meio Péptido MICso (M)  MICge(uM)  MICygo (M)
BP100 2951+111 41,48+ 250,35 100
PepRYL 447+110  9,85+853 25
MHB
PepRWL 204+113  2,71+1569 6,25
Sub3 191+1,07  2,78+846 12,50
BP100 54,08+115 14141 +85,19 -
PepRYL 961+119  24,19+2071 25
o PepRWL 1,89+1,03  453+524 12,50
Sub3 403+133 26,76+ 12,02 25

[T Os valores de MICs, foram obtidos a partir do ajuste de uma regressdo nao-linear
(Ver pag. 17). ™ Os valores de MICq, foram obtidos por intemédio da equacéo 2
(pag. 17). ' Os valores de MICyy foram obtidos por observagdo directa dos

resultados de percentagem de sobrevivéncia obtidos.

No caso da S. aureus em meio MHB, observa-se que o BP100 apenas inibe o seu
crescimento a 100% a uma concentracdo de 100 uM. Esta concentracdo é muito elevada, ndo
sendo vantajoso 0 seu desenvolvimento como composto antimicrobiano contra bactérias
Gram-positivas. Num estudo prévio ndo foi observada actividade de BP100 sobre a mesma
estirpe de E. coli até 200 uM [5], mas, tal como referido anteriormente, esta discrepancia
pode dever-se a diferencas protocolares. Para os restantes péptidos pode observar-se um
aumento dos valores obtidos para as MICs, continuando os péptidos PepRWL e Sub3 a serem
os mais eficazes. No estudo de Hilpert et al [10] foi obtido um valor de MICyqo de 2 ug/mL
para o péptido Sub3 que equivale a aproximadamente 1,134 uM. A semelhanca do observado
para a E. coli, este valor encontra-se um pouco aquem do valor obtido, o que podera dever-se
as diferengas protocolares mencionadas acima ja que a estirpe de S. aureus utilizada foi a

mesma.

Por utilizagédo do meio BB, observa-se um aumento das MICsy e MICgy obtidas para o
BP100, ndo sendo possivel a determinacdo da MICy, Uma vez que a concentragdo maxima
de peptido utilizada foi de 100 uM. No caso dos péptidos PepRYL e Sub3 observa-se um

aumento da MICgq e de MICsp, mantendo-se o valor de MIC;qp constante para o PepRYL.
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Pelo contrério, o valor de MICq para os péptidos PepRWL e Sub3 aumentou. Porém, como o
valor de MICyp de PepRYL em MHB era superior aos determinados para os péptidos
PepRWL e Sub3, e que os valores de MICsy e MICq, para este péptido aumentaram pode
inferir-se que a sua accdo também foi influenciada pelo aumento da concentracéo ionica. O

péptido PepRWL parece ser o mais eficaz e menos afectado pela presenca de NacCl.

Por comparacdo dos resultados obtidos para o BP100 e seus analogos contra as
bactérias E. coli e S. aureus pode inferir-se que as substituicdes de amino&cidos realizadas na
sequéncia do BP100 foram vantajosas, possuindo os péptidos desenvolvidos uma maior
actividade contra a E. coli que o BP100 e tendo ainda a vantagem de serem activos contra a S.
aureus, enguanto que o BP100 possui fraca actividade contra este microrganismo. No entanto,
os valores de MICs obtidos para S. aureus séo superiores aos obtidos para E.coli. A actividade
superior dos péptidos contra bactérias Gram-negativas pode dever-se a uma carga negativa
superior na sua parede celular, ja que o LPS existe em maior quantidade na parede celular de
bactérias Gram-negativas que os acidos teicdicos na parede celular das bactérias Gram-
positivas [19]. Para além deste factor, a parede celular de bactérias Gram-positivas possui
varias camadas de peptidoglicano, que constituem 90% da mesma. Na parede celular de
bactérias Gram-negativas, por outro lado, o peptidoglicano constitui apenas 10% da parede
celular [19]. Deste modo, a passagem de moléculas hidrofobas pela parede celular de
bactérias Gram-negativas é mais facil. Do mesmo modo, na coloragdo de Gram, o complexo
insoltvel de cristal violeta-iodo formado no interior da célula é removido das bactérias Gram-
negativas pois o etanol (agente que remove o complexo) atravessa facilmente a membrana
externa rica em fosfolipidos e a camada fina de peptidoglicano. Pelo contrario, na parede
celular das bactérias Gram-positivas, o0 complexo ndo é removido pois o etanol ndo consegue
penetrar nas diferentes camadas de peptidoglicano [19]. Assim, a actividade antimicrobiana
superior dos péptidos em estudo para bactérias Gram-negativas pode dever-se também a uma

maior facilidade de acesso a membrana plasmatica deste tipo de bactérias.

A presenca de NaCl afectou negativamente a actividade de todos os péptidos em
estudo, ndo impedindo no entanto, a sua ac¢do contra bactérias Gram-negativas e de PepRYL,
PepRWL e Sub3 contra bactérias Gram-positivas.

Uma vez que é possivel ver uma diferenca nas MICs determinadas na auséncia e

presenca de sal, e que a Ultima situacdo se encontra mais perto das condicdes fisioldgicas, 0s
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ensaios para a H. pylori foram realizados em meio BB suplementado com 10% de soro de

sangue, pois este meio possui 5 g/L de NaCl.

3.1.1. Helicobacter pylori

A H. pylori, tal como ja foi referido, € uma bactéria fastidiosa que requer condi¢des de
crescimento bastante rigorosas. A optimizacdo das suas condi¢des de crescimento foi um dos
principais desafios do presente trabalho, encontrando-se ainda em curso. Apos varios testes,
foi possivel determinar que o seu crescimento exigia uma densidade dptica inicial muito
superior a necessaria para o crescimento em meio liquido das bactérias E. coli e S. aureus. Do
mesmo modo, 0 tempo necessario para 0 seu crescimento é também muito superior. Assim,
esta bactéria cresce durante quatro dias em placas de meio selectivo para H. pylori sendo as
colonias obtidas suspensas em meio BB suplementado com 10% de soro de cavalo, sendo
plagueada de novo em placas de meio solido selectivo. Apos dois dias, a camada uniforme de
bactéria presente na superficie das placas é suspensa em meio BB suplementado e podem ser
realizados os ensaios de determinacdo de MICs utilizando como OD a 600 nm inicial 0,25.
Contudo, por observacgédo dos resultados obtidos para incubagdo desta bactéria com 100 pM
dos péptidos em estudo, ou com diferentes concentracdes de tetraciclina, chegou-se a
conclusdo que podera ser necessario realizar os ensaios utilizando uma OD inicial mais baixa
ou um tempo de incubacdo menor. Nestes ensaios, o tempo de incubacéo foi de 30 horas, mas

a OD da bactéria atingiu valores muito elevados: aproximadamente 1 que corresponde a

aproximadamente 5x10 cfu/mL [47], sendo estes valores de unidades formadoras de
colénias muito elevados para este tipo de estudos. Para além destes factores, devido a
problemas de fornecimento de material, os ensaios ndo foram realizados nas placas de
polipropileno encomendadas, mas sim em placas de poliestireno com um tratamento para
menor aderéncia de proteinas celulares. Assim, e apesar de terem sido realizados testes,
podera dar-se o0 caso do revestimento destas placas ndo impedir completamente a interac¢ao
dos péptidos com as paredes dos pocos, ndo ficando estes completamente disponiveis para
actuarem sobre as bactérias em solugdo. Por estas razBes, os resultados apresentados de
seguida s@o preliminares, sendo necessaria a optimizacdo das condigcdes de realizagdo dos
ensaios. Na figura 10 encontram-se os resultados de percentagem de sobrevivéncia obtidos
para a H. pylori por incubagdo da mesma com 100 uM dos péptidos em estudo e na figura 11
os resultados de percentagem de sobrevivéncia apos incubacdo com diferentes concentracoes

de tetraciclina. Por analise dos resultados é observavel a inexisténcia da inibicdo completa do
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crescimento bacteriano quer por tratamento com os péptidos em estudo, quer por tratamento
com tetraciclina. Os resultados da figura 10 sugerem ainda que o péptido PepRYL € o péptido
mais eficaz contra H. pylori, mas, no entanto, ndo é possivel retirar qualquer conclusdo
definitiva. Os péptidos em estudo parecem ser mais activos que o antibiotico tetraciclina, o
que apesar de poder ser um resultado encorajador, ndo € 100% fiavel ja que seria de esperar
que este antibiotico possuisse uma actividade superior a observada, uma vez que as
resisténcias observadas a este antibidtico sdo muito raras [49, 50]. Esta observacdo vem

suportar a necessidade de optimizacgdo das condigdes em que decorre 0 ensaio.

100
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80 -
51,65
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5,50

21,36 1991

% sobrevivéncia

20 A

H BP100 M PepRYL M PepRWL ® Sub3 m H.pylori

Figura 10 - Percentagem de sobrevivéncia da bactéria Helicobacter pylori apés tratamento com 100 pM
dos péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3. Os péptidos estiveram incubados com a suspensdo

bacteriana durante 30 horas.
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Figura 11 - Percentagem de sobrevivéncia da bactéria Helicobacter pylori apés tratamento com 100, 50,
10 e 1 pg/mL de tetraciclina. As diferentes concentracdes de antibi6tico foram incubadas com a suspensdo

bacteriana durante 30 horas.

3.2. Estudos de microscopia de forca atdmica

A microscopia de forca atdbmica (AFM) permite o estudo de interaccdes ao nivel
molecular e a realizacdo de imagens tridimensionais a nanoescala [51, 53]. Esta microscopia
tem como vantagem a possibilidade de visualizar tridimensionalmente o efeito dos péptidos
em estudo sobre as bactérias E. coli e S. aureus. Nao foi possivel observar o efeito de BP100,
PepRYL, PepRWL e Sub3 sobre a bactéria H. pylori, pois ainda ndo se conseguiu optimizar o
protocolo de forma a que estas continuem saudaveis. Da figura 12 a 15 encontram-se as
imagens obtidas pela incubagdo de 2x10'cfu/mL de bactéria por duas horas na auséncia ou

na presenca de 1, 10 ou 100 uM de péptido.
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Figura 12 - Efeito dependente da concentragdo de BP100 contra as bactérias E. coli e S. aureus. A-H
imagens de projeccao ortogonal tridimensional (derivadas das imagens de altura) de células de E. coli (A-

D) e S. aureus (E-H) incubadas por 2 horas na auséncia de BP100 (A, E) e na presenca de BP100 1 uM (B,
F), 10 uM (C, G) e 100 uM (D, H). A érea total da imagem é de 4x4 pm?

Figura 13 - Efeito dependente da concentragdo de PepRYL contra as bactérias E. coli e S. aureus. A-
H imagens de projecgdo ortogonal tridimensional (derivadas das imagens de altura) de células de E. coli
(A-D) e S. aureus (E-H) incubadas por 2 horas na auséncia de PepRYL (A, E) e na presenca de PepRYL 1

uM (B, F), 10 uM (C, G) e 100 uM (D, H). A érea total da imagem é de 4x4 pm?
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Figura 14 - Efeito dependente da concentragédo de PepRWL contra as bactérias E. coli e S. aureus. A-
H imagens de projeccéo ortogonal tridimensional (derivadas das imagens de altura) de células de E. coli (A-
D) e S. aureus (E-H) incubadas por 2 horas na auséncia de PepRWL (AE) e na presenca de PepRYL 1 uM
(B,F), 10 uM (C,G) e 100 uM (D,H). A 4rea total da imagem é de 4x4 um?.

5
= E H

Figura 15 - Efeito dependente da concentracdo de Sub3 contra as bactérias E. coli e S. aureus. A-H
imagens de projeccao ortogonal tridimensional (derivadas das imagens de altura) de células de E. coli (A-D)

e S. aureus (E-H) incubadas por 2 horas na auséncia de Sub3 (A, E) e na presenca de PepRWL 1 uM (B, F),
10 uM (C, G) e 100 uM (D, H). A area total da imagem é de 4x4 pm?.
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Analisando as figuras acima € visivel que as bactérias sem tratamento se encontram
saudaveis com uma estrutura sem qualquer perturbacao, tendo sido observado que duas horas
de incubagdo em tampdo ndo altera a morfologia das bactérias [5]. As dimensdes médias de
altura, largura e comprimento obtidas para a E. coli foram de 0,200 + 0,004 nm, 1,160 + 0.029
nm, 2,730 + 0,260 nm e para a S. aureus de 0,402 + 0,035 nm, 1,06 + 0,048 nm e 1,664 +
0,154 nm, respectivamente. As medidas obtidas para as bactérias E. coli sem tratamento estéo
de acordo com o observado anteriormente [5] e apresentam valores aproximados aqueles
existentes na literatura [19, 24]. As dimensdes obtidas para as células bacterianas S. aureus
sem tratamento encontram-se também de acordo com o presente na literatura [30]. Estas
medidas foram determinadas realizando sec¢des nas imagens de altura das bactérias controlo

(n=5) como exemplificado na figura 16.

2143 nm B
0.2 4
] — E.coli+ PBS
180.0 -
160.0 .
140.0 U.l—:
120.0 £ ]
= .
100.0 el ]
B -
80.0 = 7
0.0+
60.0 ]
40.0 7
20.0 ]
-0.1
-~ IIIIIIIII|IIIIIIIII1|IIIIIIIIIIIIIIIIII
e 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
D Largura [pm]
0.47 pm
0.5 3
3 — S.3ureus + PBS
0.40 3
0.43
0.35 3
0.30 0.3—;
E 3
025 2 E
= 0.2
0.20 = =
= 3
0.15 0-1_5
0.10 E
0.0-3
0.05 E
-0.1 3
IIIIIIIII|IIIIIIIII1IIIIIIIIIIIIIIIIIII

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Comprimento [pm]

Figura 16 — Imagens de E. coli e S. aureus sem tratamento. Imagens de altura de E. coli (A) e S. aureus
(C) com as secces realizadas de forma a originar os gréficos altura vs largura para E. coli (B) e altura vs

comprimento para a S. aureus (D).

No caso da E. coli, todos os péptidos utilizados a concentragdo de 1 uM induzem o
aparecimento de protuberancias na superficie celular das bactérias, efeito ainda mais

pronunciado a concentragdo de 10 pM. A existéncia destas protuberancias indica a existéncia
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de uma perturbagdo da membrana. A concentracio de 100 puM a estrutura membranar
encontra-se disrompida por accdo dos quatro péptidos, observando-se a existéncia de
contetdo intracelular no exterior das células bacterianas. O péptido Sub3 é aquele cujo
comportamento a 100 uM mais difere dos restantes, pois apesar de ocorrer um pequeno
vazamento do conteddo intracelular, ocorre principalmente a formacdo de varias
protuberancias. Para os restantes péptidos, a perda de estrutura parece ser a principal
caracteristica. Estas observacfes sdo confirmadas por andlise da rugosidade superficial,
representada na figura 17, j& que um aumento do numero de protuberéncias na superficie
bacteriana levara a um aumento dos valores de rugosidade. Estes valores foram obtidos da
seguinte forma: 1) aplicacdo de um filtro de valores médios a imagem de altura obtida (figura
17A); 2) a imagem resultante (figura 17B) foi subtraida & imagem inicial originando uma
imagem sem altura (figura 17C) e 3) a imagem sem altura foi tratada calculando a média
quadratica (equacdo 3, pag.20) dos valores de altura da superficie inteira da bactéria em areas

com dimensdes de 125 x 125 nm? (figura 17D).
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Figura 17 — Analise da rugosidade superficial aplicada as imagens de AFM. A imagem de altura obtida
inicialmente (A) foi aplicado um filtro de valores médios para estimar a forma geral das bactérias (B). A
imagem obtida é subtraida a imagem inicial de altura, originando uma imagem achatada (C) que foi analisada
por medicdo da média quadratica dos valores de altura da superficie bacteriana em areas com dimensdes de

125 x 125 nm? (D). Nesta figura o processo de analise foi exemplificado para uma célula de E. coli.
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Por interpretacdo dos dados de rugosidade da superficie bacteriana, presentes na figura
18, ¢ possivel observar um aumento de rugosidade nas bactérias tratadas com 1 uM de
péptido e um aumento ainda superior para a concentragio de 10 pM. A concentracio de 100
UM os valores de rugosidade decrescem devido ao rebentamento das células e,
consequentemente, esvaziamento do conteudo celular e perda da estrutura bacteriana. Apenas
para 0 Sub3 ocorre 0 aumento da rugosidade para as células bacterianas tratadas com 100 uM
de Sub3, o que esta de acordo com as imagens de AFM obtidas (figuras 12 a 15). Isto sugere
que 0 Sub3 possui um modo de accdo diferente dos restantes péptidos. As imagens obtidas e
os valores de rugosidade estdo de acordo com os valores de MIC obtidos, ja que foi

determinado um valor de MICyqp de 1,56 uM para os quatro péptidos em estudo.
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Figura 18 — Andlise de rugosidade das bactérias E. coli. Valores de rugosidade superficial obtidos para as
células bacterianas de E. coli sem tratamento (branco) e com tratamento para 1 uM (padrdo axadrezado), 10
UM (preto) e 100 uM (padréo de riscas verticais) de BP100 (A), PepRYL (B), PepRWL (C) e Sub3 (D). As
barras representam os valores de erro padrdo da média (SEM) e os asteriscos representam o nivel de
significancia de diferenca entre células tratadas com diferentes concentragdes dos péptidos em estudo e as
células sem tratamento: *** p < 0,001; ** 0,001 < p < 0,01 e * 0,01 < p < 0,05. Para cada concentracao de

péptido foram analisadas 5 células bacterianas.
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Os valores médios de rugosidade superficial obtido para as bactérias E. coli sem

tratamento e tratadas com os AMPs em estudo encontram-se na tabela4.

Tabela 4 — Valores médios de rugosidade superficial para as células de E. coli tratadas com BP100,

PepRYL, PepRWL e Sub3 acompanhados dos erros padrdo da média.

Péptido [Péptido]/pM Rugosidade (nm) + SEM™
Controlo 0 1,84 + 0,06
1 2,84+0,23
BP100 10 10,78 1,79
100 6,05 % 0,49
1 2,27+0,1
PepRYL 10 10,07 £ 2,11
100 3,52 40,92
1 5,06 + 0,47
PepRWL 10 14,23 + 0,57
100 12,38+ 0,75
1 2,11+ 0,05
Sub3 10 2,41+0,23
100 7,76 £1,18

[ para cada concentragdo de péptido foram analisadas 5 células bacterianas.

A obtencdo dos valores de rugosidade média e de inchaco permitirdo inferir sobre o
aumento da formacdo de protuberdncias e do inchaco da célula bacteriana. Estas
transformacdes refletem as alteracGes estruturais que ocorrem na estrutura bacteriana por
efeito dos péptidos em estudo. Desta forma, com o intuito de perceber o efeito causado pelos
péptidos sobre as células bacterianas, foram analisadas as imagens obtidas de forma a
determinar a alteracdo dos niveis de inchagco. As imagens sofreram 0 mesmo tratamento
realizado para a andlise de rugosidade superficial calculando o valor da média quadratica da
altura as imagens submetidas a um filtro de valores médios. Deste modo, ao realizar o restante
tratamento sobre a imagem com a forma geral da bactéria, elimina-se a rugosidade superficial,
sendo considerado apenas o inchago. Na figura 19 encontram-se as representacfes dos valores
de inchaco em ordem as concentragdes de péptido utilizadas no tratamento das células de E.

coli.
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Figura 19 - Andlise de inchaco das bactérias E. coli. Valores de inchago obtidos para as células bacterianas
de E. coli sem tratamento (branco) e com tratamento para 1 uM (padrdo axadrezado), 10 uM (preto) e 100
uM (padrdo de riscas verticais) de BP100 (A), PepRYL (B), PepRWL (C) e Sub3 (D). As barras representam
os valores de erro padrdo da média (SEM) e os asteriscos representam o nivel de significancia de diferenca
entre células tratadas com diferentes concentrages dos péptidos em estudo e as células sem tratamento: ***
p <0,001; ** 0,001 < p < 0,01 e *0,01 <p < 0,05. Para cada concentracdo de péptido foram analisadas 5

células bacterianas.

Os valores médios de inchaco obtidos para as bactérias E. coli sem tratamento e

tratadas com 0os AMPs em estudo encontram-se presentes na tabela 5.
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Tabela 5 - Valores médios de inchaco para as células de E. coli tratadas com BP100, PepRYL,

PepRWL e Sub3 acompanhados dos erros padrdo da média.

Péptido [Péptido]/pM Inchaco (nm) + SEMP!
Controlo 0 12,14 £0,12
1 15,79 +1,28
BP100 10 29,82 2,70
100 25,14 0,91
1 12,53 0,38
PepRYL 10 30,91 + 3,92
100 8,86+ 1,61
1 13, 740,62
PepRWL 10 38,89 + 0,32
100 31,72 + 0,54
1 15,23 0,22
S b3 10 21,99 + 0,61
100 28,16 + 1,37

[T para cada concentracéo de péptido foram analisadas 5 células bacterianas.

E possivel inferir um comportamento de inchago semelhante a0 comportamento de
rugosidade, sendo que o péptido Sub3 apresenta, mais uma vez, um comportamento diferente
ao observado para os péptidos BP100, PepRYL e PepRWL. Assim, para estes trés péptidos,
ocorre um aumento do inchaco das bactérias nas concentracdes de 1 ¢ 10 uM e uma
diminui¢do abrupta a 100 uM, concentracdo a qual o contetdo intracelular ¢ libertado. No
caso do Sub3, ocorre um aumento do inchago até aos 100 uM, pois ndo ocorre saida do
contetdo celular. Esta observacao apoia a possibilidade do Sub3 possuir um mecanismo de
accéo diferente de BP100, PepRYL e PepRWL.

No caso da bactéria S. aureus, por analise das projec¢des ortogonais das imagens de
altura (figuras 12 a 15), observa-se que as bactérias incubadas com o péptido BP100 apenas
apresentam alteragdes na sua estrutura a concentracdo de 100 uM, o que estd de acordo, com
os valores de MICs obtidos. As bactérias tratadas com PepRYL apresentam a formacéo de
protuberancias e algum vazamento do contetdo intracelular a concentracao de 10 uM e a 100
uM observa-se 0 completo rebentamento da estrutura membranar. Embora o valor de MICq
determinado seja de 25 pM, uma vez que a MICq € de 9,85 uM era expectavel a existéncia de
uma perturbacdo da estrutura bacteriana a 10 pM. O efeito de PepRWL apenas se torna

visivel a partir da concentragdo de 10 uM o que se encontra de acordo com os valores de MIC
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obtidos, ja que a MICyqy determinada foi de 6,25 uM. Ao contrario do observado para a E.

coli é observavel a saida de contetido intracelular a concentragdo de 100 uM nas bactérias de

S. aureus tratadas com Sub3, sendo visivel o aparecimento de poucas protuberancias e a saida

de uma pequenissima quantidade de material intracelular a 10 uM o que também esta de

acordo com os valores de MICs determinadas, ja que o valor de MIC,o, determinado foi de

12,5 uM. A representagdo dos valores de rugosidade superficial obtidos para as células de S.

aureus na auséncia ou presenca de tratamento com os péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e

Sub3 encontra-se na figura 20.
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Figura 20 - Analise de rugosidade das bactérias S. aureus. Valores de rugosidade superficial obtidos para

as células bacterianas de S. aureus sem tratamento (branco) e com tratamento para 1 uM (padrdo
axadrezado), 10 uM (preto) e 100 uM (padrdo de riscas verticais) de BP100 (A), PepRYL (B), PepRWL (C)

e Sub3 (D). As barras representam os valores de erro padrdo da média (SEM) e os asteriscos representam o

nivel de significancia de diferenca entre células tratadas com diferentes concentragdes dos péptidos em

estudo e as células sem tratamento: *** p < 0,001; ** 0,001 < p < 0,01 e * 0,01 < p < 0,05. Para cada

concentragdo de péptido foram analisadas 5 células bacterianas.

Os valores de rugosidade obtidos estdo de acordo com o comportamento observado

para a E. coli em que se observou o aumento da rugosidade superficial até ao tratamento das

células bacterianas com 100 pM de péptido, concentragdo a qual ocorre libertacdo de
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conteddo intracelular. A Gnica excepcao é o péptido Sub3, onde se observa uma aumento dos
valores de rugosidade a concentragdo de 100 uM para E. coli. Contudo, este comportamento
nao se observa para S. aureus, havendo uma diminuicéo dos valores de rugosidade superficial
para as células tratadas com 100 uM de Sub3. Seria de esperar que, para a concentracdo de
100 uM de PepRYL, o valor de rugosidade para as células de S. aureus fosse um pouco
menor devido a disrup¢do da estrutura membranar observada na figura 13D e que o valor de
rugosidade de 10 pM obtido para as bactérias tratadas com BP100 fosse menor. Contudo, as
discrepancias observadas podem ser explicadas pelos valores de inchaco determinados e
apresentados na figura 21.

Os valores médios de rugosidade superficial obtidos para as bactérias S. aureus, sem

tratamento, e tratadas com os AMPs encontram-se presentes na tabela6.

Tabela 6 - Valores médios de rugosidade para as células de S. aureus tratadas com BP100, PepRYL,

PepRWL e Sub3 acompanhados dos erros padrédo da média.

Péptido [Péptido]/uM Rugosidade (nm) + SEM™
Controlo 0 583+ 0,75
1 6,40 + 1,35
BP100 10 13,16 £ 1,30
100 11,71 £1,12
1 7,07 £ 0,64
PepRYL 10 16,01 + 0,56
100 14,46 + 2,20
1 6,60 + 0,63
PepRWL 10 16,20 + 0,68
100 4,05 + 0,68
1 6,57 £ 0,73
Sub3 10 11,41 +1,10
100 5,15+ 0,86

[elpara cada concentracdo de péptido foram analisadas 5 células bacterianas.

Estes valores encontram-se de acordo com as representacOes gréficas da figura 20.
Abaixo, na figura 21, encontram-se as representagdes gréaficas de inchaco em funcdo de

diferentes concentragdes dos peptidos em estudo.
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Figura 21 - Andlise de inchago das bactérias S. aureus. Valores de inchago obtidos para as células
bacterianas de S. aureus sem tratamento (branco) e com tratamento para 1 uM (padréo axadrezado), 10 uM
(preto) e 100 uM (padrio de riscas verticais) de BP100 (A), PepRYL (B), PepRWL (C) e Sub3 (D). As
barras representam os valores de erro padrdo da média (SEM) e os asteriscos representam o nivel de
significancia de diferenca entre células tratadas com diferentes concentracGes dos péptidos em estudo e as
células sem tratamento: *** p < 0,001; ** 0,001 < p < 0,01 e * 0,01 < p < 0,05. Para cada concentragdo de

péptido foram analisadas 5 células bacterianas.

Nas células bacterianas tratadas com BP100 nédo existem diferencas significativas em
termos de niveis de inchaco o que podera explicar o efeito inferior deste péptido sobre as
bactérias S. aureus. Deste modo, apesar de ocorrer um aumento de rugosidade superior ao
esperado para o BP100, observa-se que este ndo é acompanhado pelo aumento de inchaco.
Assim o BP100, apesar de provocar 0 aumento de rugosidade pela formacdo de
protuberancias na superficie bacteriana é incapaz de provocar um aumento do inchago
significativo, caracteristica verificada antes da perda de estrutura celular bacteriana. Esta
observacdo poderd confirmar a baixa actividade deste péptido contra bactérias Gram-
positivas. No caso das células tratadas com PepRYL continua a ndo ser vista uma diferenca
tdo pronunciada como o esperado para a concentracao de 100 uM. Para os restantes péptidos
os valores de inchago estdo de acordo com os resultados observados para a rugosidade.

Os valores médios de inchago obtidos para as bactérias S. aureus sem tratamento e

tratadas com os AMPs em estudo encontram-se presentes na tabela?.
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Tabela 7 - Valores médios de inchaco para as células de S. aureus tratadas com BP100, PepRYL,

PepRWL e Sub3 acompanhados dos erros padrdo da média.

Péptido [Péptido]/uM Inchaco (nm) + SEM®
Controlo 0 35,17+ 1,34
1 32,80 + 3,92
BP100 10 44,66 + 2,61
100 42,13+ 1,80
1 36,07 + 2,31
PepRYL 10 48,40 + 2,14
100 39,24 + 3,69
1 38,55+ 2,11
PepRWL 10 47,04 + 1,47
100 17,39 + 1,85
1 31,49 £ 1,50
Sub3 10 40,21 + 1,68
100 26,68 + 2,97

[ para cada concentragéo de péptido foram analisadas 5 células bacterianas.

Por comparacédo dos valores de rugosidade e inchaco obtidos para as bactérias E. coli
(rugosidade: 1,84 + 0,06 nm; inchaco: 12,14 £ 0,12 nm) e S. aureus (rugosidade: 5,83 + 0,75
nm; inchaco: 35,17 + 1,34 nm) sem tratamento observa-se que S. aureus possui um valor de
rugosidade superficial superior. Contudo, este resultado deve-se, essencialmente, ao facto de
se incluir no célculo dos valores de rugosidade os rebordos das bactérias, que no caso das S.
aureus possuem valores de média quadratica significativamente superiores aos valores
obtidos para as E. coli. S. aureus possui também um maior volume, jad que o seu valor de
inchaco em células sem tratamento com AMPs é superior ao obtido para a E. coli. Este
resultado encontra-se de acordo com o observado nas figuras 12 a 15.

E assim possivel inferir que os resultados obtidos por microscopia de forca atémica

apoiam os resultados obtidos para os valores de concentragdes minimas inibitorias.

3.3. Previséo tedrica da afinidade dos péptidos para membranas

Com o intuito de prever teoricamente a afinidade dos peptidos BP100, PepRYL,
PepRWL e Sub3 para membranas, foram representadas as energias livres de transferéncia da

agua para interfaces membranares constituidas por POPC, AGagua-membrana, d0S residuos
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constituintes destes péptidos. Estas representacfes encontram-se na figura 22 e considera-se

que um valor negativo de AGggua-membrana iNdica uma maior afinidade para a interface
membranar.
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Figura 22 - Previsdo da afinidade dos péptidos em estudo para membranas. Afinidade dos péptidos
BP100 (A), PepRYL (B), PepRWL (C) e Sub3 (D) para membranas, por representacao das energias livres de
transferéncia dos residuos da agua para interfaces membranares constituidas por POPC (AGsgua-membrana)-

Residuos com AGygua-memorana < 0 tém maior afinidade para regido de interface da membrana. Valores de
AGigua-membrana retirados de [73].

Assim, por analise da representacdo A e B é possivel inferir que o péptido PepRYL
tera uma maior afinidade para as interfaces membranares que o péptido BP100. A diferenca
entre estes dois péptidos reside na presenca de cinco residuos de aminoacidos de arginina, ao
invés de cinco aminoacidos de lisina. Uma vez que os residuos de arginina possuem valores
de energia livre de transferéncia menores que os residuos de lisina, o péptido PepRYL devera
apresentar uma maior afinidade que o péptido BP100. Para além deste factor, ja foi observado
que os residuos de arginina favorecem as interacgdes com as membranas lipidicas que outros
residuos aminoacidos carregados positivamente como é o caso da lisina [74]. O péptido
PepRWL parece ser o péptido com maior afinidade para as interfaces membranares pois

possui um residuo de triptofano, que tem um menor valor de AGggua-membrana qUe 0 residuo de
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tirosina presente nos péptidos BP100 e PepRYL. O Sub3 por seu lado parece ser o péptido
gue menos afinidade terd para as interfaces membranares pois possui trés residuos de valina
que apesar de serem residuos de aminoacidos hidrofobos apresentam valores de AGagua-membrana
positivos, ao contrario do que é observado para os residuos de fenilalanina e leucina presentes
nos restantes péptidos. N@o obstante, nos ensaios de determinacdo de MICs, este péptido foi
bastante eficaz. Esta observacdo podera dever-se ao facto do Sub3 possuir seis residuos
carregados positivamente, ao invés dos cinco existentes nos restantes péptidos. Deste modo,
quando em contacto com as membranas bacterianas carregadas negativamente, podera
estabelecer um maior namero de interacgcOes electrostaticas assumindo estas interac¢Ges um
papel mais proeminente que as interaccdes hidréfobas. Esta previsdo podera ainda reforcar a
hipotese de que o Sub3 possua um mecanismo de ac¢do diferente do dos restantes péptidos,
como sugerido pelos resultados de AFM para a bactéria E. coli. Todavia estas previsoes terdo

de ser confirmadas por meio de estudos biofisicos e hemoliticos.

3.4. Determinacédo da citotoxicidade dos péptidos

De forma a antever a aplicabilidade dos péptidos em estudo como agentes
antibacterianos em humanos foi determinada a citotoxicidade dos péptidos em estudo, por
realizacdo de um teste de hemdlise. Neste teste foram utilizados como controlos positivo e
negativo o detergente Triton X-100 e o tampdo PBS, respectivamente. Na figura 23
encontram-se as representacOes graficas dos valores de percentagem de hemolise em funcéo
da concentracdo de péptido (figura 23A) e de percentagem de hemodlise em fungdo ao
logaritmo da concentracdo de péptido (figura 23B). Foi realizado um ajuste de uma regressdo
ndo-linear aos valores da figura 23B de modo a determinar a concentracdo de péptido

necessaria para atingir 50% de hemolise.
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Figura 23 — Resultados obtidos para o ensaio hemolitico. (A) Representacdo dos valores de percentagem

de hemolise versus concentracdo de péptido. (B) Representagdo dos valores de percentagem de hemdlise

versus logaritmo da concentracdo de péptido. A estes valores foi realizada uma regressdo ndo linear. (A)

PepRWL, (o) PepRYL, (O) BP100 e (0) Sub3.

Por observacdo das representacdes graficas acima é possivel inferir que o péptido
PepRWL é o péptido mais hemolitico, seguido do PepRYL, BP100 e Sub3. A observacdo dos
valores presentes nas tabelas 8 e 9 permitird analisar os resultados de uma forma mais

pormenorizada.

Tabela 8 — Valores de percentagem de hemolise obtidos para as diferentes concentragdes dos péptidos

BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3.

% hemolise
[Péptido]/mM

BP100 PepRYL PepRWL  Sub3

0,39 7,23 -5,64 7,70 -3,02
0,78 0,03 1,66 6,57 -2,09
1,56 4,65 3,07 19,27 1,79
3,13 6,13 3,03 48,78 2,68
6,25 8,52 4,67 78,41 4,82
12,50 18,04 10,46 98,30 7,35
25 38,49 27,09 91,31 8,90
50 51,34 70,67 97,60 13,55
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Tabela 9 — Valores de concentracéo dos péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 necessarias para

atingir uma percentagem de 50% de hemolise celular.

Péptido [Péptido]soos hemetise/ LM
BP100 45,07
PepRYL 35,96
PepRWL 3,18
Sub3 689,50

Analisando os valores presentes na tabela 8, é visivel uma percentagem hemolitica
muito elevada para o PepRWL que se aproxima de 100% nas concentracfes de péptido mais
elevadas. Também o péptido PepRYL apresenta uma taxa hemolitica elevada, ainda que mais
baixa que a do PepRWL, para 50 uM de péptido. Todavia, para as restantes concentracdes,
incluindo as MICs para as bactérias estudadas, os valores de percentagem de hemdlise séo
muito inferiores aos observados para o PepRWL e, de uma forma geral, proximos aos obtidos
para 0 BP100, encontrando-se a concentracdo de PepRYL necessaria para provocar 50% de
hemolise proxima, embora ligeiramente inferior, a determinada para o BP100. Assim, apesar
de possuir um perfil ligeiramente mais hemolitico a concentracdes de péptido mais elevadas,
este analogo possui uma maior actividade que o seu precursor, sendo necessaria uma menor
concentracdo para que ocorra efeito o que reforca o sucesso da substituicdo dos residuos de
aminoacidos. A concentracdo de PepRWL necesséaria para induzir 50% de hemolise, como
seria de esperar, por observacdo dos valores de percentagem de hemolise obtidos, é de 3,18
uM, sendo significativamente mais baixa do que as obtidas para os restantes péptidos. O Sub3
¢ o péptido menos hemolitico, 0 que o torna extremamente favoravel ja que possui uma
elevada actividade antimicrobiana contra as bactérias estudadas. A capacidade hemolitica
inferior deste péptido pode dever-se ao facto de este possuir uma base de desenvolvimento
diferente dos restantes péptidos. Os péptidos BP100, PepRYL e PepRWL foram
desenvolvidos de forma a possuirem uma estrutura de hélice a com caracter anfipatico [12]
enquanto que o Sub3 foi desenvolvido tendo por base uma variante linear do AMP bactenecin
[10]. A analise da previsao tedrica presente na figura 22 (pag.57), assim como os resultados
de AFM obtidos para a E. coli, tinham j& sugerido a existéncia de um mecanismo de ac¢éo
diferente para o péptido Sub3. Os resultados obtidos neste estudo apoiam esta observagédo e
confirmam a previsao de que o Sub3 deveria ser o péptido com menor caracter hemolitico, ja

que era também o péptido com residuos hidréfobos com menores valores de AGagua-membrana-
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Foi realizado anteriormente um estudo de citotoxicidade para o péptido BP100 em que
o valor de percentagem de hemdlise para uma concentracdo de 50 uM de péptido era igual a 3
+ 0,1 % [12]. Existe uma elevada discrepancia entre este valor e o valor de 51,34 % obtido.
Porém, esta diferenca pode ser explicada por diferencas protocolares, uma vez que no
presente ensaio foi utilizada uma solugdo com 0,25% (v/v) de eritrocitos, enquanto que no
estudo de Badosa et al [12], foi utilizada uma solugdo de 5% (v/v) de eritrécitos e, portanto o
valor obtido nesse estudo teria de ser 20 vezes superior para a concentracao de eritrocitos

utilizada neste trabalho.

De forma a avaliar a aplicabilidade clinica dos quatro péptidos em estudo foi calculado
0 indice terapéutico. Este indice consiste na razdo entre o seu efeito toxico e o seu efeito
terapéutico. O indice terapéutico foi calculado fazendo a razdo entre a concentracdo
necessaria para induzir 50% de hemolise e os valores de MICs, obtidos para os péptidos nas

diferentes condicdes testadas, encontrando-se os valores obtidos na tabela 10.

Tabela 10 — Valores de indice terapéutico obtidos para os diferentes péptidos

) ) Péptido
Bactéria Meio
BP100 PepRYL  PepRWL Sub3
| MHB 53,65 45,52 3,93 883,97
E. coli
BB 29,65 39,52 3,74 774,72
MHB 1,53 8,04 1,56 360,99
S.aureus
BB 0,83 3,74 1,68 171,09

Por analise dos valores de indice terapéutico observa-se que o péptido Sub3 é o
péptido com maiores valores de indice terdpeutico. O BP100 e o PepRYL no caso da E. coli
possuem também valores elevados de indice terapéutico nos dois meios estudados, apesar de
no meio BB, estes valores serem mais baixos devido ao efeito do aumento da concentracdo da
forca iénica na accdo dos péptidos. O péptido PepRWL possui valores de indice terapéutico
muito baixos devido ao seu elevado caracter hemolitico, assim como, o péptido BP100 para a
S. aureus devido a sua baixa actividade antimicrobiana contra esta bactéria (<10) [75]. Os
valores de indice terapéutico para o PepRYL contra a bactéria S. aureus sdo
significativamente inferiores aos observado para a E. coli, devido ao aumento do valor de
MICso. Contudo, estes valores sdo bastante superiores aos observados para o BP100 e para o
PepRWL.
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A partir dos estudos de hemolise e da determinacédo dos valores de indice terapéutico é
possivel inferir que os péeptidos Sub3 e PepRYL sdo bastante promissores, pois combinam
uma baixa actividade hemolitica com uma elevada actividade antimicrobiana e que, o péptido
PepRWL apesar de ser o péptido que possui uma maior actividade antimicrobiana, necessita
de sofrer algumas alteracGes sequenciais de forma a reduzir o seu caracter hemolitico. Com o
intuito de contornar o seu perfil hemolitico, podem realizar-se novas substituicGes de residuos
de aminoacidos de forma a diminuir o seu caracter hidréfobo e, evitar assim, a hemolise de
células com membranas com carécter neutro, ja que a capacidade de hemdlise dos péptidos
esta correlacionada com a capacidade de inser¢do dos mesmos na zona hidrofoba [14]. Assim,
poderia realizar-se a substituicdo de residuos hidrofobos como os residuos de leucina e
fenilalanina por residuos carregados positivamente como o0s residuos de arginina, de forma a
manter a sua elevada actividade antibacteriana e diminuir o seu caracter hemolitico. Estas
alteracdes vdo de encontro ao observado para o péptido Sub3 que combina uma actividade
antimicrobiana elevada com um perfil hemolitico fraco. O objectivo inicial do presente
trabalho era incorporar a sequéncia deste péptido, em cicl6tidos com o objectivo de reduzir o
seu caracter hemolitico e criar péptidos com uma elevada actividade e estabilidade. Os
ciclétidos sdo péptidos ciclicos com estruturas extremamente estaveis, sendo resistentes a
degradacdo térmica, quimica ou enzimatica. Estes péptidos possuem também uma estrutura
molde, onde foram ja realizados enxertos de sequéncias lineares com éxito [75]. Na
Universidade de Queensland, ao abrigo da colaboragédo existente com o grupo do professor
David Craik, foi realizado o enxerto das sequéncias dos péptidos PepRYL e PepRWL num
ciclétido. Porém, este ndo foi, bem sucedido devido a incapacidade dos péptidos resultantes
adquirirem o folding correcto. Nao obstante, a substituicdo dos residuos de lisina por arginina
e de tirosina por triptofano realizadas levaram ao aumento da actividade dos péptidos
resultantes, podendo estas alteracOes servir de base para o melhoramento de sequéncias de
residuos de aminoacidos de ciclétidos, conduzindo ao mesmo efeito final: péptidos com

elevada estabilidade e actividade antimicrobiana.

3.5. Ensaios bhiofisicos

A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica ndo invasiva, com elevada
sensibilidade que permite o estudo da estrutura e dinamica de péptidos e proteinas. Neste
trabalho, por utilizagdo da fluorescéncia intrinseca dos péptidos em estudo, foi realizada uma

caracterizacdo dos mesmos em solucdo aquosa e diferentes aspectos da sua interac¢gdo com
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modelos membranares foram avaliados. No caso dos péptidos BP100 e PepRYL foi seguida a
intensidade de fluorescéncia do residuo de tirosina, ndo sendo considerado o residuo de
fenilalanina ja que a fluorescéncia emitida por este residuo raramente é detectavel pois é o
residuo fluorescente com menores valores de coeficiente de extingdo molar e de rendimento
quéantico. No caso dos péptidos PepRWL e Sub3 foi seguida a intensidade de fluorescéncia do
residuo de triptofano, nao sendo, para 0 PepRWL, considerado a fluorescéncia proveniente do
residuo de fenilalanina pelos motivos acima referidos. Os coeficientes de extin¢do molar, &,
foram estimados com base no ¢ dos residuos de tirosina (BP100 e PepRYL) ou (PepRWL e
Sub3) [58]. Deste modo, assumiu-se que 0 ¢ de cada péptido era igual ao & do residuo

fluorescente presente na sequéncia (tabela 11).

Tabela 11 — Principais caracteristicas dos péptidos em estudo. Os valores de coeficiente de absorcao
molar (g), massa molar (M) e de ponto isoeléctrico (pl) sdo os valores tedricos obtidos por recurso a

ferramenta ProtParam.

Péptido Sequéncia Carga e (M*cm?) M (Da) Pl teorico
BP100 KKLFKKILKYL +5 1490 1421,8 10,30
PepRYL RRLFRRILRYL +5 1490 1561,9 12,18
PepRWL RRLFRRILRWL +5 5500 1584,9 12,60
Sub3 RRWRIVVIRVRR +6 5500 1665,0 12,70

Uma vez que os valores dos pontos isoeléctricos dos quatro péptidos em estudo sdo
sempre superiores a 10 e que todos os ensaios foram realizados a um valor de pH fisiol6gico
e, portanto, de aproximadamente 7, todos os péptidos apresentavam nessas condicGes carga

positiva.

3.5.1. Caracterizacéao espectral

De forma a determinar quais 0os comprimentos de onda maximos para a absorcéo
(Aabs), €MISSA0 (Aem) € €XCitacao (Aexc) dos péptidos em estudo e de forma a comparé-los com
0S espectros da tirosina (tyr) e do triptofano (trp) realizou-se a caracterizagdo espectral dos
péptidos em solucdo aquosa. Os espectros obtidos para os diferentes péptidos encontram-se na

figura 24.
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Figura 24 — Caracterizacao espectral dos péptidos em estudo. Espectros de absor¢do (—, emisséo (-+-) e
excitacdo (- =) dos péptidos BP100 (A) e PepRYL (B) a 50 uM e de PepRWL (C) e Sub3 (D) a 15 uM em

tampdo HEPES, normalizados para o valor maximo.

Por observacdo das respresentacdes graficas acima é possivel inferir que os espectros
obtidos para os péptidos em estudo sdo semelhantes aos espectros de L-tirosina e L-triptofano
em solucdo aquosa. Assim, o comprimento de onda ao qual ocorre 0 maximo de absorcao dos
espectros de absorcdo e de excitacdo € muito aproximado do observado para os residuos de
aminoacidos livres em solugdo: 274 nm para os péptidos BP100 e PepRYL e 280 nm para 0s
péptidos PepRWL e Sub3, por comparacdo com 275 nm para a tirosina e 280 nm para 0
triptofano [58]. Também 0 A.m Maximo se encontra proximo do esperado, sendo de 302 nm
para 0s péptidos com tirosina e 347 nm para os péptidos com triptofano. Os valores presentes
na literatura para estes comprimentos de onda sdo de 303 nm para a tirosina e 348 nm para o
triptofano a pH fisiologico a temperatura ambiente [58]. E ainda visivel um “ombro” a 288
nm nos espectros de excitacdo e absorcdo dos péptidos PepRWL e Sub3, tipico dos espectros

de absorcao e excitacdo do residuo de triptofano [58].
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Analisando a figura 25 é perceptivel a existéncia de simetria entre 0s espectros de
emissdo e absorcdo dos diferentes péptidos, obedecendo estes a regra do espelho, que resulta
da existéncia do mesmo tipo de transi¢cbes nos fendmenos de emissdo e absorcdo. Para a
maioria dos fluor6foros o espectro de emissdo é a imagem no espelho da absorvéncia
resultante da transicdo do estado basal para o primeiro estado excitado singuleto (So — Si)
[57]. Caso ocorram transicdes para o segundo estado excitado singuleto (So — S,) observa-se
a existéncia de um segundo pico no espectro de absorcdo para comprimentos de onda mais
baixos e portanto com maior energia, que ndo é, contudo, observavel no espectro de emissao
[57]. Deste modo, pela analise espectral dos péptidos em estudo é possivel inferir que as
principais transicdes observadas resultam da passagem dos electrdes do estado basal de

energia para o primeiro estado excitado singuleto.
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Figura 25 — Simetria dos espectros de emissao (----) e absor¢do (—) dos péptidos BP100 (A), PepRYL
(B), PepRWL (C) e Sub3 (D).
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3.5.2. Efeito da concentracdo

Com o intuito de avaliar a existéncia de agregacao e self-quenching (i.e. um fluoréforo

provocaria o quenching da sua intensidade de fluorescéncia) dos peptidos em solucéo aquosa,

avaliou-se a relagdo entre a intensidade de fluorescéncia e as concentrag0es crescentes de

péptido.
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Figura 26 — Efeito da concentragdo de péptido na intensidade de fluorescéncia medida. Representacfes

da intensidade de fluorescéncia medida em fungdo da concentracdo de BP100 (A), PepRYL (B), PepRWL

(C) e Sub3 (D) até uma concentragdo maxima de 100 puM.

A analise da figura 26 sugere a inexisténcia de fendmenos de agregacdo ou self-

quenching dos péptidos ja que ndo ha alteracdo do rendimento quantico com o aumento de

concentracdo de péptido. Esta inferéncia é apoiada pela observacdo de uma relacéo linear

entre os valores de intensidade de fluorescéncia e os valores crescentes de concentracdo de

péptido testadas. Testaram-se concentracdes até 100 uM que corresponde & concentracdo

maxima de péptido utilizada nos ensaios de MICs e AFM. A existéncia de uma relagdo linear

entre os valores de absorvancia e a gama de concentracbes de péptido testadas foi

previamente confirmada.
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3.5.3. Determinacéo do rendimento quéantico

O rendimento quantico (¢g) expressa a quantidade de moléculas que regressam ao
estado energético fundamental por emissdo de fotdes, sendo dado pela razdo do nimero de
fotdes emitidos pelo numero de fotdes absorvidos [57, 60]. O rendimento quéntico determina
a eficiéncia do processo de fluorescéncia e, uma vez que ¢ uma propriedade do fluoréforo, foi
determinado de forma a caracterizar os fluoroforos dos péptidos em estudo. Contudo, uma vez
que a determinacdo do ¢r absoluto envolve a determinacdo precisa da quantidade de luz de
excitacdo recebida pela amostra, € necesséria a utilizacdo de equipamento especifico. Deste
modo, foi determinado o ¢ relativo, em que a eficiéncia do processo de fluorescéncia é
comparada com a de uma solucdo padrdo. O padrdo escolhido deve idealmente possuir bandas
de absorcdo e de emissdo proximas das obtidas para os péptidos em estudo [60]. Neste
trabalho, foram escolhidos como padrbes solugdes do residuo de tirosina para 0s péptidos
BP100 e PepRYL e de triptofano para os péptidos PepRWL e Sub3. Os resultados obtidos

encontram-se na tabela 12.

Tabela 12 — Valores de rendimento quéntico obtidos para os diferentes péptidos em estudo. Estes
valores foram obtidos utilizando o comprimento de onda de emissdo (Aem) € de excitagdo (hexc) apresentados a
21,4 °C para o péptido BP100, 21,7 °C para PepRYL e a 21°C para PepRWL e Sub3.

Péptido dem hexc br
BP100 302 274 0,08
PepRYL 302 274 0,05
PepRWL 347 280 0,09
Sub3 347 280 0,11

Tendo em conta que os valores tedricos de ¢r para os residuos de triptofano e tirosina
sdo de 0,13 e 0,14, respectivamente, observa-se que os valores obtidos experimentalmente
para os péptidos PepRWL, Sub3 e BP100 se encontram proximos do valores tedricos de ¢r
para os residuos de triptofano (PepRWL e Sub3) e tirosina (BP100), enquanto que, o valor
obtido para o ¢¢ do fluoréforo do péptido PepRYL se encontra ligeiramente mais baixo que o
valor teorico para o residuo de tirosina [57]. Esta diminuicdo do valor de ¢r para o péptido
PepRYL podera dever-se a substituicdo do residuo de lisina pelo residuo de arginina,

adjacente ao residuo de tirosina. A presenga de um grupo amida na cadeia lateral deste
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aminoacido podera diminuir a quantidade de intensidade de fluorescéncia emitida pelo grupo

fenol, como anteriormente descrito [76].

3.5.4. Quenching pela acrilamida

Quenching é um processo em que ocorre diminuicdo da intensidade de fluorescéncia
de uma amostra, podendo ser dindmico (também designado por colisional) ou estatico (ver
Anexo C). A acrilamida é um quencher solGvel em solucdo aquosa incapaz de penetrar
extensivamente nas membranas [57]. Uma vez que para que ocorra quenching é necessario
contacto entre o fluor6foro e o quencher, a acrilamida apenas reduzird a intensidade de
fluorescéncia de fluoréforos completa ou parcialmente acessiveis a solugdo aquosa [57]. Os
resultados deste tipo de ensaios sdo normalmente representados em gréficos de razdo entre a
intensidade de fluorescéncia na auséncia de quencher e na sua presencga - lo/l — em funcdo da
concentracdo de quencher - [Q] - derivados da equacdo de Stern-Volmer (equagdo C1, pag.
115). Os declives das rectas resultantes correspondem a constante de Stern-Volmer (Ksy), que
representa a eficiéncia do quenching. Deste modo, quanto maior for esta constante mais
significativo ser4 o quenching. Neste ensaio foi realizado o quenching pela acrilamida de
solucBes dos péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 e dos controlos tirosina e triptofano
em tampao HEPES. As representacdes graficas obtidas encontram-se na Figura 33 e 0s

valores de Kgy na tabela 13.
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Tabela 13 — Valores da constante de Stern-Volmer (Ksy) obtidos para o quenching pela acrilamida dos

péptidos em estudo e dos controlos tirosina e triptofano.

_ Tyr Tyrt
Péptido BP0OO (BP100) (PepRYL) PepRWL Sub3 Trp
Ksv (M™) 34,1 48,5 31,9 18,4 18,8 25,6

& Foram realizados dois ensaios de quenching pela acrilamida da solucéo de residuo de tirosina livre

pois 0s ensaios para os péptidos BP100 e PepRYL foram realizados em dois dias diferentes.

Por observacdo das representagdes graficas obtidas parece haver uma menor

acessibilidade do residuo de tirosina presente no péptido PepRYL, quando comparado com o

residuo de tirosina livre em solugéo. Esta observacdo é corroborada pela analise dos valores

de Kgy obtidos. Assim, é possivel observar uma grande diminuigdo do valor de Ksy quando

comparado com o valor da solu¢do padréo de tirosina. Este resultado sugere a existéncia de

algum nivel de estrutura secundaria que diminua a acessibilidade do residuo ao ambiente

aquoso. Caso se verifique a auséncia de estrutura secundaria deste péptido em solugéo aquosa,

esta diminuicdo podera dever-se aos residuos de aminoacidos adjacentes, arginina e leucina
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que poderdo contribuir para a incompleta acessibilidade deste fluoréforo ao solvente. Os
retantes péptidos apresentam valores aproximados aos valores obtidos para os controlos,
estando apenas ligeiramente mais baixos. Deste modo, os fluor6foros de BP100, PepRYL e
PepRWL parecem estar acessiveis ao solvente.

3.5.5. Efeito da presenca de ureia e alteracao do pH

A ureia € um potente desnaturante, utilizado muitas vezes para o estudo de unfolding
de proteinas [77]. A alteracdo do pH de uma solugdo, por sua vez, pode também provocar
uma alteracdo da conformacdo de proteinas em solucdo podendo conduzir a sua desnaturacdo
[77]. Com o intuito de perceber se os péptidos em estudo possuiriam estrutura secundaria em
solucdo aquosa, estes foram titulados com concentracGes crescentes de ureia ou de acido
cloridrico (HCI). Estes ensaios possuiam ainda uma elevada relevancia, pois o passo seguinte
no estudo do efeito dos péptidos em estudo sobre a bactéria H. pylori envolvera estudos a pH
acidicos e, por consequéncia, na presenca de ureia de forma a garantir a sobrevivéncia desta
bactéria. Os resultados obtidos para o efeito da diminuicdo do pH encontram-se representados

na figura 28 e para 0 aumento da concentracao de ureia na figura 29.
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Figura 28 - Efeito da diminui¢do do pH. Foi seguida a intensidade de fluorescéncia durante a titulagdo de
uma solugdo dos péptidos BP100 (e), PepRYL (m), PepRWL (A) e Sub3 (¢) com é&cido cloridrico. Os
valores apresentados encontram-se normalizados ao padrdo utilizado: tirosina para BP100 e PepRYL (A) e
triptofano para PepRWL e Sub3 (B).

Por anélise da figura 28 € observavel que a intensidade de fluorescéncia se mantém

constante com a diminuicdo do pH, havendo um aumento da intensidade de fluorescéncia para
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pH = 2 ou inferior. Este efeito € mais significativo para o péptido PepRWL que para o péptido
Sub3, apesar deste ultimo apresentar um efeito superior ao observado para os péptidos BP100
e PepRYL. O aumento da intensidade de fluorescéncia poderia denotar a perda de estrutura
secundaria (caso esta exista) dos péptidos em estudo devido a uma maior acessibilidade dos

fluoréforos tirosina e triptofano a solugdo aquosa.
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Figura 29 - Efeito do aumento da concentracdo de ureia. Foi seguida a intensidade de fluorescéncia
durante a titulagdo de uma solugdo dos péptidos BP100 (e), PepRYL (m), PepRWL (A) e Sub3 (¢) com
ureia. Os valores apresentados encontram-se normalizados ao padrdo utilizado: tirosina para BP100 e
PepRYL (A) e triptofano para PepRWL e Sub3 (B).

Jé& por analise da figura 29, ndo sdo visiveis alteracdes significativas na intensidade de
fluorescéncia medida aquando do aumento das concentracfes de ureia. Este resultado sugere
que os péptidos ndo possuem estrutura, uma vez que ndo ha alteracdo da intensidade de

fluorescéncia dos residuos de tirosina e triptofano na presenca de ureia.

Em conjunto, a variacdo de pH e da concentragdo de ureia tém uma fraca influéncia na
emissdo de fluorescéncia dos péptidos, o que sugere que os péptidos em condicBes
fisiolégicas, se encontra numa forma ndo estruturada. Para determinar com certeza a
existéncia de estrutura secundaria destes peptidos em solugdo aquosa Sd0 necessarios outros

estudos. Neste caso foram realizados estudos de dicroismo circular.

3.5.6. Efeito de red edge

O efeito de red edge é visivel pelo aumento do comprimento de onda maximo de

emissdo por aumento do comprimento de onda de excitacdo. Este depende de alteracdes das
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interaccdes fluordforo-solvente que ocorrem quando uma molécula passa do estado
fundamental para o estado excitado [58]. Quando ocorre efeito de red edge existem
normalmente duas sub-populacdes de fluoréforos: uma excitada ao comprimento de onda
maximo de absorcdo e outra excitada a comprimentos de onda superiores e, portanto, de
menor energia [57]. Neste estudo, apenas foi realizado o estudo de red edge para os péptidos
PepRWL e Sub3 pois o estudo desta alteracdo é utilizado, normalmente, como uma

ferramenta para caracterizar o microambiente que rodeia o residuo de tripofano [58].
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Figura 30 — Representacio grafica da variacdo do Aey, (NM) em fungdo do Aee (NM). (A) PepRWL, (¢)
Sub3 e (0) triptofano.

Por observacédo da figura 30 € possivel inferir a inexisténcia de efeito de red edge uma
vez que ndo ocorre um aumento do comprimento de onda de emissdo com o aumento do
comprimento de onda de excitacdo. Para além disso, 0 comportamento de PepRWL e Sub3 é
igual ao observado para o comportamento da solucdo de L-triptofano. A partir do Aex de 300
nm ¢ visivel uma diminui¢do dos valores de Aem que Se poderd dever a razéo sinal/ruido ser
muito pequena, sendo o sinal medido muito fraco devido a inexisténcia de uma sub-populacdo

excitada a estes comprimentos de onda.

3.5.7. Estudos de particéo

Os estudos de particdo sdo de elevada relevancia para a caracterizacdo da interaccao
péptido-membrana [78]. De forma a avaliar se os péptidos em estudo tém afinidade para a

membrana, soluc¢des de péptido foram tituladas com diferentes lipidos ou misturas lipidicas.
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Pela titulacdo com o lipido foi possivel observar um aumento do ¢f 0 que indica que 0s
residuos de tirosina e de triptofano se encontram num ambiente mais apolar. Esta observacéo
sugere que 0s péptidos particionam na membrana. Pela variacdo da intensidade de
fluorescéncia em fungdo da concentracdo de lipido titulado é possivel comparar a afinidade
dos péptidos para a membrana pelo calculo da constante de particdo K, (i.e a razéo entre a
concentracdo de péptido em lipido e a concentracdo de péptido em agua) pela equacgéo 9.
Valores mais elevados de K, sugerem uma maior afinidade do péptido em estudo para o
modelo membranar. Paralelamente ao aumento da intensidade de fluorescéncia, quando o
microambiente que rodeia os residuos de triptofano se torna mais apolar, como quando ocorre
a sua insercdo em membranas, ocorre geralmente um deslocamento do maximo de intensidade
de fluorescéncia para o azul (i.e. para comprimentos de onda menores e, portanto de maior

energia). Este efeito € denominado blue-shift [57].

Neste estudo foi também calculada a fraccdo molar de péptido particionado na
membrana, X., quando na presenca de 1 mM de lipido (POPC ou POPC/POPG) segundo a
equacdo 10 (pag.30). A determinacdo deste parametro permite comparar os diferentes

péptidos nos diferentes sistemas lipidicos estudados para uma concentracgdo fixa de lipido.

Nas figuras 31 e 32 foram realizadas representacdes graficas de intensidade de
fluorescéncia em funcdo do Aem dos péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3, assim como
dos residuos de tirosina e tripofano com o intuito de observar a ocorréncia ou ndo de blue-
shift. Estas representacdes foram realizadas para a mistura lipidica de POPC/POPG 1:1 pois é
aquela para a qual teoricamente os péptidos terdo uma maior afinidade. Na figura 33
encontram-se representadas as curvas de particdo obtidas por aplicacdo de uma regressdo nao-
linear aos valores experimentais obtidos. Do ajuste ndo-linear realizado foram obtidos os
valores da constante de parti¢éo K e de I /lw (i.e. a razdo entre a intensidade de fluorescéncia
do péptido quando se encontra particionado no lipido, I, e a intensidade de fluorescéncia do

fluordforo na auséncia de lipido, ly) presentes na tabela 14.
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Figura 33 — Curvas de particdo. Ajuste da regressdo ndo-linear aos valores experimentais obtidos para
BP100 (A), PepRYL (B), PepRWL (C) e Sub3 (D) em modelos membranares constituidos por POPC (e),
POPC/POPG 4:1 (m) ou POPC/POPG 1:1 (A).

Por observacdo das curvas de particdo obtidas parece haver uma preferéncia dos
péptidos em estudo pelas vesiculas constituidas por POPC/POPG 1:1. Os resultados sugerem
ainda que apenas o péptido PepRWL consegue particionar nas LUVs constituidas apenas por
POPC. Da mesma forma, por andlise da figura 31 é possivel inferir a existéncia de inser¢do
dos péptidos PepRWL e Sub3 nos modelos membranares ja que € observavel um desvio do
méaximo de intensidade de fluorescéncia para o azul, para além do aumento de intensidade de
fluorescéncia observado na figura 33. Este efeito ndo é visivel para o triptofano livre, uma vez
gue este ndo particiona para membranas, tal como esperado. A emissdo de fluorescéncia dos
péptidos que contém tirosina, figura 32, ndo apresentam blue-shift quando titulados com
lipido. Esta observacdo deve-se ao facto de o residuo de triptofano ser mais sensivel ao

microambiente em que se insere que o residuo de tirosina [57].
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A andlise dos valores presentes na tabela 14 permitira uma analise mais acertiva destes

resultados.

Tabela 14 — Valores de K,, da razéo I /ly e de X_ determinados para as diferentes misturas lipidicas

utilizadas para cada um dos péptidos em estudo.

Péptido Mistura lipidica K, (x10%)1 1 /1E X, [ Blue-shift (nm)
POPC 0,05 + 0,02 5,47 + 3,08 0,04 0,01 -
BP100  popc/popG (4:1) 087+ 061 5,53 + 6,66 0,40 0,29 -
POPCIPOPG (1:1) 208+ 0,80 4,62 +311 0,61+ 0,27 -
POPC 0,01+0,01 56,34 + 37,66 0,01+ 0,01 -
PepRYL  popcipoPG (4:1)  0.08%0:34 9,01 + 47,24 0,06 + 0,24 -
POPCIPOPG (1:1) 529+ 140 4,02 +1,89 0,80+ 0,16 -
POPC 0,63 + 0,04 6,90 + 0,70 0,32 0,02 10
PepRWL  popc/popG (4:1)  3:05+064 4,44+ 1,71 0,70+0,15 17
POPCIPOPG (1:1) 2244 + 4,697 4,49 +1,91 0,94+ 0,20 18
POPC 0,34+ 0,07 1,75 + 0,65 0,21 + 0,04 0
Sub3 POPC/POPG (4:1) ~ 0:13+0,08 3,75+3,13 0,28+ 0,13 5
POPC/POPG (1:1)  12.78%275 3,00 1,24 0,91+ 0,20 13

B Os valores de K, e da razéo 1 /Iy, foram determinados directamente a partir da regressio ndo-linear realizada. ™
Os valores de X, foram determinados por aplicagdo da equacéo 10. [ Os valores de blue-shift foram obtidos por
observagdo do comprimento de onda maximo para as concentracdes de 0 e 1 mM de lipido. N&o foram calculados

para os péptidos BP100 e PepRYL, devido a menor sensibilidade da tirosina ao microambiente em que se insere.

Assim por observacdo dos valores presentes na tabela 14 é possivel concluir que a
afinidade dos péptidos para LUVs aumenta com o aumento da carga negativa ha membrana,
ja que o valor de K, mais baixo foi observado para as vesiculas zwiterionicas (POPC) e o
mais alto em vesiculas de POPC/POPG 1:1. Estes valores encontram-se de acordo com o
esperado, uma vez que a atracgdo entre a carga positiva dos péptidos e a carga negativa das
membranas serd maior, para uma carga negativa mais elevada. O péptido com maior afinidade
para vesiculas zwiteriénicas é o PepRWL, o que esta de acordo com o esperado a partir dos
resultados de hemdlise j& que este era o péptido que apresentava um maior caracter
hemolitico. O péptido Sub3 também apresenta uma afinidade superior para este tipo de
membranas quando em comparacdo com os péptidos BP100 e PepRYL, apesar de ser o
péptido menos hemolitico e de a sua previsdo teorica ndo estar de acordo com o observado.

Contudo, o seu valor de I,/l\ é inferior ao obtido para todos os outros péptidos, podendo-se
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inferir que este ndo se encontra inserido profundamente no lipido, podendo encontrar-se
apenas adsorvido a superficie da membrana. Esta observacdo é ainda reforcada pela
observacdo da inexisténcia de blue-shift quando titulado com LUVs constituidas por POPC, o
que esta de acordo com o seu fraco carécter hemolitico. O valor de I /ly obtido para PepRYL
na presenca de LUVs constituidas por POPC é bastante discrepante. Isto podera dever-se a
impossibilidade de ajuste devido a fraca particdo deste péptido em vesiculas zwiterionicas.
Para o sistema lipidico constituido por POPC/POPG 4:1 obtiveram-se valores intermédios
para a constante de particdo e da concentragdo de lipido particionada no lipido. Deste modo é
observavel uma preferéncia por membranas com maior carga negativa ja que um aumento da
proporcéo do lipido POPG leva a um aumento de afinidade dos péptidos em estudo pelas
membranas. Este resultado estd de acordo com o esperado, revelando que os péptidos
preferem membranas bacterianas carregadas negativamente, relativamente a membranas
humanas neutras. Poderd também explicar a preferéncia destes péptidos contra bactérias
Gram-negativas ja que estas possuem uma maior carga negativa superficial que as bactérias
Gram-positivas devido a existéncia mais abundante de LPS que de &cidos lipoteicdicos nas

suas paredes celulares.

3.5.8. Agregacdo de vesiculas

A insercdo dos péptidos nos sistemas lipidicos utilizados pode conduzir a
destabilizacdo dos mesmos, conduzindo a sua agregacdo devido a alteracdo da densidade de
carga superficial e a desidratacdo dos grupos polares dos lipidos. Este fendmeno tem como
objectivo o aumento de estabilidade das vesiculas e depende, essencialmente, de forcas de
Van der Waals, de repulsdo electrostaticas e hidratacdo [79]. Para estudar este efeito foi
seguida a variacdo de OD das vesiculas lipidicas com as trés composicdes utilizadas nos
estudos de particdo com uma concentra¢do de 500 uM. Apos adigdo de péptido a variagao de
OD foi seguida durante 19 minutos. As representacdes graficas obtidas encontram-se na

figura 34.
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Figura 34 — Agregacéo de vesiculas induzida pelos péptidos BP100 (A), PepRYL (B), PepRWL (C)
e Sub3 (D). Aos 6 minutos foram adicionados 50 uM de péptido a 500 uM de LUVs constituidas por
POPC (—), POPC/POPG 4:1 - — ) e 1:1 (- - -).

Por analise das representacGes graficas acima € possivel observar que todos 0s

péptidos induzem a agregacéo de vesiculas constituidas por POPC/POPG 1:1 e que 0 mesmo

ndo ocorre para vesiculas constituidas por POPC ou POPC/POPG 4:1. Assim, da mesma

forma que é para esta mistura lipidica que ocorre uma maior particdo dos péptidos na

membrana é também nesta mistura que ocorre uma maior perturbacdo das membranas,

ocorrendo a agregacdo das mesmas. Apesar dos valores da constante de particdo e da

concentracdo de lipido particionado nas membranas também serem significativos para 0s

modelos membranares constituidos por POPC/POPG 4:1 observa-se que a introducdo dos

péptidos na membrana, ainda que significativa, pode ndo ser o suficiente para provocar o grau

de destabilizacdo das vesiculas necessario para que ocorra agregacdo das mesmas. Para as

vesiculas constituidas apenas por POPC nédo era esperado qualquer efeito, tal como foi

observado, ja que os péptidos ndo particionam extensivamente neste modelo membranar,

apresentando maior afinidade para modelos membranares carregados negativamente.
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3.5.9. Quenching em profundidade e com a acrilamida

A localizacdo dos residuos fluorescentes dos péptidos em estudo pode ser prevista
através da realizacdo de ensaios de quenching comparativos, em que sdo utilizados quenchers
com diferentes graus de insercdo na membrana [80]. A acrilamida, como j& foi referido
anteriormente, é soluvel em solucdo aquosa provocando o quenching dos fluoroforos
acessiveis ao meio aquoso, sendo incapaz de particionar extensivamente na membrana [57].
Ja os quenchers 5 e 16-NS sdo acidos gordos derivatizados com um grupo quencher, o grupo
doxilo (NO-) nas posicdes 5 e 16, respectivamente [58]. Estes acidos gordos possuem a
capacidade de penetrar nas membranas. No 5-NS o grupo doxilo localiza-se junto a interface
membrana-ambiente aquoso, enquanto que no 16-NS este grupo se localiza no centro
hidrofobo [68]. Assim, por realizacdo de ensaios de quenching com acrilamida, 5 e 16-NS na
presenca de modelos membranares, € possivel estimar o grau de insercdo dos péptidos na
membrana, complementando deste modo os resultados anteriores. Foram calculados e
comparados os valores de Ksy obtidos pela equacdo de Stern-Volmer (Equacdo C1, pag. 115).
Os ensaios de quenching pela acrilamida na presenca de LUVs foram realizados para 0s
controlos tirosina e triptofano a semelhanca do realizado nos ensaios de quenching na
auséncia de LUVs. Utilizaram-se LUVs constituidas por POPC e por POPC/POPG 1:1 com 0
intuito de comparar o grau de insercdo dos péptidos em modelos membranares de células
humanas, ou bacterianas, respectivamente. Os graficos de Stern-Volmer obtidos para os trés
ensaios de quenching para os quatro péptidos, assim como para a tirosina e triptofano, no caso
do quenching pela acrilamida encontram-se nas figuras 35 a 38. As concentracdes de
guencher utilizadas para a determinacdo das constantes de Stern-Volmer foram as

concentracdes de quencher efectivamente particionadas no lipido, calculadas pela equacéo 11
(pag. 31).
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Figura 36 - Quenching diferencial do péptido PepRYL. Quenching por 5-NS (©), € 16-NS (®) em LUVs
constituidas por (A) POPC/POPG 1:1 ou por (B) POPC. (C) Quenching do péptido PepRYL pela acrilamida
(m) na presenca de LUVS constituidas por POPC (cinzento) ou POPC/POPG 1:1 (preto). (D) Quenching da
solugdo do residuo de tirosina livre pela acrilamida (o) em LUVs constituidas por POPC (cinzento) ou por
POPC/POPG 1:1 (preto).
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Figura 38 - Quenching diferencial do péptido Sub3. Quenching por 5-NS (o), e 16-NS (®) em LUVs
constituidas por (A) POPC/POPG 1:1 ou por (B) POPC. (C) Quenching do péptido Sub3 pela acrilamida (m)
na presenca de LUVS constituidas por POPC (cinzento) ou POPC/POPG 1:1 (preto). (D) Quenching da
solugdo do residuo de tirosina livre pela acrilamida (o) em LUVs constituidas por POPC (cinzento) ou por
POPC/POPG 1:1 (preto).

Por observacdo da figura 36 € observavel um desvio positivo no quenching do
PepRYL pelo 5-NS em LUVs constituidas por POPC. O mesmo pode ser observado para o
quenching do péptido Sub3 pelo 16-NS em LUVs constituidas por POPC/POPG 1:1. Os
desvios positivos a linearidade na representacdo de Stern-Volmer podem ser explicados pelo
modelo da esfera activa em que se considera uma esfera centrada no fluoréforo, dentro da
qual quencher e fluoroforo se encontraréo ocorrendo o fendmeno de quenching. Para realizar
0 ajuste dos valores para este modelo foi utilizada entdo a equacdo C2 (pag. 115). Por outro

lado, na figura 38 sédo visiveis desvios negativos a linearidade no quenching do péptido Sub3

83



Aumento do espectro de accdo de péptidos antimicrobianos Apresentacdo e discussdo dos resultados

pelo 5-NS em LUVs constituidas por POPC e por POPC/POPG 1:1. Os desvios negativos a
linearidade na representacéo de Stern-Volmer podem ser explicados pela existéncia de duas
populacdes de fluor6foros com diferentes acessibilidades ao solvente. Os valores de I/l para
estes dois quenchings foram entdo ajustados pela equagdo C3 (pag.115). Para comparar a
fraccdo de intensidade de fluorescéncia proveniente da fraccdo de fluoréforo acessivel ao
quencher, fg, com a fraccdo de intensidade de fluorescéncia proveniente da fraccdo de
fluoréforo particionada no lipido, f., foram calculados os valores de f.. Na tabela 15
encontram-se os valores da constante de Stern-Volmer determinados para o quenching pela

acrilamida, 5 e 16-NS na presenca de LUVs com diferentes constituicGes lipidicas.

Tabela 15 — Valores da constante de Stern-Volmer (Ksy) obtidos para o quenching diferencial
dos péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 com 5 e 16-NS e acrilamida.

Péptido Sistema lipidico Ksv,sns (M™) Ksv, 16:vs (M™) Ky, acritamida (M™)
BP100 POPC 0,80 +0,16 0,55+0,23 9,60 +0,82
POPC/POPG (1:1) 2,47 + 0,06 2,02 + 0,06 1,94 +£0,29
POPC 1,36 +2,10" 0,21+0,22 4,88+ 0,30
PepRYL
POPC/POPG (1:1) 1,88 +£ 0,09 1,72+0,15 1,37 £ 0,26
POPC 7,48 +1,47 2,86 £0,34 479+0,34
PepRWL
POPC/POPG (1:1) 0,68 £ 0,24 2,19+0,27 3,23+0,21
Sub3 POPC 25,43 + 17,07° 12,07 + 1,02 17,99 + 1,06
u *
POPC/POPG (1:1) 10,32 + 2,325 6,53 + 2,02 3,51+0,26
. POPC - - 22,05+ 1,49
Tirosina
POPC/POPG (1:1) - - 21,13 +1,64
POPC - - 22,45 + 1,50
Triptofano
POPC/POPG (1:1) - - 25,78 +1,05

" Valores de Ksy obtidos por ajuste da equagdo C2, devido a observacdo de um desvio positivo a
linearidade na representacdo de Stern-Volmer. ® Valores de Kg, obtidos por ajuste da equacéo C3,
devido a observacdo de um desvio negativo a linearidade na representacéo de Stern-Volmer.

Na tabela 16 encontram-se os valores de fraccdo de intensidade de fluorescéncia
emitida pela populagdo de fluordforos particionados na membrana f_ e os valores de fraccdo
de intensidade de fluorescéncia emitida pela populacdo de fluoroforos, fg, acessiveis aos

guenchers 5 e 16-NS.
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Tabela 16 — Valores de fraccdo de intensidade de fluorescéncia emitida a partir da populacdo de
fluoréforos particionados no lipido (f.) e dos valores de fraccdo de intensidade de fluorescéncia emitida

a partir da populacéo de fluoroforos acessiveis aos quenchers 5-NS (fg 5.ns) € 16-NS (i, 16.n5)-

Sistema lipidico f fg.5.ns f5. 16.n5
POPC 0,578+ 0,674 0,744 + 1,155 -

POPC/POPG 1:1 0,989+1,243 0,907 + 0,785 -

Por comparacdo dos valores da constante de Stern-Volmer para o quenching pela
acrilamida na auséncia/presenca de LUVs constituidas por POPC ou por POPC/POPG 1:1
presentes nas tabela 13 (pag. 69) e 15, é visivel uma diminuicdo significativa dos valores
desta constante. Esta observacdo pode dever-se a aquisicdo de estrutura pelos péptidos por
contacto com os modelos membranares ou pela insercdo dos péptidos nas membranas, ja que
estas alteracdes poderao conduzir a uma menor exposi¢do dos residuos de tirosina e triptofano
ao meio aquoso. A Unica excepcao a este comportamento € o péptido Sub3, observando-se um
valor de Kgy para o quenching pela acrilamida na presenca de LUVs constituidas por POPC
semelhante ao obtido na auséncia de lipido. Porém, uma vez que é observado um desvio
negativo a linearidade na representacdo de Stern-Volmer, poderdo existir duas populacGes de
fluoréforos. Uma estard acessivel a acrilamida e, portanto, acessivel ao meio aquoso,
enguanto que outra estara particionada na membrana e, assim, acessivel aos quenchers 5 e 16-
NS. Pelos estudos de particdo foi possivel observar e quantificar a particdo dos péptidos nos
modelos membranares utilizados e, concordantemente, os valores de Ksy obtidos para a
acrilamida sdo inferiores na presenca de LUVs constituidas por POPC/POPG 1:1 que na
presenca de LUVs constituidas por POPC, sugerindo que os péptidos ficam menos acessiveis
ao ambiente aquoso. Da mesma forma, os valores de Ksy para os quenchers 5 ou 16-NS sédo
superiores na presenca de LUVs constituidas por POPC/POPG 1:1, indicando a ocorréncia de

uma maior penetracdo dos péptidos na membrana.

O péptido BP100, na presenca de LUVs constituidas apenas por POPC, é
eficientemente quenchado pela acrilamida mas, no entanto, o residuo de tirosina encontra-se
menos acessivel ao solvente que na auséncia de lipido (valor presente na tabela 13). Esta
observacao podera dever-se a insercdo do BP100 nos modelos membranares ou por aquisicdo
de estrutura secundaria, aquando da interac¢do com os modelos membranares. Na presenca de
LUVs constituidas por POPC/POPG 1:1 observa-se que o residuo de tirosina fica ainda

menos acessivel ao solvente, obtendo-se um valor de Ksy significativamente inferior ao obtido
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na preseca de LUVs constituidas por POPC, indicando a inser¢cdo do BP100 na membrana,
apoiando os resultados obtidos para os ensaios de particdo em que era observada uma maior
afinidade para LUVs carregadas negativamente. Quanto aos valores de Kgsy para 0s quenchers
5 e 16-NS, observa-se que na presenca dos dois sistemas lipidicos em estudo o quenching
pelo 5-NS é ligeiramente mais eficiente que o quenching pelo 16-NS, sugerindo que apesar de
uma sub-populacédo do péptido poder estar inserida no centro hidréfobo e, portanto, acessivel
ao quenching pelo 16-NS, o péptido situa-se maioritariamente na zona de interface membrana
— sistema aquoso, sofrendo ainda algum quenching pela acrilamida.

Da mesma forma, por comparacdo dos valores de Ksy para a acrilamida observa-se que
o residuo de tirosina do péptido PepRYL se encontra menos acessivel ao solvente na presenca
que na auséncia de lipido (valor na tabela 13), diminuindo ainda mais na presenca de
vesiculas de POPC/POPG 1:1 que de vesiculas constituidas por POPC. Esta observagdo
confirma a insercdo do péptido na membrana como observado nos ensaios de particdo. Os
valores de Kgy para 5-NS sdo superiores nos dois sistemas lipidicos utilizados. Contudo, na
presenca de LUVs constituidas por POPC/POPG 1:1 é visivel um aumento significativo do
valor de Ksy para 0 16-NS, sugerindo uma insercao mais profunda do péptido na membrana.

PepRYL apresenta, portanto, um comportamento semelhante ao observado para o BP100.

No caso do péptido PepRWL, a semelhanca do observado para BP100 e PepRYL, é
observavel a diminuicdo do valor de Ksy para a acrilamida na presenca de lipido, sendo este
valor inferior ao obtido na auséncia de lipido (valor presente na tabela 13), encontrando-se 0
residuo de triptofano menos acessivel ao solvente. Na presenca de POPC/POPG 1:1, o valor
de Ksy da acrilamida é inferior ao observavel na presenca de POPC o que apoia 0s resultados
de particdo ja que a menor acessibilidade do residuo de triptofano ao solvente dever-se-a
provavelmente a uma maior insercdo do péptido na membrana. O valor de Ksy observado para
0 5-NS € superior ao observado para o0 16-NS na presenca de POPC mas, na presenca de
POPC/POPG 1:1, o valor de Ksy € superior para 0 16-NS. Deste modo, é possivel inferir que o
PepRWL se insere mais profundamente na membrana que os péptidos BP100 e PepRYL,

situando-se préximo do centro hidrofobo.

Por outro lado o péptido Sub3 possui um valor de Ksy para a acrilamida na presenca de
POPC muito préoximo do valor observado na auséncia de lipido, sugerindo que o residuo de
triptofano mantém, aproximadamente, a mesma acessibilidade ao meio aquoso. No entanto,

este valor diminui significativamente na presenca de POPC/POPG 1:1, sugerindo a insercédo
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do péptido na membrana e, portanto, uma menor acessibilidade do residuo de triptofano ao
solvente. Estes resultados estdo de acordo o baixo valor de I./lw na presenca de POPC e
sugerem que este péptido esté apenas adsorvido na membrana. Os valores de Ksy para 0 5-NS
sdo superiores aos valores de Ksy para 0 16-NS nos dois sistemas lipidicos estudados o que
sugere a localizacdo preferencial deste péptido na interface membrana-sistema aquoso. O
desvio negativo a linearidade observado na representacao de Stern-Volmer do quenching pelo
5-NS sugere a existéncia de duas populagdes de péptido com diferentes acessibilidades aos
quenchers em estudo. Assim, por analise dos valores da tabela 16, é possivel inferir que a
fraccdo de intensidade de fluorescéncia emitida pela populacdo de fluoroforos particionados
nas misturas lipidicas é idéntica a fraccdo de intensidade de fluorescéncia emitida pela
populacédo de fluor6foros acessiveis ao quencher 5-NS, pois as diferencas observadas entre 0s
valores obtidos se encontra dentro do erro dos parametros. Deste modo, todos os fluoréforos
particionados no lipido se encontram acessiveis a este quencher. Nao foi possivel calcular e,
portanto, comparar fg para o caso do 16-NS na presenca de POPC/POPG 1:1 pois 0 ajuste
destes valores foi realizado segundo o modelo da esfera activa. O valor de fg para o quenching
realizado por 16-NS na presenca de POPC é aproximadamente 1, j& que existe linearidade na

representacdo de Stern-Volmer.

Tal como seria de esperar, por observacdo dos estudos de particdo, todos os péptidos
se inserem mais profundamente em modelos membranares carregados negativamente,
provocando uma maior destabilizagdo dos mesmos tal como foi observado nos estudos de
agregacao de vesiculas. Os péptidos BP100, PepRYL e Sub3 parecem inserir-se na interface
membrana-sistema aquoso, enquanto que o péptido PepRWL parece localizar-se mais perto
do centro hidréfobo. O péptido Sub3 insere-se preferencialmente na interface membrana-
sistema aquoso, sugerindo os resultados obtidos que este péptido possa estar apenas adsorvido
na membrana na presenca de POPC. Na presenca de POPC/POPG 1:1 este insere-se mais
extensivamente ficando, portanto, o residuo de triptofano menos acessivel ao solvente. A
diferenca no modo de insercdo deste péptido podera dever-se a posi¢do do seu residuo de
triptofano. Este residuo encontra-se na posicdo 3 (Ver tabela 11, pag. 63), enquanto que nos
restantes peptidos, o residuo cuja intensidade de fluorescéncia é seguida se encontra na
posicdo 11. Para além disso, o residuo de triptofano encontra-se entre dois residuos de
arginina e, portanto, com carga positiva e afinidade para os grupos fosfato dos fosfolipidos. O
estabelecimento de interacgdes entre estes dois grupos podera dificultar a insercdo extensiva

do Sub3 na membrana, ficando este apenas adsorvido a superficie da mesma. Na presenca de
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POPC/POPG 1:1 este poderd inserir-se mais profundamente, pois com o aumento das
interaccOes entre as cargas positivas dos residuos de arginina e das cargas negativas dos
grupos fosfato, os residuos hidréfobos, nomeadamente o triptofano, poderdo inserir-se mais

profundamente na membrana.

3.5.10.  Estudos de Leakage

Os ensaios de leakage permitem a observacdo da disrupgdo da estrutura membranar
por ac¢do dos péptidos em estudo, dependendo o efeito litico dos péptidos da sua sequéncia e
da composi¢cdo da membrana. Pela analise das imagens obtidas por microscopia de forga
atomica foi possivel observar a disrupcdo das membranas das bactérias E. coli e S. aureus por
accdo dos péptidos BP100, PepRYL e PepRWL. O péptido Sub3, por outro lado, ndo parecia
disromper a estrutura membranar de E. coli, observacdo reforcada pelos resultados de
rugosidade superficial e inchaco obtidos. E assim importante a comparagio da extensio de
perturbacao/ruptura de modelos membranares causada pelos diferentes péptidos, ainda que
este tipo de ensaios ndo forneca informacdo sobre o tipo de mecanismo de disrupcdo [81].
Neste ensaio, foram preparadas LUVs com carboxifluoresceina no seu interior e foi
acompanhado o aumento de intensidade de fluorescéncia provocado pela saida desta sonda do
interior das vesiculas lipidicas devido a accdo litica dos péptidos em estudo. Apds célculo da
percentagem de leakage causado por varias concentracfes dos péptidos em estudo foram
obtidas as representacfes presentes na figura 39 no caso do modelo membranar constituido
apenas por POPC e as representacdes presentes na figura 40 no caso do modelo membranar
constituido por POPC/POPG 1:1.
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Figura 39 - RepresentacBes graficas da percentagem de leakage vs concentracdo de péptido (A) ou
logaritmo da concentracdo de péptido (B) em LUVs constituidas por POPC. Aos dados da figura B foi
ajustada uma regressdo ndo-linear de forma a obter os valores de concentracdo de péptido necessaria para
induzir 50% de leakage. (o) BP100, (o) PepRYL, (A) PepRWL e (0) Sub3.
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Figura 40 - RepresentacOes graficas da percentagem de leakage vs concentracdo de péptido (A) ou
logaritmo da concentracéo de péptido (B) em LUVs constituidas por POPC/POPG 1:1. Aos dados da

figura B foi ajustada uma regressdo ndo-linear de forma a obter os valores de concentracdo de péptido
necessaria para induzir 50% de leakage. (o) BP100, (0) PepRYL, (A) PepRWL ¢ (0) Sub3.

Os valores de percentagem de leakage obtidos, assim como os valores de concentracao

de péptido necessario para induzir 50% de leakage obtidos a partir das regressdes nao-lineares

realizadas encontram-se nas tabelas 17 e 18, respectivamente.

Tabela 17 — Valores de percentagem de leakage obtidos para os péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e

Sub3.

Mistura lipidica % leakage
[Péptido}/uM  BP100  PepRYL  PepRWL  Sub3
0,39 409 878 8.38 274
0.78 347 11,73 1556 2,48
156 611 10,42 2278 2,63
313 830 19,18 3456 256
POPC 6.25 1002 2453 4308 429
12,50 1701 29,59 5311 4,03
25 22,60 37,26 62,18 3,41
50 2004 44,93 6949 2,69
100 3887 50,83 8089 2,22
0,39 3.16 2.25 248 247
0.78 5,21 3,28 379 357
156 9,48 5,60 i 17,69
POPC/POPG 313 325 12,62 1188 3701
(1:1) 6.25 8512 6851 6752 41,32
12,50 99,57 98,97 9814 4154
25 10115 9849 08,74 4343
50 9849 97,78 9381 41,68
100 9987 9635 86,56 43,02
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Tabela 18 — Valores da concentracédo dos péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 necessaria para
induzir 50% de leakage em modelos membranares constituidos por POPC ou por POPC/POPG 1:1.

[Péptido]ses leakage (MM)

BP100 PepRYL PepRWL  Sub3
POPC 216,20 83,28 10,71 -

Mistura lipidica

POPC/POPG 1:1 3,71 5,06 5,16 -

N&o foi possivel determinar os valores de concentracdo de Sub3 necessarios para
induzir 50% de leakage, tanto no modelo membranar constituido por POPC, como no modelo
constituido por POPC/POPG 1:1 pois este possui valores de percentagem de leakage muito
baixos, impedindo o ajuste da equacdo. Por analise dos valores nas tabelas acima é possivel
observar que o péptido Sub3 praticamente ndo induz leakage em LUVs constituidas por
POPC e em LUVs constituidas por POPC/POPG 1:1 atinge um maximo de 43% de leakage
na gama de concentracdes testadas. Deste modo, apesar de o Sub3 particionar extensivamente
para modelos membranares, mesmo quando constituidos apenas por POPC e de induzir
agregacdo de vesiculas quando estas sdo constituidas por POPC/POPG 1:1, este efeito de
perturbacdo ndo é suficiente para induzir o leakage das vesiculas. Estas observacdes
encontram-se de acordo com o baixo perfil hemolitico obtido para o Sub3 e corroboram a
hip6tese de que este possua um mecanismo de accdo diferente dos restantes péptidos. Estes
resultados estdo ainda de acordo com os resultados de AFM obtidos para este péptido em que
0 Sub3 induz a alteracdo de estrutura da bactéria E.coli sem que no entanto ocorresse a

libertacdo do conteudo intracelular.

PepRWL é o péptido que causa maior leakage em vesiculas de POPC (atinge um
maximo de 81%). Este resultado era o esperado, ja que este PepRWL é o péptido com maior
capacidade hemolitica. O péptido BP100 é, dos péptidos testados, aquele que induz menor
leakage de membranas de POPC, atingindo um maximo de 39% de leakage a concentracdo
méaxima testada. Contudo, para vesiculas de POPC/POPG 1:1, para as quais todos os péptidos
apresentam preferéncia, BP100 ¢é o péptido que necessita de menor concentracdo para induzir
50% de leakage, atingindo 100% de leakage a uma concentra¢ao de 12,5 uM, seguido do
péptido PepRYL.

A cinética de leakage foi avaliada por adicdo de 25 puM de péptido a 50 uM de
vesiculas lipidicas constituidas por POPC ou por POPC/POPG 1:1. Triton X-100 (0,1%) (v/v)
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foi utilizado para estimar 100% de leakage. As representacdes destas cinéticas encontram-se

na figura 41.
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Figura 41 — Cinéticas de leakage dos péptidos em estudo em vesiculas constituidas por POPC (A) ou
por POPC/POPG 1:1 (B). (—) BP100, (----) PepRYL, (- - =) PepRWL e (- -) Sub3.

Quando o leakage das vesiculas de POPC é comparado para os 4 péeptidos (figura 41A)
é possivel observar que o péptido PepRWL ¢é aquele que possui uma cinética mais rapida e
gue provoca uma maior percentagem de leakage. Os péptidos BP100 e PepRYL apresentam
velocidades e efeitos aproximados, apesar de PepRYL apresentar uma cinética ligeiramente
mais rapida e induz o leakage mais eficientemente. O péptido Sub3 nédo induz leakage nestas
condicdes, havendo apenas leakage das vesiculas aquando da adi¢do de Triton X-100. Estas
observacOes estdo de acordo com o esperado tendo em conta os resultados anteriores.
Relativamente as membranas de POPC/POPG 1:1 (figura 41B), os péptidos BP100, PepRYL
e PepRWL induzem leakage com uma eficécia idéntica. No entanto, PepRWL é o péptido que
induz leakage mais rapidamente. No caso do Sub3, o leakage é inferior (aproximadamente
43%).

3.6. Dicroismo circular

O dicroismo circular € uma técnica espectroscopica muito utilizada na determinacéo
dos elementos de estrutura secundaria de péptidos e de proteinas, tendo por base a absorcéo
diferenciada dos componentes de luz polarizada pelas moléculas assimétricas em estudo [70].
Os ensaios foram realizados na zona do UV distante (240-190 nm), onde a ligag&o peptidica é

0 componente mais absorvente, tendo os varios elementos de estrutura secundaria espectros
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caracteristicos [71]. Deste modo, esta espectroscopia foi utilizada com o objectivo de perceber

se 0s péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 teriam estrutura em solucdo aquosa ou em

caso negativo se a adquiririam por interacgdo com membranas carregadas negativamente.
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Figura 42 — Espectros de dicroismo circular para os péptidos BP100 (A), PepRYL (B), PepRWL (C) e

Sub3 (D). Foram realizados os espectros de uma solucdo de 50 uM de péptido com 500 uM de POPC/POPG

1:1 (=), numa solucdo de pH 2 (), na presenca de 5 mM de ureia (—) ou apenas em tampdo (-).

A analise da figura 42 permite inferir que todos os péptidos em estudo possuem uma

estrutura secundaria random coil em solugéo aquosa ja que é observada uma banda negativa

por volta dos 195 nm [70] no espectro realizado para a solugdo de 50 uM dos péptidos em

tamp&o fosfatos. E ainda possivel inferir que a mudanca do pH da solucdo ou a presenca de

ureia ndo afecta a conformacdo dos péptidos. Contudo, por adicdo de 500 uM de

POPC/POPG 1:1 observa-se a alteracdo da conformacéo de random coil para hélice a, nos
péptidos BP100, PepRYL e PepRWL, ja que sdo visiveis as caracteristicas bandas negativas a

208 e 222 nm e uma banda positiva por volta dos 193 nm [70]. Esta alteracdo conformacional
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estd de acordo com o que seria de esperar uma vez que estes peptidos foram desenvolvidos
tendo como modelo a estrutura de hélice o com carécter anfipatico. Este design favorece a
interaccdo electrostatica inicial entre os péptidos carregados positivamente e as membranas
carregadas negativamente e a subsequente insercdo da porcdo hidréfoba do péptido na
membrana [13, 22]. Deste modo, os péptidos ao interactuarem com o modelo membranar
bacteriano, isto é, LUVs carregadas negativamente, adquirem uma conformacéo de hélice a,
penetrando nas membranas como ja foi inferido pelos resultados de K, obtidos e provocando a
morte das bactérias E. coli e S. aureus. No caso do péptido Sub3 ndo é observada uma
alteracdo conformacional, continuando a possuir uma estrutura random coil apos interac¢do
com os modelos membranares carregados negativamente. Na presenca de lipido, o sinal do
Sub3 é reduzido, provavelmente, pela ocorréncia de agregacdo das vesiculas aquando da
adicdo do péptido (Ver figura 34), o que interfere nas leituras devido ao aumento da dispersao
de luz. Estes resultados indicam que, apesar do Sub3 se inserir na membrana lipidica (Ver
figuras 31 e 38) a sua estrutura ndo sofre alteragcbes conformacionais quando no ambiente
membranar. Como ja foi dito anteriormente, o Sub3 tem como base sequencial uma variante
linear do péptido Bactenecin, AMP que possui uma estrutura ciclica pois possui uma ligacao
per-sulfureto intramolecular [10, 82]. Os resultados obtidos por dicroismo circular para o
péptido Sub3 sugerem um diferente modo de inser¢do do mesmo nos modelos membranares
carregados negativamente, 0 que podera corroborar a existéncia de um mecanismo de accao
diferente deste péptido. Esta observacdo esta ainda de acordo com os resultados obtidos para
0s ensaios de particdes e de quenching diferencial deste péptido em que é inferido que este se
insere preferencialmente na interface membrana-sistema aquoso, podendo encontrar-se apenas

adsorvido na presenca de POPC.

Procurou-se realizar uma analise quantitativa da estrutura secundéaria dos diferentes
péptidos utilizando o software CDPro. Contudo, a falta de concordancia entre os valores
obtidos para cada um dos trés diferentes programas utilizados (SELCON3, CONTINLL e
CDSSTR) [83] dificultou a avaliagdo do teor de cada estrutura secundaria presente nos

diferentes péptidos pelo que ndo se prosseguiu com a analise.

3.7. Representacgéo tridimensional dos péptidos

A estrutura tridimensional dos péptidos BP100, PepRYL, PepRWL e Sub3 foi
modelada no programa PyMOL de forma a estimar o comprimento de cada peptido quando

particionado na membrana. De acordo com os resutados obtidos em CD sabe-se que o BP100,
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PepRYL e PepRWL adquirem uma estrutura secundaria em a-hélice quando interactuam com
a membrana. O Sub3 apresenta uma estrutura random coil.

Por observacdo das figuras 43 a 45 é possivel observar o caracter anfipatico da
estrutura helicoidal dos péptidos BP100, PepRYL e PepRWL. A distancia entre as cadeias
laterais dos seus residuos de aminodcidos situados na extremidade dos péptidos ronda os 17 A
e a distancia entre as cadeias principais dos residuos mencionados é de aproximadamente 13,8
A para os trés péptidos.

O Sub3, uma vez que ndo sofre alteracdo da sua estrutura secundaria por interaccao
com membranas carregadas negativamente mantendo-se em random coil (figura 46), possui
um comprimento superior ao dos restantes péptidos. A distancia entre as cadeias laterias dos
residuos de aminoacidos terminais é de 41 A e entre as cadeias principais dos residuos em
questdo é de 38,2 A.

A determinacdo do comprimento aproximado dos péptidos em estudo é informativo
para a determinacdo do seu mecanismo de ac¢do. A espessura de uma bicamada lipidica que
possui POPC é de aproximadamente 25,8 A [84]. O péptido sub3 é mais longo que a
espessura da membrana, o que apoia a hipdtese de que o Sub3 se encontra apenas adsorvido
em membranas constituidas por POPC ou POPC/POPG.

Os péptidos BP100, PepRYL e PepRWL, devido ao seu carécter anfipatico, quando
penetram nas membranas, poderdo possuir uma ligeira inclinacdo de forma a que 0s seus
residuos de aminoacidos polares interactuem com os grupos fosfato dos fosfolipidos e que os
seus residuos apolares se possam introduzir no ambiente hidr6fobo. Devido a esta inclinacdo e
ao seu comprimento, estes péptidos ndo deverdo ter acesso ao folheto interno da bicamada

fosfolipidica.
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Figura 43 — Representagdes tridimensionais do péptido BP100. (A) Representacdo da estrutura de hélice
do peéptido e das cadeias laterais dos residuos de amino4cido. Distancia entre as duas cadeias laterais dos
residuos de lisina e leucina situadas nas extremidades do péptido. (B) Distancia entre as cadeias principais
dos residuos de lisina e leucina situados nas extremidades de BP100 para estimar o comprimento do péptido
quando particionado na membrana. (C) Vista de topo da hélice permite visualizar o caracter anfipatico de

BP100. Residuos polares coloridos de amarelo e residuos apolares coloridos de cor-de- laranja.

Figura 44 - Representagdes tridimensionais do péptido PepRYL. (A) Representacdo da estrutura de hélice
do péptido e das cadeias laterais dos residuos de aminoécido. Distancia entre as duas cadeias laterais dos
residuos de arginina e leucina situadas nas extremidades do péptido. (B) Distancia entre as cadeias principais
dos residuos de arginina e leucina situados nas extremidades de PepRYL para estimar o comprimento do
péptido quando particionado na membrana. (C) Vista de topo da hélice permite visualizar o caracter anfipatico

de PepRYL. Residuos polares coloridos de vermelho e residuos apolares coloridos de cor-de- laranja.
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Figura 45 - Representacdes tridimensionais do péptido PepRWL. (A) Representacdo da estrutura de hélice
do péptido e das cadeias laterais dos residuos de aminoacido. Distancia entre as duas cadeias laterais dos
residuos de arginina e leucina situadas nas extremidades do péptido. (B) Distancia entre as cadeias principais
dos residuos de arginina e leucina situados nas extremidades de PepRWL para estimar o comprimento do
péptido quando particionado ha membrana. (C) Vista de topo da hélice permite visualizar o caracter anfipatico

de PepRWL. Residuos polares coloridos de azul-escuro e residuos apolares coloridos de azul-claro.

Figura 46 - Representacdes tridimensionais do péptido Sub3. (A) Representacdo do péptido Sub3 e das
cadeias laterais dos residuos de amino4cido. Distancia entre as duas cadeias laterais dos residuos de arginina
situadas nas extremidades do péptido. (B) Distancia entre as cadeias principais dos residuos de arginina situados
nas extremidades de Sub3 para estimar o comprimento do péptido quando particionado na membrana. Residuos

polares coloridos de cor-de-rosa e residuos apolares coloridos de violeta.
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Conclusao

O aumento das resisténcias bacterianas ao tratamento com antibidticos tem ganho
maior relevo nos dltimos anos, havendo a necessidade de desenvolver novos agentes
antimicrobianos [3]. Neste trabalho foram desenhados dois novos anédlogos do BP100,
PepRYL e PepRWL, tendo-se avaliado o seu comportamento antimicrobiano bem como o seu
mecanismo de accdo. Estes novos péptidos foram comparados com o andlogo BP100 e com
um outro AMP, o Sub3.

Pelos resultados obtidos é possivel concluir que os novos derivados de BP100, para
além de serem mais efectivos contra a bactéria E. coli (Gram-negativa) (tabela 2, pag. 38) que
o0 analogo BP100, possuem um espectro de ac¢do mais alargado, com actividade contra a S.
aureus (Gram-positiva). E importante notar que os novos péptidos possuem uma actividade
comparavel com a obtida com o Sub3, sendo o péptido PepRWL ainda mais eficaz que o
péptido Sub3 (tabela 3, pag. 40). Os resultados obtidos para a H. pylori sdo ainda preliminares
(figuras 10 e 11, pp. 43 e 44), sendo necessaria a continuacdo da optimizacdo das condicdes
de crescimento e de realizacdo dos ensaios, devido as condicdes de crescimento extremamente

exigentes desta bactéria.

Quando se avaliou o efeito da presenca de NaCl na actividade antimicrobiana dos
diferentes péptidos, é evidente que todos os péptidos sdo menos efectivos na presenca de
NaCl, sendo esta diminuicdo de eficiéncia mais significativa contra a S. aureus. Estes
resultados mostram que o aumento da forca idnica afecta a accdo dos péptidos, sugerindo que
as atraccOes electrostaticas sdo importantes para a actividade destes péptidos e que a
interaccdo com a membrana € essencial ao seu modo de accdo. Assim, as interaccdes
electrostaticas sdo provavelmente necessarias para o primeiro passo de interac¢do dos
péptidos (com uma carga positiva no seu lado hidréfilo) com as membranas bacterianas (com
carga negativa superficial) [9]. A preferéncia dos péptidos estudados para a E. coli, uma
bactéria Gram-negativa, poderd dever-se ao facto destas bactérias apresentarem uma carga
superficial negativa mais intensa do que as bactérias Gram-positivas, devido & presenca de
LPS em maiores quantidades que os acidos lipoteicGicos ou por estas apresentarem uma
camada menos espessa de peptidoglicano e, portanto, uma maior facilidade de acesso a

membrana [19].

Pelos estudos de AFM, a actividade microbiana dos diferentes péptidos foi

comprovada e apoiam um mecanismo dependente da interaccdo com a membrana. As
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imagens mostram a perturbacdo das membranas celulares ou mesmo a completa perda de
estrutura celular por incubacdo das células bacterianas com baixas concentracfes de péptido
(figuras 12 a 15, pp. 45 e 46). O tratamento destas imagens permitiu avaliar a alteracdo da
rugosidade e do inhaco das bactérias, causada pela ac¢do dos péptidos em estudo. Esta analise
quantitativa comprovou os resultados qualitativos das imagens de AFM: um aumento da
rugosidade e inchaco das bactérias até ao seu rebentamento (tabelas 4 a 7, pp. 50 a 56). Apos
perda da estrutura celular e saida de material intracelular ocorreu a diminuicéo destes valores.
A Unica excepcdo a este comportamento foi o péptido Sub3, que apesar de provocar a
alteracdo da estrutura das bactérias E. coli ndo provocava a libertacdo de contetdo

intracelular.

Estudos hemoliticos mostram que BP100 e os seus andlogos, PepRYL e PepRWL sédo
citotoxicos e que devem ser aperfeicados, nomeadamente, por substituicdo de alguns dos seus
residuos hidréfobos por residuos carregados positivamente de forma a diminuir o seu caracter
hemolitico (tabelas 8 e 9, pp. 59 e 60). O caracter hemolitico é especialmente acentuado no
péptido PepRWL que possui um indice terapéutico proximo de 4 para a E. coli e de 2 para a
S. aureus (tabela 10, pag. 61).

De forma a entender o modo de acc¢do dos varios péptidos, foram realizados estudos
de biofisica em solucdo aquosa e com modelos de membranes. Estes estudos sdo essenciais,
ndo sO porque ajudam a entender a sua actividade antimicrobiana, mas também porque
ajudam a uma futura optimizacdo da actividade bacteriana e reducdo das propriedades
hemoliticas. Estes estudos foram seguidos por fluorescéncia, uma vez que o BP100 e o
PepRYL possuem propriedades de fluorescéncia caracteristicas do residuo de tirosina,
enguanto que, o PepRWL e Sub3 tém propriedades fluorescentes caracteristicas do residuo de

triptofano, que possuem na sua sequéncia (figura 24, pag. 64).

Os estudos de fluorescéncia sugerem que os peptidos ndo agregam e Se encontram
numa forma ndo estruturada em solucdo aquosa. Estas conclusdes baseiam-se no facto dos
péptidos apresentaram o mesmo rendimento quantico na gama de concentragdes testadas
(figura 26, pag. 66), que ndo € alterado na presenca de ureia ou por variacdo do pH do
tampé&o. A ndo existéncia de uma estrutura e/ou de uma forma agregada é ainda apoiada pela
facto da fluorescéncia dos diferentes péptidos ndo possuir efeito de red edge e de sofrerem
uma reducdo significativa de fluorescéncia em funcdo da concentracdo de acrilamida, o que

sugere que os fluordforos se encontram acessiveis ao ambiente aquoso (figuras 28-30, pp.70 a
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72). Esta hipotese foi confirmada por espectroscopia de discroismo circular (figura 42, péag.
92) que mostra uma estrutura random coil para todos os péptidos em solucdo aquosa. Esta

estrutura ndo sofre alteracdo quer pela introdugédo da ureia, quer pela alteragdo do pH.

Na presenca de modelos membranares carregados negativamente os péptidos BP100,
PepRYL e PepRWL adquiriam uma conformagao de hélice a, enquanto que o péptido Sub3
manteve a conformacdo random coil. A aquisi¢do de conformagdo de hélice o quando na
presenca de lipido, sugere que o BP100, PepRYL e PepRWL penetram no dominio hidr6fobo
da membrana. No caso do Sub3, a ndo existéncia de uma conformagdo de hélice a sugere um

mecanismo de insercdo na membrana distinto do dos restantes péptidos.

Para todos os péptidos em estudo, foi observado o aumento da afinidade para
membranas com o0 aumento da carga negativa (tabela 14, pag. 76). A preferéncia por
membranas com carga negativa foi confirmada pelos estudos de quenching diferencial e de
agregacdo de vesiculas. Pelos estudos de quenching diferencial observou-se a existéncia de
uma insercdo mais profunda na presenca de vesiculas carregadas negativamente que na
presenca de vesiculas neutras, tendo os péptidos BP100, PepRYL e Sub3 uma localizacdo
preferencial na interface membranar e o péptido PepRWL no centro hidréfobo (tabela 15, pag.
84). Ja pelos estudos de agregacao, observou-se que todos os péptidos induzem perturbacao
em vesiculas com elevada carga negativa, 0 que ndo acontece com vesiculas zwiterionicas
(figura 34, pag. 78). Por realizacdo de ensaios de leakage inferiu-se que todos os péptidos
induzem leakage em LUVs constituidas por POPC/POPG 1:1, tendo os dois derivados e o
BP100 comportamentos muito semelhantes, atingindo aproximadamente 100% de leakage no
intervalo de concentracdes testadas. No caso das LUVs contituidas apenas por POPC a acc¢édo
do péptido PepRWL destaca-se por ser significativamente superior a dos restantes péptidos. O
péptido Sub3 possui um comportamento divergente ndo causando leakage em LUVs
constituidas por POPC e ndo atingindo uma percentagem de leakage acima de 43% em
vesiculas constituidas por POPC/POPG 1:1 (tabelas 17 e 18, pag. 89 e 90). Estes resultados
sugerem a existéncia de um mecanismo de ac¢édo distinto para o péptido Sub3, sendo apoiados
pelas observagfes da existéncia de um perfil hemolitico bastante inferior ao dos restantes
péptidos e de que apesar de causar a morte de E. coli, ndo induz a libertacdo do conteudo

intracelular como observado nas imagens de AFM.

Em resumo, podemos concluir que a substituicdo de aminoacidos foi bem sucedida

originando novos AMPs com um espectro de ac¢do e com uma actividade antimicrobiana

99



Aumento do espectro de accdo de péptidos antimicrobianos Concluséo

aumentada, apesar de serem necessarios ajustes com vista a tornar estes péptidos em melhores
candidatos a agentes antimicrobianos com aplicacdo em humanos. Apesar do seu mecanismo
de accdo ndo ter sido ainda determinado, em conjunto, os resultados aqui apresentados
sugerem que ocorra a permeabilizacdo da membrana. O péptido Sub3 por outro lado, parece
ter um mecanismo de ac¢do diferente. Possiveis mecanismos de acgdo serdo a existéncia de
um alvo intracelular ou a neutralizagdo de carga superficial da membrana celular. As

principais conclusdes retiradas deste estudo encontram-se sumarizadas na figura 47.

BP100 PepRYL PepRWL ﬁ

MIC, o, (E. coli) j 6,3 uM 1,6 uM 1,6 uM 1,6 uM
v
MIC,q, (S. aureus) J - 25 uM 12,5uM 25 uM
v 4
Perfil hemolitico J 51,3% 70,7 % 97,6 % 13,6 %
v 4
| Afinidade J POPC/POPG 1:1
v 4
Localizagdo preferencial J Interface ambiente  Interface ambiente .Cer:ntro Interface ambiente
5 aquoso - membrana aquoso- membrana hidréfobo aquoso - membrana
Leakage J 99,9% 96,4 % 86,6 % 43,0%
2
Estrutura na membrana J Hélice a Hélice a. Hélice a Random-coil

NS | |

POOOY VVOVVENe

=25,8A

oo oo Seoe

Poro toroidal? Alvo intracelular?
Barrel-stave? Neutralizagdo da carga
superficial?

Figura 47 — Representacdo das principais conclusdes retiradas. Os resultados de MIC,q, apresentados
foram obtidos para o0 meio BB; os valores apresentados para o perfil hemolitico e leakage foram obtidos para
a concentragdo mais elevada de péptido utilizada (50 uM no ensaio de hemolise e 100 UM no ensaio de
leakage) nos ensaios com LUVs constituidas por POPC/POPG 1:1. As estruturas dos péptidos tém em
evidéncia as cadeias laterais dos residuos de Tyr (BP100 e PepRYL) e de Trp (PepRWL e Sub3).
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Perspectivas futuras

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel identificar algumas substituicbes de
aminoacidos favoraveis ao desenvolvimento de novos péptidos com actividades
antimicrobianas melhoradas. Contudo, o padrdo hemolitico do péptido PepRWL tem ainda de
ser melhorado, provavelmente por substituicdo de aminoacidos com caracter hidroéfobo por
aminoéacidos carregados positivamente, tais como argininas que favorecem a atraccao péptido-
membrana [74]. Estas observacdes poderdo ainda ser Gteis para a substituicdo de residuos de
aminoacidos em ciclétidos de forma a originar novos péptidos que combinem elevada
estabilidade com uma elevada actividade antimicrobiana. Posteriormente, ap0s optimizagédo
destes compostos, terdo de ser realizados novos ensaios in vitro com o intuito de determinar o
mecanismo de ac¢do destes péptidos, assim como, ensaios ex vivo com linhas celulares e in
vivo utilizando modelos animais com o intuito de determinar se estes poderédo ser utilizados
como agentes antimicrobianos em humanos. Para os novos derivados aqui desenvolvidos,
PepRYL e PepRWL, poderdo ser realizados ensaios de potencial zeta para observar se ocorre
a neutralizacdo da carga negativa superficial das membranas bacterianas por ac¢do destes
péptidos e ensaios de fusdo e translocacdo de vesiculas de forma a tentar revelar o seu
mecanismo de accdo. De forma a testar a ac¢do destes péptidos sobre a bactéria H. pylori terd
de se prosseguir com a optimizacao das condi¢des de determinacdo de concentragfes minimas

inibitdrias e dos ensaios de microscopia de forca atdmica.

O trabalho desenvolvido nesta dissertagdo em conjunto com o trabalho a ser realizado
devera conduzir ao desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Estes, ao terem como
principal alvo as membranas bacterianas, deverdo possuir selectividade e as bactérias contra
0s quais sdo activos deverdo possuir dificuldade em criar resisténcias. Devera ainda ser
possivel o esclarecimento dos seus mecanismos de ac¢do, trabalho j& iniciado nesta

dissertacéo.
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Anexos

Anexo A — Optimizacao do crescimento microbiano

De forma a optimizar e uniformizar o crescimento da bactéria S. aureus foram
realizadas as curvas de crescimento destas bactérias nos dois meios de cultura liquidos
utilizados para os ensaios biologicos. Assim, uma colonia de S. aureus foi retirada de uma
placa de meio MHA ou BA e ressuspendida em 5 mL de meio MHB ou BB. O frasco foi a
incubar, sendo retirados 100 pL de 30 em 30 minutos para medir o valor da OD a 600 nm. As
medicdes foram realizadas até os valores de OD estabilizarem. Na Figura Al é possivel
visualizar a representacdo grafica, em escala logaritimica, dos valores obtidos. Foram
seleccionados os valores obtidos para a fase de crescimento exponencial de forma a ajustar
uma linha de tendéncia exponencial e retirar a equacdo da mesma, com o intuito de
determinar o ponto médio da fase exponencial de crescimento. Tomando para o crescimento
de S. aureus em MHB o ponto médio aos 400 minutos e para o crescimento de S. aureus em
BB o ponto médio aos 325 minutos, por substituicdo na recta obtém-se os valores de OD a
600 nm de 0.319 e 0.563, respectivamente. Estes serdo os valores de OD que a bactéria terd

de atingir para que possam ser realizados os ensaios bioldgicos.

10,60 10,00
A B
1,00 e 1,00 too
) ..o. °. :
£ £
[a] [a)]
3] b ) 3]
*
0,10 - 0,10 - *
® o0
® y= O’Olzeﬂ_ﬂﬂﬁh y= 0,041880'00&
R2=0,9714 *e R2=0,9799
0,01 : : : : : : | 0,01 % — . : : : : |
0 100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
t/min t/min

Figura A1 — Curvas de crescimento de S.aureus em meio MHB (A) e BB (B). O ajuste foi realizado
apenas para os valores de crescimento exponencial (preto), ndo sendo consideradas as restantes fases de

crescimento (cinzento).
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Ap0s determinacdo do ponto médio da fase exponencial de crescimento, colocou-se
uma colonia de S. aureus retirada de uma nova placa de MHA ou BA em 5 mL de meio
liguido MHB ou BB e deixou-se crescer até a OD necesséria para atingir o ponto médio da
fase exponencial (0.319 para S. aureus em MHB e 0.563 para S. aureus em BB). Prepararam-
se diluicBes sucessivas de 10" a 10™° e plaquearam-se, em triplicado, em placas de MHA ou
BA, as diluicdes 10 a 10™°. Contaram-se as colénias 24 horas depois. Os valores de colénias
foram entéo convertidos para cfu/mL por utilizagdo da Equagdo Al:

B Cx10P
V.

N Equacédo Al

em que N = cfu/mL, C = nimero médio de colo6nias contadas, D = numero da dilui¢do 1:10 e
V; = volume do in6culo. Para um volume de 100 pL, vem:

N:Cxix 1 N—CXlO

Py = Equacéo A2
01 107° 107°

Estes ensaios foram realizados em triplicado, de forma independente. Assim, foi realizada a
média das diluicdes mais representativas obtendo-se o valor de 2,735 x 108 cfu/mL para uma

OD de 0,319 e de 3,20 x 10 cfu/mL para uma OD de 0,563.
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Anexo B — Composicao e modo de preparacao dos meios de cultura

B1. Meio Mueller Hinton Broth

INTUSAO A€ CAIME. .. e 300 g/L
Hidrolisado de CaSeINg . ....ueeeieeee e e 17,5g/L
AMIAO Lo, 1,50/L

O meio MHB foi adquirido a empresa Oxoid, na forma de p6, com o0s seus
constituintes nas proporcdes necessarias para se obterem as concentrac@es indicadas acima.
Este meio foi preparado por adicdo de 2,1 g do meio a 100 mL de &gua destilada.
Posteriormente agitou-se até dissolver e autoclavou-se a 121°C por 15 minutos. ApoOs

preparacdo o meio MHB devera possuir um pH de 7,3 + 0,1 a 25°C.

B2. Meio Mueller Hinton Agar

Infus@o de Carme .......o.ouiiitinii i 300 g/L
Hidrolisado de caseina .............ccoviriiiiiiiiiiii e, 17,5g/L
AMIAO. ..o 1,59/L
AAT 17,0 g/L

O meio MHA foi adquirido a empresa Oxoid, na forma de p6, com 0s seus
constituintes nas proporcdes necessarias para se obterem as concentrac@es indicadas acima.
Este meio foi preparado por adicdo de 3,8 g do meio a 100 mL de &gua destilada.
Posteriormente agitou-se até dissolver e autoclavou-se a 121°C por 15 minutos. Caso nao
houvesse dissolugdo completa, 0 meio deveria ser fervido. Apos ligeiro arrefecimento, o0 meio
foi distribuido por caixas de petri estéreis que ap0s 1-2 horas foram guardadas na arca a 4°C,
de forma invertida (i.e. com a tampa para baixo, de forma a evitar que a condensacdo caia no
meio de cultura). Para confirmar a esterilidade do meio recém-preparado uma placa é
colocada na estufa durante 24 horas, sendo avaliado no dia seguinte o possivel crescimento de

microorganismos. Apos preparacdo o meio MHA devera possuir um pH de 7,3 + 0,1 a 25°C.
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B3. Meio Brucella Broth

Caseina enzimatica hidroliSada .......ooooviiiiiieeee e

15,0 g/L
Digestao péptica de tecido animal ..............coooiiiiiiiiiiii 5,0 g/L
Extracto de levedura .......ooooviiiiiii 2,0 g/L
DEXITOSE ..t e, 1.0 g/L
ClOTeto de SOAI0 - ..ot e, 5,0 g/L
BiISSUITITO d€ SOAIO .ottt 0,1 g/L

O meio BB foi adquirido a empresa Fisher Scientific (Remel), na forma de p6, com o0s
seus constituintes nas propor¢des necessarias para se obterem as concentragdes indicadas
acima. Este meio foi preparado por adi¢do de 2,8 g do meio a 100 mL de agua destilada.
Posteriormente agitou-se até dissolver e autoclavou-se a 121°C por 15 minutos. Para
suplementar este meio com soro de cavalo, realizou-se 0 mesmo procedimento. Apds
autoclavagem deixou-se arrefecer o meio até aproximadamente 45/50°C (temperatura a qual
se consegue segurar o frasco na méo) e adicionou-se 0 soro. Ap6s preparacdo o meio BB

devera possuir um pH de 7,0 £ 0,2 a 25°C.

B4. Meio Brucella Agar

Caseina enzimatica hidrolisSada ........cooveirimniei e

15,0 g/L
Digestao péptica de tecido animal ..o 5,0 g/L
EXtracto de 1eVedUTIa ....oovnnee et e e 20
J D) 155 (0 < 1,0 g/L
CIoreto de SOIO oot 5,0 g/L
BiSSUIIt0 d€ SOAI0 ...t 0,1g/L
A T 15,0 g/L

O meio BA foi adquirido a empresa Fisher Scientific (Remel), na forma de pd, com os

seus constituintes nas proporces necessarias para se obterem as concentracfes indicadas
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acima. Este meio foi preparado por adicdo de 4,3 g do meio a 100 mL de agua destilada.
Posteriormente agitou-se até dissolver e autoclavou-se a 121°C por 15 minutos. Caso nao
houvesse dissolu¢do completa, o meio deveria ser fervido. Apds ligeiro arrefecimento, o meio
foi distribuido por caixas de petri estéreis que apos 1-2 horas foram guardadas na arca a 4°C,
de forma invertida (i.e. com a tampa para baixo, de forma a evitar que a condensacéo caia no
meio de cultura). Para confirmar a esterilidade do meio recém-preparado uma placa é
colocada na estufa durante 24 horas, sendo avaliado no dia seguinte o possivel crescimento de

microrganismos. Apds preparacdo o meio BA devera possuir um pH de 7,0 + 0,2 a 25°C.

B5. Meio selectivo para Helicobacter pylori

Este meio tem por base o meio de cultura Wilkins-Chalgren, um meio de cultura
utilizado normalmente para determinacdo de concentragdes minimas inibitorias de
microrganismos anaerobios. Para além desta base, este meio é ainda suplementado com
sangue, NAD" (factor de crescimento sob a forma de ampolas de polyvitex) e antibidticos
(indicados abaixo), de forma a permitir o crescimento selectivo da H. pylori. A composicao
deste meio foi elaborada pelo grupo da Doutora Monica Oleastro do Instituto Nacional de

Saude Dr. Ricardo Jorge e feito, por encomenda, pela empresa Biogerm.

Sangue de cavalo desfibrinado ... 10%
Ampolas de polyvitex (fonte de NAD™) ...........oooiiiiiiiii. 21100 mL sangue
Vancomicina (10 mg/mL) ........ooiiiiiiii e 1mL
Trimetoprim (Smg/mL) ... 1mL
Fungizona (1 mL/mL) ...... ..o, 1mL
Cefsulodina (2mg/mL) .....ooooiiiiii 1mL
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Anexo C — Fundamentos tedricos suplementares

C1. Método de esgotamento do indculo

O método de esgotamento do indculo € uma técnica de isolamento de col6nias em
culturas de microrganismos (bactérias ou leveduras), com o objectivo de obter col6nias
isoladas a partir de um inoculo concentrado de células [19, 85]. Uma anca esteril € utilizada
para retirar uma porcdo de solugdo stock, que se encontra liquida apds descongelamento e
espalhar sobre uma placa de meio solido. Apds semear o segmento inicial da caixa, a
sementeira deve prosseguir arrastando o inoculo para os préximos quadrantes, diluindo-o

Figura C1. Caso necessario, pode reesterilizar-se a ansa & chama de forma a diluir ainda mais

W\

Figura C1 - Sementeira de uma placa de meio de cultura sélido segundo o método do esgotamento do

o inéculo [19].

inoculo.

C2. Quenching de fluorescéncia

De uma forma geral, o termo quenching de fluorescéncia € utilizado para qualquer
processo em que ocorra a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia [58]. Este fendmeno
deve-se ao encontro entre o fluoréforo no estado excitado e um quencher (molécula ou grupo
funcional), resultando no retorno do fluoréforo ao estado fundamental sem emissdo de
radiacdo, ocorrendo uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia [57]. O encontro entre
fluoréforo e quencher pode resultar de processos dinamicos (colisionais), em que o quencher
se difunde e encontra o fluoréforo durante o estado excitado do mesmo, ou estaticos, em que
se forma um complexo ndo fluorescente entre o fluor6foro no estado excitado e o quencher
(assim que o complexo absorve luz, decai imediatamente para o estado fundamental, sem
emissdo de fotdes) [57]. O processo dindmico é representado pela equacdo de Stern-Volmer:
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o]

T =1+K,, [Q] Equacédo C1

em que |, é a intensidade de fluorescéncia na auséncia de quencher, | é a intensidade de
fluorescéncia na presenca de quencher, Ksy é a constante de Stern-Volmer (que pode ser dada
pela multiplicacdo da constante de velocidade bimolecular k; pelo tempo de vida do

fluoréforo na auséncia de quencher t,) e [Q] é a concentracdo de quencher [57, 58]. Esta

equacdo considera a existéncia de uma relagdo linear entre 1 /1 e [Q], mas podem ocorrer

desvios positivos ou negativos a esta linearidade. Os desvios positivos podem ser explicados
pelo modelo da esfera activa em que se considera uma esfera de volume V centrada no
fluoroforo, na qual ocorre quenching com uma eficiéncia y e se assume que o fluor6éforo e o

quencher se encontrardo dentro da esfera. Este modelo é descrito pela Equacéo C2:
|
To = (1+Ks, [Q])e"M Equagédo C2

em que Na é a constante de Avogadro [57, 58]. Por outro lado, a existéncia de desvios
negativos a linearidade podem ser justificados pela existéncia de duas populacbes de
fluor6foros com diferentes acessibilidades ao quencher. Este fendbmeno € descrito pela

equacao de Lehrer:

B 1+ Ky [Q]

1 @Ky [Qa- fy)+ fy Equagéio C3

em que fg é a fraccdo de intensidade de fluorescéncia do péptido acessivel ao quencher e é

l : : .
dado pela razdo f; = ILB e lo g € a intensidade de fluorescéncia da populacéo de fluoréforos

0]
que se encontra acessivel ao quencher, na sua auséncia [57, 58]. De forma a avaliar a fracgdo
de intensidade de fluorescéncia da populacdo de fluoréforo acessivel ao quencher, fg, €
vantajoso o célculo da fraccdo de intensidade de fluorescéncia da populacdo de péptido

particionado no lipido, f.:
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. ('%JKML[L]
1+(I%Vij;/L[L]

em que K, e a constante de particéo, I./lw é a razéo entre a intensidade de fluorescéncia do

Equacéo C4

péptido quando todo particionado no lipido e a intensidade de fluorescéncia na auséncia de

lipido, y_ € o volume molar de lipido e [L] é a concentracéo de lipido [65].

J& no quenching estatico, a associacgdo entre o fluor6foro F e o quencher Q da origem
ao complexo FQ [57]. A formacéao deste complexo é descrita pela constante de associacao Ka:

a [F ][Q] Equacédo C5

Como o complexo é ndo fluorescente, a restante fraccdo de fluorescéncia é produzida pela

« ) « . I
fraccdo de fluoroforo que ndo esta complexado: f = I

0

. Uma vez que a concentracéo total de

fluoréforo € dada por [Fl :[F]+[F(j, rearranjando a Equacdo C5 obtém-se a Equacéao C6:

IO

1" 1+K,[Q} Equagéo C6

que € idéntica a equacdo que descreve o processo de quenching dindmico. Contudo, estas duas
formas de quenching podem ser distinguidas por alteracdo das condicGes de temperatura e
viscosidade ou por realizacdo de ensaios de tempos de vida [57].

Caso o fluoroforo sofra ambos os tipos de quenching, pode observar-se um desvio positivo a
linearidade na representacdo de Stern-Volmer, sendo a intensidade de fluorescéncia obtida
proveniente da fraccdo de fluoréforos ndo quenchados colisionalmente e pela fraccdo de

fluoréforos ndo complexados:

= 1+ Koy [Q+ K, Q) Equagdo C7
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De forma a quantificar a contribuicdo de cada uma das duas formas de quenching pode
modificar-se algebricamente a Equacdo C7 de modo a separar graficamente Ksy e Ky, ou em

alternativa efectuar ensaios de tempo de vida para determinar a por¢ao dinamica de quenching

[57].
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