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Resumo

Sintese e aplicacao de péptidos antimicrobianos no desenvolvimento de pensos
para cicatrizacao de feridas cutaneas

Uma ferida cutadnea se ndo for devidamente tratada pode incorrer numa ferida crénica
suscetivel a infecdes generalizadas, as quais podem resultar na morte do paciente. Atualmente, a
engenharia de tecidos € descrita como um campo interdisciplinar que combina principios de
engenharia, quimica e biologia para gerar solucdes que permitam reparar, restaurar e/ou melhorar
as funcoes de tecidos lesados. No mesmo sentido, a area téxtil aborda solucdes com base em
fibras poliméricas, produzidas a partir de uma vasta gama de polimeros, que permitem gerar
estruturas com uma grande area superficial, porosidade e resisténcia mecanica passivas de serem
utilizadas como pensos bioativos que promovam uma atividade cicatrizadora e antimicrobiana
eficiente.

Os péptidos com atividade antimicrobiana (AMPs) tém despertado muita atencdo pela
possibilidade de serem uma alternativa promissora aos antibidticos, na busca de agentes mais
eficazes contra as bactérias, evitando que estas desenvolvam resisténcia e por ser possivel a sua
sintese e manipulacao para serem aplicados como o elemento biomédico nos pensos bioativos.
Este projeto resulta da colaboracao entre o Departamento de Quimica e o Centro de Ciéncia e
Tecnologia Téxtil (2C2T), e visa a sintese dos AMPs Peptaibolin e Tiger 17, através de metodologias
de sintese em fase solida assistida por micro-ondas, a sua caracterizacdo quimica, estrutural e
antimicrobiana, e posterior imobilizacdo em estruturas nanofibrosas poliméricas produzidas por
eletrospinning. Para atingir este objetivo, técnicas como a Ressonancia magnética nuclear de
protdo (*HRMN) e a Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram aplicadas na
caraterizacao do péptido, assim como testes antimicrobianos de concentracdo minima inibitoria
ou cinética de evolucao microbiana. A técnica de eletrospinning foi utilizada para o processamento
de nanofibras a partir do polimero natural, acetato de celulose (CA), e do sintético, policaprolactona
(PCL). As matrizes poliméricas geradas foram caracterizadas recorrendo a técnicas como MO,
SEM, ATR-FTIR, TGA, DSC, ensaios de hidratacdo e determinacdo indireta de porosidade, e
medicoes de angulos de contacto e, consequente, determinacdo da energia de superficie.

Sendo possivel concretizar todos os objetivos propostos para este trabalho, e fruto de uma
extensa otimizacao de processos e investigacdo futura, esta inovacdo podera resultar numa terapia
Unica com vista a proteger as feridas contra infecoes, e simultaneamente acelerar a cicatrizacao
e regeneracao dos tecidos.

Palavras-chave: Biomateriais; Péptidos antimicrobianos; Resisténcia bacteriana; Sintese peptidica em

fase solida assistida por microondas.



Abstract

Synthesis and application of antimicrobial peptides in cutaneous wound dressings

A skin wound if not properly treated can result in a chronic wound susceptible to widespread
infections, which can result in the patient's death. Currently, tissue engineering is described as an
interdisciplinary field that combines principles of engineering, chemistry and biology to generate
solutions that allow to repair, restore and/or improve the functions of injured tissues. In the same
sense, the textile area addresses solutions based on polymeric fibers, produced from a wide range
of polymers, which allow the generation of structures with a large surface area, porosity and
mechanical resistance that can be used as bioactive dressings that promote a healing and efficient
antimicrobial activity.

Antimicrobial peptides (AMPs) have attracted a lot of attention due to the possibility of being
an alternative to antibiotics in the search for more effective agents against bacteria, preventing
them from developing resistance. They can be applied as the biomedical element in bioactive
dressings because their synthesis and manipulation are possible.

This project results from the collaboration between the Department of Chemistry and the
Center for Science and Textile Technology (2C2T), and aims at the synthesis of AMPs Peptaibolin
and Tiger 17, through solid phase synthesis methodologies assisted by microwave, their chemical,
structural and antimicrobial characterization, and subsequent immobilization on polymeric
nanofiber structures produced by electrospinning. To achieve this objective, techniques such as
Proton Nuclear Magnetic Resonance (*H RMN) and High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) were applied to the peptide characterization, as well as antimicrobial tests with minimal
inhibitory concentration or kinetics of microbial evolution. The electrospinning technique was used
to process nanofibers from the natural polymer, cellulose acetate (CA), and the synthetic,
polycaprolactone (PCL). The polymeric matrices generated were characterized using techniques
such as MO, SEM, ATR-FTIR, TGA, DSC, hydration tests and indirect porosity determination,
measurements of contact angles and, consequently, determination of surface energy.

As it is possible to achieve all the objectives proposed for this work, and as a result of extensive
optimization process and future research, this innovation may result in a unique therapy with a
view to protecting wounds against infections, while simultaneously accelerating healing and tissue

regeneration.

Keywords: Antimicrobial peptides; Bacteria resistance; Biomaterials; Microwave assisted solid-

phase peptide synthesis.
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Resisténcia aos Antibioticos: O Mercado e a Industria

Farmacéutica

Em pleno século XXI, o desenvolvimento de farmacos é considerado uma ciéncia estabelecida
por parte das industrias farmacéuticas que requer uma compreensao e interligacdo de varias
disciplinas, implicando uma parceria entre especialistas em diversos assuntos, desde a quimica a
economia. O crescimento da industria e do mercado farmacéutico permitiu a descoberta de novos
farmacos, resultando numa maior esperanca média de vida, assim como, melhor qualidade de
vida tendo consequentemente, nas ultimas décadas, representado enormes ganhos em saude
para a humanidade.

Com o decorrer dos anos, tornou-se cada vez mais evidente que as industrias farmacéuticas
gastam recursos significativos para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos,
resultando muitas vezes em aumentos substanciais dos custos dos cuidados de saude.' Estima-
se que no ano de 2019, 20,7% das despesas industriais em pesquisa e desenvolvimento (R&D)
de todo o mundo, foi apenas na industria farmacéutica. Em Portugal, sé no ultimo ano, as
industrias farmacéuticas gastaram uma média de 100 milhdes de euros nesses mesmos
processos para novos lancamentos e otimizacdo de farmacos ja existentes no mercado.z: O
processo de R&D sofreu diversas alteracdes ao longo dos anos, sendo agora a etapa mais rigorosa
e restrita de todo o processo de desenvolvimento de um farmaco e o seu alcance do mercado.
Este processo incorpora desde a descoberta do composto ativo mais apropriado para um dado
proposito, até a compreensao de todas as vias metabolicas relacionadas com uma patologia
especifica e a necessidade de as modificar para assegurar a seguranca e eficacia do farmaco.
Numa etapa posterior séo realizados milhares de testes para provar a seguranca, eficacia,
capacidade de fabrico, qualidade da forma de dosagem, entre outros, seguida de uma outra fase
de ensaios clinicos onde o farmaco é efetivamente administrado a humanos.* Porém, o
desenvolvimento de um farmaco e o seu lancamento no mercado ndo é um processo facil ou
rapido, sendo que se estima que entre 10000 a 50000 compostos ativos que sdo estudados,
apenas 1 desenvolve potencialidades para ser admitido como farmaco devido a falta de eficacia,
elevada toxicidade e baixa seguranca.s Apds essa descoberta, em média, o tempo de alcance do

mercado desde a primeira sintese do composto ativo escolhido é de 12 anos, tornando logica a

Sintese e aplicagdo de péptidos antimicrobianos no desenvolvimento
de pensos para cicatrizacao de feridas cutaneas



Introducao

necessidade do elevado investimento de tempo e dinheiro por parte das industrias farmacéuticas.
Atualmente, para que um dado farmaco chegue ao mercado é necessario seguir um conjunto de
regras restritas impostas pelo governo e autoridades de salde as quais, na maioria das vezes,
representam um grande obstaculo a que novos farmacos cheguem ao seu destino final, exigindo
um investimento cada vez maior por parte das industrias.”s*

De forma a combater este problema e tentar tornar todo o processo de R&D e lancamento no
mercado de um novo farmaco o mais breve possivel, as industrias farmacéuticas procuraram
novas solucdes, tendo sido uma delas o processo de transformacdo de uma biomolécula ativa
num farmaco. Esta solucao demonstrou-se igualmente favoravel no combate a um dos maiores
problemas de saude global do século XXI: a resisténcia aos antibioticos. No inicio do século,
apenas uma pequena percentagem do desenvolvimento e investigacao das grandes industrias
farmacéuticas foi em antibioticos e tal acontece por duas razdées maioritarias: primeiro, o
desenvolvimento de antibidticos nao representa lucros para a industria farmacéutica, visto ser um
farmaco usado apenas para o tratamento de patologias temporarias, ndo sendo necessario um
consumo constante como acontece com farmacos prescritos para diversas doencas cronicas,
como por exemplo, a insuficiéncia cardiaca; a segunda maior razao depreende-se pelos inUmeros
obstaculos colocados as farmacéuticas por parte das entidades reguladoras que exigem toda uma
burocracia extenuante desde as fases clinicas até ao controlo de efeitos secundarios, resultando
num maior investimento que acaba por ndo alcancar um lucro rentavel.» Dessa forma, os varios
anos em que nao existiu desenvolvimento de novos compostos com atividade antibacteriana aliada
ao consumo excessivo dos antibioticos para travar patologias e sintomas que muitas vezes nao
estdo ligados a infecdes bacterianas, fez com que os organismos patogénicos desenvolvessem
resisténcia aos antibiéticos mais convencionais, deixando estes de ter o efeito desejado no
tratamento de doencas.

Como tal, a introducao de péptidos com potencialidades terapéuticas nos processos de R&D
de grandes farmacéuticas tornou-se uma opcao para lidar com estes dois grandes problemas ao

mesmo tempo e, que até agora, tem mostrado resultados verdadeiramente positivos.
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Péptidos Terapéuticos

Os péptidos sdo biomoléculas envolvidas numa diversidade de processos bioquimicos e
funcoes fisioldgicas. De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), um péptido pode
conter até 40 aminoacidos, possuindo um peso molecular baixo em comparacdo com compostos
sintéticos e proteinas, e podem deter estruturas secundarias e terciarias.’? Os péptidos sdo na sua
maioria seletivos para um determinado alvo, atuam a baixas concentracées, possuem um elevado
grau de eficacia, especificidade, atividade, e baixa toxicidade, evitando efeitos secundarios
indesejaveis ao serem biologicamente aceites pelo metabolismo humano através da sua
capacidade de mimetizacao de diversas vias metabolicas, tornando-se assim um dos melhores
candidatos para o desenvolvimento de farmacos.=“ Devido a estas propriedades, o uso de
péptidos como farmacos tem ganho imensa atencao por parte da industria farmacéutica, resultado
este dos desenvolvimentos nas areas da biotecnologia e bioengenharia.

Foi no século XX que os péptidos comecaram a ser utilizados como farmacos, sendo que
inicialmente eram extraidos de fontes naturais, como microorganismos e plantas transgénicas.
Desde o0 aparecimento e evolucao dos processos de sintese peptidica que a utilizacdo de péptidos
como solucdes terapéuticas evoluiu ao longo do tempo, representando neste momento uma boa
parte do mercado farmacéutico. Até agora, cerca de 60 farmacos de natureza peptidica foram
aprovados pela FDA e chegaram ao mercado para serem comercializados como tratamento para
as mais diversas patologias, como a diabetes, osteoporose, diversos tipos de cancro, doencas
cardiovasculares (Figura 1) e em tratamentos antimicrobianos (Figura 2) e antifungicos. Além
disso, 155 tipos de péptidos estdo atualmente em desenvolvimento e em fases clinicas e preé-

clinicas avancadas, exemplificando a demanda urgente de péptidos.:s
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Figura 1 - Estrutura quimica do lipopéptido com propriedades antibidticas, comercializado com o nome
Cubicin®. Este farmaco atua ao nivel das bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, no

tratamento de infecdes cutaneas.
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Figura 2 - Estrutura quimica do péptido Bivalirudin, comercializado com o nome Angiomax®. Este
farmaco atua como inibidor da trombina, ligando-se diretamente ao seu local ativo, reduzindo o risco de

complicacdes a nivel isquémico e de morte por enfarte do miocardio.

Numa primeira fase existiam imensas limitacdes a utilizacdo de péptidos como possiveis
farmacos terapéuticos porque, comparativamente aos farmacos sintéticos, apresentavam baixa
biodisponibilidade quando administrados oralmente, um reduzido tempo de vida, uma rapida
metabolizacdo e excrecao, menor seletividade perante diversos alvos, pouca estabilidade, e baixa
capacidade para ultrapassar diversas barreiras fisioldgicas.sw

Apesar dos farmacos sintéticos com um tamanho mais reduzido serem geralmente
administrados por via oral devido a possuirem uma boa estabilidade metabdlica e a serem de facil

producao e haixo custo, estes farmacos continuam a apresentar demasiados obstaculos que nao
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podem ser ultrapassados e que resultam na maior parte das vezes em efeitos secundarios
indesejaveis. Contrariamente, a forte ligacdo e especificidade dos péptidos e proteinas aos seus
alvos moleculares pode reduzir a quantidade necessaria a ser administrada para um mesmo efeito.
Esta elevada seletividade leva a menores efeitos secundarios, o que é considerado como um dos
maiores beneficios dos péptidos relativamente a biomoléculas mais pequenas (Tabela 1).
Apesar das vantagens ultrapassarem as desvantagens, os péptidos continuam a ter limitacoes, o
que faz com que ainda hoje existam restricdes na sua utilizacdo. Uma das maiores limitacdes
continua a ser a sua baixa biodisponibilidade devido a degradacao enzimatica, caracteristica do
metabolismo humano. Um fator importante ¢ também o seu tamanho, uma vez que permite que
o0s péptidos possam ser facilmente excretados por diversas vias, mas ao mesmo tempo, isso pode
ser um beneficio pois permite uma maior facilidade de ultrapassar as membranas celulares. A
necessidade urgente de alternativas fez com que a investigacao se aprofundasse no campo de
novas vias de administracdo (por exemplo, cutanea e subcutanea), no prolongamento do tempo
de vida dos farmacos baseados em péptidos e modificacdes quimicas e/ou estruturais de forma

a obter a melhor versao possivel.»

Tabela 1- Vantagens e desvantagens dos péptidos em relacdo a biomoléculas sintéticas mais pequenas.

Vantagens Desvantagens

Elevada atividade, especificidade e
Baixa estabilidade metabolica
seletividade

Poucos efeitos secundarios Risco de efeitos secundarios imunogénicos

Nao possui/menor degradacao toxica de
Menor tempo de vida
produtos resultantes

Nao existéncia de interacdo farmaco-
Elevado custo de sintese
farmaco

Possibilidade de efetuar interacdes
Baixa biodisponibilidade oral
proteina-proteina

Variados locais de interacao Baixa permeabilidade membranar
Variedade quimica e bioldgica Eliminacéo corporal rapida se o peso for <5.000 Da
Maior predictabilidade /in-vivo Baixa solubilidade em agua
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De forma a superar certas limitacdes, novas abordagens foram aplicadas sobre os péptidos.
O seu perfil farmacocinético, o efeito biolégico que produz e a sua imunogenicidade sdo
parametros que necessitaram de ser estudados de maneira a modificar quimicamente os péptidos
para se tornarem adequados para desenvolverem uma atividade farmacolégica mais eficaz. A
otimizacdo dos péptidos passa por responder positivamente a trés fatores: 1) qual serd o seu
comportamento face ao elemento patogénico, 2) ao hospedeiro, e 3) quais os custos implicativos
para a industria. Um design adequado é baseado na relacdo estrutura-atividade, por isso, €
necessario alterar parametros quimicos e fisicos induzindo-se ciclizacoes, substituicdes de ligacoes

peptidicas e de residuos de aminoacidos, mudancas estereoquimicas e encurtamentos para se
obterem péptidos com estruturas ciclicas ou peptidomiméticos ou pseudo-péptidos.®*® Por

exemplo, os péptidos de estrutura ciclica séo obtidos através da conexao entre o Mterminal e o &
terminal da cadeia de aminoacidos por uma ligacdo amida ou através da insercao de uma ponte
ditiol, ligando dois residuos de cisteina (Figura 3). Esta modificacdo num determinado péptido

pode melhorar a sua estabilidade e atividade.2

Al — AZ As /

Cys S S Cys | |

At AS——A® Al — A2

a) b)

Figura 3 - a) Ponte ditiol, ligando dois residuos de cisteina, e consequentemente ciclizando a sequéncia
peptidica e b) Ligacdo amida entre N-terminal e o C-terminal de uma cadeia de aminoacidos ciclizando

uma sequéncia peptidica.

Da mesma forma, encurtando o nimero de aminoacidos numa determinada sequéncia
peptidica, reduz custos de manufaturacdo e melhora a permeabilidade dos farmacos peptidicos.
Optando também pela racemizacdo dos aminoacidos, substituindo /- por D- aminoacidos, é
possivel otimizar a hidrofobicidade e resisténcia dos péptidos na penetracdo das membranas
celulares, caracteristicas especialmente interessantes no que toca a atividade antimicrobiana e
antiviral por permitirem a permeacdo das membranas das bactérias Gram-positivas e Gram-
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negativas. Estes péptidos com atividade antimicrobiana (AMPs), como sao conhecidos, tornaram-
se uma otima estratégia terapéutica no combate a infecdes causadas por bactérias
multirresistentes a uma vasta gama de antibidticos.»2

Nas ultimas décadas, a producdo de péptidos terapéuticos foi revolucionada por novos
métodos e estratégias de abordagem automatizada, o que simplifica a fabricacdo destes e o

continuo interesse da industria farmacéutica em desenvolver farmacos baseados em péptidos.

Péptidos com Atividade Antimicrobiana

A descoberta dos antibidticos é considerada uma das maiores e melhores conquistas do
mundo cientifico e da industria farmacéutica. Durante anos, foram o tratamento mais eficaz contra
uma das maiores causas de morte em todo mundo, as infecdes sistémicas, provocadas por um
amplo espetro de microorganismos patogénicos.* Contudo, no mundo atual, estes ja ndo sdo uma
solucdo totalmente eficaz no combate de infecdes bacterianas devido ao desenvolvimento de
resisténcia por parte das bactérias, incluindo Gram-positivas como Gram-negativas:
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coliz* Nas
infecoes localizadas em tecidos lesados & mais comum encontrar a bactéria Staphylococcus
aureus (S.aureus), dado que esta é a principal causa de infecdes bacterianas em humanos em
todo o mundo. Entrando em contacto com os tecidos danificados a S. aureus pode invadir varios
tipos de células e perturbar todo o microbioma, resultando em infecdes cronicas ou recorrentes.?

Nos EUA, a resisténcia aos antibidticos esta associada a aproximadamente 3 milhdes de
infecdes anuais, das quais 35000 resultam em morte do individuo, tornando este um problema
de saude global que exige uma demanda rapida por solucdes eficazes. Nas Ultimas décadas, a
infecdo especifica por S. aureus tornou-se cada vez mais dificil de tratar devido ao surgimento e
rapida disseminacdo desta bactéria que se tornou resistente a todos os antibidticos [3-lactdmicos
conhecidos. O desenvolvimento de novas alternativas farmacoldgicas € a abordagem mais obvia
para combater o aumento da resisténcia microbiana. Porém, isto tem-se tornado num grande
desafio visto que as varias bactérias continuam a demonstrar resisténcia a novos antibiéticos
produzidos sinteticamente uma vez que o agente ativo permanece similar ao estratégias antigas.
Para além disso, o mecanismo de acao dos antibioticos convencionais passa, geralmente, por

penetrar na membrana celular do microrganismo atuando em alvos especificos e mantendo a
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integridade da bactéria, ou seja, a morfologia bacteriana é conservada e a bactéria adquire
resisténcia.z

Os AMPs surgiram como uma alternativa promissora, dando origem a uma nova geracdo de
antibidticos cujo mecanismo de defesa imunitario € primitivo.2* Os AMPs podem ser encontrados
em plantas, animais e microrganismos e possuem um amplo espetro de acdo contra bactérias,
fungos e protozoarios. Sdo geralmente moléculas relativamente curtas, entre 10-100 residuos de
aminoacidos, e sao classificados com base na composicdo dos seus aminoacidos, tamanho e
estruturas secundarias conformacionais, incluindo péptidos com folhas B, a-hélices anfipaticas,

estrutura em /oop e estruturas distendidas (Figura 4).: =
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Figura 4 - Classes estruturais dos AMPs: a) estrutura em folhas 3, b) estrutura em a-hélices anfipaticas,

c) estrutura em loop, e d) estrutura distendida.>

Estas estruturas estao diretamente relacionadas com o teor de aminoacidos que cada péptido
contém e a forma como interagem com as membranas celulares. Péptidos contendo uma elevada
percentagem de aminoacidos como glicina (Gly), histidina (His) e arginina (Arg) adotam geralmente
uma estrutura distendida. Ja os péptidos com conformacao em folha [, séo estabilizados através
de pontes ditiol, permitindo agregacao. Curiosamente, alguns AMPs ndo possuem nenhum tipo
de estrutura caracteristica até ao momento em que contactam com as membranas dos
microorganismos. Nessa altura, devido as suas propriedades anfipaticas, o péptido ao entrar em
contacto com uma membrana carregada negativamente reorganiza-se e adquire uma

conformacdo que permite a penetracdo na membrana de forma mais facilitada.®
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A eficacia dos AMPs traduz-se nos seus mecanismos de acao, afetando as membranas
celulares de diferentes maneiras, alterando a sua permeabilidade ou provocando a sua rutura
completa. Tais mecanismos nao sao comuns a todos os tipos de péptidos e dependem das suas
propriedades moleculares e do tipo de alvo bacteriano e/ou celular, incluindo DNA, RNA, enzimas
regulatérias ou outras proteinas. Geralmente, os danos provocados pelos AMPs nas bactérias sdo
dificeis de corrigir pelo que se acredita que a possibilidade de estas desenvolverem resisténcia aos
péptidos, seja remota. Atualmente, essa vantagem é alvo de diversas investigacdes onde é também
estudada a relacdo entre AMPs e antibidticos convencionais no sentido de desenvolverem uma
relacao vantajosa no combate a resisténcia aos antibioticos.

Os péptidos com atividade antimicrobiana sao extremamente rapidos a provocar a morte
celular das bactérias e possuem como alvo primario a sua membrana citoplasmatica, como ja foi
dito. Neste local, ocorre a interacao eletroestatica entre os aminoacidos positivamente carregados
dos AMPs e a carga negativa caracteristica dos ligandos da superficie celular. A maioria dos AMPs
sao cationicos, porém, os aniénicos possuem a capacidade de formar interacdes hidrofdbicas
entre o péptido e a membrana fosfolipidica, formando poros e permitindo criar aberturas na
membrana bacteriana. Neste ponto, os antibioticos convencionais podem penetrar a membrana
mais facilmente, alcancando o interior da célula com concentracées maiores, deste modo

estabelecendo uma relacao de simbiose vantajosa.**

Mecanismo de acao dos AMPs

As caracteristicas dos AMPs tais como a sua estrutura anfipatica, a sua carga idnica, a
composicao de aminoacidos e o tamanho, fazem com que exista facilidade de interacao e insercao
do péptido nas membranas fosfolipidicas dos microrganismos. Os mecanismos de acdo dos AMPs
podem provocar a morte de uma bactéria através de varios fatores: (1) alterando a formacéo do
septo da membrana citoplasmatica; (2) inibindo a sintese da parede celular e de acidos nucleicos;
(3) inibindo a sintese de proteinas; ou (4) inibindo a atividade enzimatica da propria bactéria.
Devido a essa diversidade, existem estratégias de acao baseadas em mecanismos
transmembranares pela formacao de poros, e estratégias que permitem aos AMPs provocar a
morte celular de uma bactéria através de processos intracelulares. Dos mecanismos

transmembranares, destacam-se trés modelos de acao: o modelo do tapete, modelo toroidal

Sintese e aplicagdo de péptidos antimicrobianos no desenvolvimento
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e 0 modelo do barril. 0 modelo do tapete (Figura 5) ¢ uma estratégia descrita como a ligacdo
inicial entre um péptido contendo a-hélices anfipaticas a superficie de uma membrana, cobrindo-
a. Apos esse primeiro passo, a membrana alvo pode ser permeada depois de ser atingida uma
concentracdo tida como limite. Aqui o péptido atua ligando-se aos fosfolipidos presentes na
membrana. A interacao inicial acontece devido a forcas electroestaticas existentes entre o péptido
qgue se encontra carregado positivamente e a membrana alvo com carga negativa. O passo
seguinte consiste na rotacdo da molécula levando a reorientacao dos residuos hidrofobicos em
direcdo ao nucleo hidrofébico da membrana até que, por ultimo, rompem a curvatura da

bicamada, desintegrando toda a membrana e formando micelas sem qualquer utilidade possivel.

v

Figura 5 - Modelo do tapete. A regido hidrofébica do péptido interage com a bicamada lipidica presente
na membrana celular que possui caracteristicas hidrofilicas. Essa interacdo, atingindo uma determinada

concentracdo de AMP, desintegra a membrana, formando micelas.*

No modelo toroidal (Figura 6), os péptidos inserem-se perpendicularmente na bicamada
lipidica, induzindo uma curvatura local. Ai, ligam-se aos fosfolipidos e inserem-se na membrana
através de feixes que interagem com as moléculas aquosas, formando canais. Através desses

poros, 0s AMPs podem penetrar na célula, atuando ao nivel dos componentes intracelulares. =
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Figura 6 - Modelo toroidal. O AMP insere-se perpendicularmente na bicamada lipidica formando uma

curvatura que da origem a um poro.»

O modelo do barril (Figura 7) foi visualizado pela primeira vez ao se estudar o AMP
Alameticina. Este péptido adota uma configuracao helicoidal que forma poros através de
bicamadas orientadas que atravessam a membrana. As regides hidrofébicas do péptido alinham-
se com o contetdo lipidico da bicamada e as regides hidrofilicas orientam-se para o interior,
formando a regido interna do poro. Estes poros induzidos pela Alameticina podem conter entre 3
a 11 moléculas helicoidais paralelas com didametros externos e internos de aproximadamente 4.0
nm e 1.8 nm, respetivamente. Quanto a espessura do poro, este tem usualmente cerca de 1.1
nm que é aproximadamente o didmetro da hélice do proprio péptido e & consistente com oito

mondmeros de Alameticina, formando um octamero.x<

Figura 7 - Modelo do barril. E possivel visualizar a formacao de um poro na membrana citoplasmatica

pelo AMP.»
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Apesar da maioria dos AMPs conhecidos até ao momento seguirem um dos mecanismos de
acao expostos acima, varios péptidos continuam a ser investigados por apresentarem mecanismos
diferentes. Na sua generalidade, este tipo de péptidos leva a morte celular através de processos
intracelulares, nao atuando diretamente nas membranas. Por exemplo, 0 mecanismo de acao do
péptido PP-39 atua ao nivel da inibicdo da sintese de proteinas induzindo também a degradacéo
das proteinas necessarias para a replicacdo do ADN, interrompendo dessa forma o normal
funcionamento das células.=

Entre a diversidade de estruturas e mecanismos de acdo que os AMPs podem apresentar,
este projeto focou-se inicialmente numa familia de péptidos naturais denominada peptaibols. Os
peptaibols foram isolados, numa primeira fase, da estirpe de fungos 7richoderma e possuem
propriedades antibacterianas e antifungicas. A principal caracteristica deste tipo de AMP ¢ a
presenca de aminoacidos nao-proteinogénicos, ou seja, que ndo sdo codificados pelo ADN
(exemplo, o acido a-aminobutirico (Aib) e a isovalina (Iva)) (Figura 8). Esta classe de aminoacidos
¢ frequentemente usada em péptidos com interesse farmacologico uma vez que ndo sio
reconhecidos por enzimas hidroliticas, melhorando a sua biodegradabilidade e aumentando a sua
biodisponibilidade. O terminal amino é geralmente acetilado e o terminal carboxilo € um (3-amino
alcool que pode variar entre um fenilalaninol, leucinol, valinol e isoleucinol. Esta familia de péptidos
ganhou especial interesse em estudos para compreender a conformacdo a-hélice e de que forma
esta interagia com as membranas.® Foi demonstrada que a acao antimicrobiana dos peptaibols
ocorre pela dispersao do material citoplasmatico dentro do microrganismo, resultando na morte
celular. Os mecanismos de acdo diferem dentro da propria familia de peptaibols, onde geralmente
0S que possuem uma maior cadeia de aminoacidos atuam ao nivel da formacéo de canais idnicos
na membrana celular, enquanto que os peptaibols com menor peso molecular, tendem a penetrar

a membrana através da flutuacao na bicamada lipidica.®«
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Figura 8 - a) Estrutura do acido aminobutirico (Aib). b) As duas conformacdes possiveis do aminoacido

isovalina (lva).

No presente projeto, especial atencao foi prestada ao Peptaibolin, o péptido mais pequeno
da familia dos peptaibols que possui uma estrutura tridimensional equiparavel aos peptaibols
maiores (Figura 9): um grupo acetilo Merminal e um residuo de fenilalaninol (Phol) Cterminal

juntamente com apenas 4 aminoacidos (Ac-Leu-Aib-Leu-Aib-Phol).

\H/ \i‘; ><[( \¢ ><’( N : E oH
Figura 9 - Sequéncia de aminoacidos presentes no Peptaibolin (Ac-Leu-Aib-Leu-Aib-Phol).

Crima et al. estudaram o Peptaibolin e chegaram a conclusdo que este pequeno péptido
possuia atividade antimicrobiana, ainda que moderada, em bactérias Gram-positivas. O seu modo
de acdo baseia-se na permeabilizacdo da membrana celular provocando a sua rutura. Através de
estudos conformacionais por cristalografia de raio-X foi comprovado que o Peptaibolin possui uma
estrutura secundaria tipo o-hélice extremamente dobrada (Figura 10) e a sua atividade
antimicrobiana lhe esta diretamente relacionada com este facto, visto que essa conformacao
permite a agregacao, caracteristica pouco usual em péptidos com poucos residuos de

aminoacidos.®
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Figura 10 - a) Estrutura tridimensional do peptaibol Alameticina que possui 19 aminoacidos em

comparacao com a b) estrutura tridimensional do peptaibol Peptaibolin com apenas 4 aminoacidos.®

A sintese do Peptaibolin e de todos os peptaibols no geral é significativamente prejudicada
pelo impedimento estereoquimico em residuos como o Aib, onde a reatividade durante a reacéo
de acoplamento é diminuida em comparacao com residuos de outros aminoacidos. Para superar
essa dificuldade é necessario utilizar uma selecao de reagentes de acoplamento adequados que
permitam a melhor ativacdo possivel do terminal carboxilo do aminoacido Aib.# Em contexto
laboratorial, Peptaibolin foi sintetizado através de Sintese Peptidica em Fase Solida assistida por
Microondas (MW-SPPS) com o intuito de avaliar a sua atividade antimicrobiana contra um leque
de bactérias tanto Gram-positivas como Gram-negativas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis, Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa.

Aplicacoes dos AMPs

Alguns AMPs, tal como os da familia peptaibols, ttm um papel determinante enquanto
alternativas aos antibioticos. Esses péptidos além de utilizarem varios dos mecanismos de acao
contra bactérias acima referidos sdo parte integrante do sistema imunolégico inato, deste modo
nao sendo reconhecidos como organismos estranhos pelo corpo humano.

Recentemente, uma nova vertente de péptidos com atividade antimicrobiana tem vindo a ser

investigada pelo seu importante potencial de promover a cicatrizacao cutédnea ao mesmo tempo
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que atua como barreira a invasao de microrganismos. Tang ef a/. sintetizaram pela primeira vez
um péptido chamado Tiger 17, baseado em tigerininas. As tigerininas sdo AMPs identificados em
secrecOes cutaneas de Fejervarya cancrivora, um anfibio da familia Aanidae encontrado no
Sudeste Asiatico. Essa classe de AMPs foi descoberta em 2001 por Sai ef a/. quando foram
purificados e caracterizados trés péptidos entre 11-12 residuos de aminoacidos (Figura 11),
encontrados em secrecdes cutaneas da espécie K. tigerina. Esses péptidos possuem dois residuos
de cisteina ligados entre si formando uma ponte ditiol, ciclizando numa sequéncia de 9
aminodcidos, conhecida por anel nonapeptidico e adotam uma conformacédo em folha (3, tendo

um terminal -COOH.##

Phe-Cys-Thr-Met-lle-Pro-lle-Pro-Arg-Cys-Tyr-NH,

Tigerinina 1

Arg-Val-Cys-Tyr-Ala-lle-Pro-Leu-Pro-lle-Cys-Tyr-NH,

Tigerinina 3

Figura 11 - Sequéncia de aminoacidos dos AMPs Tigerinina 1 e 3.

Tendo como ponto de partida os AMPs da familia das Tigerininas, o péptido Tiger 17 possui
11 aminoacidos e um peso molecular de 1377 Da. De acordo com Tang et a/ este AMP
demonstrou uma grande capacidade de cicatrizacdo de feridas profundas demonstrado /17 vivoem
estudos com ratos. O Tiger 17 exerceu efeitos significativos nas trés etapas mais fulcrais do
processo de cicatrizacdo de feridas. Estas etapas incluem (1) a inducdo do recrutamento de
macrofagos para o local do ferimento aquando da reacdo inflamatoria; (2) a promocédo da
migracao e proliferacdo de queratinocitos e fibroblastos, levando a reepitelizacao e formacao de
novo tecido; e (3) fase de remodelacdo do tecido, devolvendo a sua estrutura e funcionalidade.
Com os resultados obtidos, os investigadores concluiram que o péptido Tiger 17 é capaz de
promover com sucesso a proliferacdo e migracao de células até ao local da ferida cutanea,
assegurando a reepitelizacdo do local afetado e acelerando o processo de cicatrizacdo.” Até a
data, nenhuma investigacao foi publicada avaliando o potencial antimicrobiana deste péptido,

permanecendo assim uma incognita.
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Sintese Peptidica

A versatilidade e elevada afinidade para os seus alvos terapéuticos conduziram a estudos
aprofundados dos péptidos ao longo dos anos, por forma a compreender 0s seus mecanismos e
principios biolégicos e consequentemente aperfeicoaras suas propriedades terapéuticas para
posterior aplicacdo médica e farmacéutica.

Um péptido ¢ uma combinacdo de diferentes aminoacidos ligados através de uma ligacao
peptidica. Para formar essa ligacdo € necessario que uma reacao de condensacdo entre um
terminal carboxilico de um aminoéacido e o terminal amina funcional de outro a-aminodcido ocorra,
acompanhada por perda de agua. A formacdo desta ligacdo engloba dois passos, sendo que o
primeiro € a ativacdao do grupo carboxilico de um dos aminoacidos recorrendo a reagentes de
acoplamento, e o segundo passo corresponde ao ataque nucleofilico do terminal amina de um
outro aminoacido (Figura 12). Embora a ligacao peptidica seja o esqueleto fundamental na
producao de péptidos, a presenca destas ligacdes nao é restrita a um contexto bioldgico visto que

também ¢é possivel encontra-las em diversas moléculas, como por exemplo, farmacos sintéticos.

Figura 12 - Formacao da ligacao peptidica entre dois aminoacidos.

Reagentes de acoplamento

De forma a obtermos uma ligacao peptidica no processo de sintese de péptidos, o terminal
carboxilo de um residuo de aminoacido tem de ser funcionalizado de forma a tornar-se numa
espécie eletrofilica, para assim permitir o ataque nucleofilico do terminal amina de um outro
residuo de aminoacido.

Reagentes de acoplamento baseados em carbodiiamidas, como o N Ndiciclo-

hexilcarbodiimida (DCC) e o A, N-diisopropilcarbodiimida (DIC) (Figura 13) sao considerados
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ativadores fortes capazes de fornecer a energia necessaria para a ativacdo do grupo carboxilico,

pelo que tém vindo a ser utilizadas na maior parte das sinteses peptidicas das ultimas décadas.

)= ()
DCC DIC
Figura 13 - Exemplos de carbodiiamidas que podem ser utilizadas como reagentes de acoplamento.

Porém, este tipo de reagente de acoplamento pode promover a racemizacao do aminoacido
(conversdo da espécie oticamente ativa em inativa) durante o passo de ativacao, podendo causar
a perda de quiralidade do residuo carboxilico e resultar em fracos rendimentos de reacao. Para
superar esse obstaculo é adicionado um supressor de racemizacéo ou nucledfilo auxiliar, sendo
que um dos mais utilizados é o 1—hydroxibenzotriazole (HOBt) (Figura 14). Na presenca de uma
carbodiimida, um aminoacido Mprotegido forma uma CGacilisoureia, em que o HOBt aprisiona a
C-acilisoureia e ataca o grupo carbonilo, libertando a ureia e formando um éster ativo, tornando
assim o atomo de carbono do terminal carboxilo mais suscetivel ao ataque nucleofilico que parte

do terminal amina e impedindo a racemizacao (Esquema 1).%=
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O-acilisoureia
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Esquema 1 - Processo de acdo das carbodiiamidas como agentes de acoplamento, na presenca de

HOBt.

Estes nucleofilos ajudam a assegurar a integridade odtica do aminoacido evitando a
racemizacdo do carbono a. A racemizacao pode ocorrer no terminal C do aminoacido durante a
reacao de acoplamento devido a remocao do hidrogénio no carbono o e/ou a formacéo de um
intermediario de oxazolona (Esquema 2). A taxa de racemizacao depende do efeito dos
aceitadores de eletrdes da cadeia de aminoacido, da temperatura, do solvente e da base

ativadora.s s
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Esquema 2 - Mecanismo de racemizacéo no carbono o. Sao possiveis duas vias: A) Enolizacéo direta e

B) Formacao de oxazolona.

Atualmente, existe uma grande variedade de reagentes de acoplamento disponiveis
comercialmente desde as carbodiiamidas mais tradicionais referidas acima (DCC, DIC), com os
nucleofilos auxiliares como HOBt e 1-hidroxi-7-azabenzotriazole (HOAt) ou reagentes baseados em
sais de uronio e fosfénio como o 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametilurénio hexafluorofosfato
(HBTU).® Em 2009, foi introduzido no mercado a Oxima (etil-2-ciano-2-(hidroxiimino)acetato)
(Figura 14), um novo nucledfilo auxiliar para o reagente de acoplamento DIC que possui uma

elevada capacidade de supressao de racemizacdo e uma grande eficacia de acoplamento. Esta
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alternativa revelou-se ainda mais positiva pelo facto de permitir substituir o tradicional HOBt com

as suas propriedades explosivas.®s

N NC COOEt
\\N \C/
/ |
\ \
OH OH
1—Hidroxi-benzotriazole (HOBt) Etil-2-ciano-2(hidroxiimino)acetato (Oxima)

Figura 14 - Estruturas de dois nucleofilos auxiliares utilizados como reagentes de acoplamento, HOBt e

Oxima.

Dependendo do numero de aminoacidos a acoplar e de condicbes quimicas como
solubilidade e estabilidade, é de elevada relevancia a escolha do reagente de acoplamento
adequado, oferecendo uma maior reatividade através da reducao simultanea da epimerizacao. A
epimerizacdo é um processo estereoquimico em que had mudanca na configuracao de apenas um
centro quiral, formando um diasteredmetro. Esta mudanca, em determinadas situacdes, pode

levar a toxicidade ou inativacao da molécula.®

Sintese peptidica em fase sélida

Foi em 1963 que Bruce Merrifield publicou pela primeira vez a sintese de um tetrapéptido
utilizando o método agora conhecido como sintese peptidica em fase sélida (SPPS-“Solid Phase
Peptide Synthesis"). Porém, durante as décadas de 50 e 60 em pleno século XX, a descoberta de
péptidos biologicamente ativos de ocorréncia natural estimulou a procura e desenvolvimento de
outros métodos que serviram de base para futuros trabalhos na area da sintese de péptidos e
proteinas.

Antes da descoberta do método de SPPS, os péptidos eram sintetizados via métodos classicos
de sintese em solucdo (Esquema 3) que requeriam um enorme dispéndio de tempo, reagentes

e purificacdo de intermediarios, finalizando com baixos rendimentos. Com a inovacao da SPPS, a
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purificacao e a sintese de péptidos passou de durar meses para ser atingida em apenas algumas

horas ou dias, tendo-se tornado no método de sintese preferencial.

R2 R!
GP= Grupo protetor H . H
HZN/\COOH HoN”~ >COOH
Protecio no terminal carbonilo (R!) e amino
(R?)
R? R
GPHN coon | HeN “coogr
l Acoplamento
R2
~_-N_-CooeP
GPNH H
0 R!
l Desprotecao do terminal amino
R2
: COOGP
H2N \/
0 R
R3
GPHN /:\COOH i Acoplamento com AA protegido em N

GPNN/'\H/ coos?

l Desproteciao do terminal C e N

A A,

;U e

;U -

Esquema 3 - Esquema geral da sintese peptidica em solucao.
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Por definicdo, a sintese peptidica em fase solida € um processo em que o primeiro
aminoacido é acoplado geralmente através do terminal carboxilo a uma resina, que consiste numa
matriz polimérica, protegendo o aminoacido de possiveis reacdes indesejadas e de seguida ocorre
a formacao da ligacdo covalente através do seu terminal amina a um outro aminoéacido, alongando-
se a partir desse ponto através da ligacao ordenada e sistematica de varios residuos de
aminoacidos até se obter o péptido desejado.”

Neste projeto, optou-se pela utilizacdo de um método de SPPS via sequencial, com
acoplamentos e desprotecdes repetitivas a cada novo aminoacido, uma metodologia considerada
apropriada para sequéncias peptidicas curtas (Esquema 4).*

Para proteger o aminoacido de reacdes indesejadas, o grupo M-o-amino e a cadeia lateral
dos mesmos aminoacidos necessitam de protecao por intermédio de um grupo protetor. Os grupos
protetores ligados ao terminal Ma-amino sdo temporarios e geralmente removidos no fim de cada
etapa de acoplamento de um novo aminoacido - ciclo de desprotecdo. O péptido permanece
acoplado a resina durante toda a sintese garantindo uma protecao permanente contra reacoes
indesejadas. No terminal carboxilo os aminoacidos da sequéncia pretendida sao adicionados em
etapas alternadas de ciclos de acoplamento e desprotecéo, repetidos até a obtencdo da cadeia
peptidica desejada. Na etapa final, o grupo protetor do aminoacido Mterminal é removido e o
aminoacido pode sofrer uma Ultima transformacao quimica, como uma acetilacdo apds a qual o
péptido se encontra disponivel para ser separado do seu suporte solido. A clivagem ¢ um dos
passos mais importantes em sintese peptidica em fase solida. Expor uma resina a um cocktai/ de
reagentes com propriedades de clivagem nao é uma acao simples, é essencial que os reagentes
e as condicdes de reacao sejam as apropriadas, caso contrario o péptido pode ser modificado ou

danificado irreversivelmente.s
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Remocao dos grupos protetores e
separacao do suporte sélido

Peptido

Remocéao do grupo Fmoc
pela acao da piperidina

Esquema 4 - Esquema geral de SPPS com recurso ao grupo Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo) para

protecdo do terminal amina.

O sucesso de qualquer sintese peptidica por SPPS depende de determinadas varidveis que
devem ser sempre tidas em conta para garantir o melhor rendimento possivel. Desde a escolha
do suporte solido, a combinacao de agentes de acoplamento, os métodos de ancoragem do

peéptido a resina e a necessidade de uso de reagentes em excesso sao apenas algumas das

Sintese e aplicagdo de péptidos antimicrobianos no desenvolvimento
de pensos para cicatrizacao de feridas cutaneas

24



Introducao

variaveis que tornam o método de SPPS suscetivel a desvios e erros; porém, continua a
demonstrar mais vantagens do que desvantagens na sua utilizacdo. O método de SPPS permite
realizar todas as reacdes num Unico local, ou seja, no vaso reacional. Apés uma etapa de
acoplamento, os reagentes em excesso e subprodutos podem ser facilmente removidos por ciclos
de lavagem, que tornam redundante a purificacdo dos intermediarios. Com base no uso de
quantidades excessivas de reagentes € possivel obter altos rendimentos de acoplamento e obter
sequéncias peptidicas mais complexas.®

Nos ultimos anos, sintetizar péptidos tornou-se num processo simples e rapido o que permitiu
a sua automatizacao, sendo neste momento o método principal utilizado por diversas industrias

para a sintese de péptidos com propriedades terapéuticas.

Suportes sodlidos

Em SPPS, a sequéncia de aminoacidos que forma o péptido é obtida pela ancoragem de um
residuo de aminoacido a um suporte sélido insoluvel (resina). Nos primoérdios da sintese peptidica
em fase soélida era geralmente utilizada uma matriz polimérica de poliestireno misturada com 2%
de divinilbenzeno. No entanto, com o avanco da pesquisa e a procura por sinteses mais
complexas, foi necessario explorar suportes solidos mais variados de forma a obter melhores
rendimentos de sintese e a melhorar as propriedades mecanicas dos suportes solidos.®

Atualmente, as resinas mais usadas mantém-se como uma matriz polimérica com 1% de
divinilbenzeno co-polimerizada com polistireno, com forma esférica e uma ampla distribuicdo de
tamanho de particula. A proporcao de 1% oferece o melhor equilibrio entre as propriedades de
dilatacao e a estabilidade mecanica. Existem diversos tipos de resinas para ser utilizadas em SPPS,
como por exemplo a resina cloreto de 2-clorotritilo e a resina Wang (Figura 15), variando no tipo

de grupos funcionais presentes na matriz polimérica.
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QA

Resina de Wang

Resina de cloreto de 2-clorotritilo

Figura 15 - Estrutura da resina de Wang e estrutura da resina de cloreto de 2-clorotritilo.

A escolha da resina deve ser feita tendo em conta os objetivos da sintese peptidica e
parametros como o péptido a sintetizar, grupos protetores usados, tipo de clivagem a ser efetuada
e as condicdes de reacao. Para permitir a ancoragem do primeiro aminoacido, a resina devera ser
previamente ativada através da modificacdo quimica dos seus grupos funcionais e devera possuir
ainda determinadas propriedades mecanicas que permitam uma elevada estabilidade. Essas
propriedades apos ciclos de acoplamento e desprotecdo nao devem ser perdidas. Contudo, tera
resina deve apresentar uma capacidade de dilatacdo (swelling favoravel para que os reagentes
atinjam todos os locais de reacdo no interior da resina. E também de extrema importancia que a
resina contenha uma quantidade de funcionalizacdo adequada (/oading de forma a impedir que
uma funcionalizacao excessiva comprometa a manutencao das propriedades e impeca a clivagem
do péptido finalizado. Por fim, o suporte solido tera de ser resistente a mudancas de temperatura

e ser inerte aos diferentes tipos de reagentes utilizados durante a sintese. =
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Para a sintese de determinados péptidos € por vezes necessaria a utilizacao de um Jinker, ou
seja, um pequeno espacador organico entre o suporte solido e o primeiro aminoacido para criar
espacamento entre o péptido e a resina de forma a minimizar a formacdo de agregados e
minimizar o impedimento estereoquimico provocado pela resina. Utilizando um /inker, assegura-
se 0 melhor acoplamento do primeiro aminoacido, nao colocando em causa o crescimento da
cadeia peptidica.*

Para a sintese do péptido Tiger 17, a resina utilizada foi a Fmoc-Rink Amida (Figura 16),
uma resina apropriada para a sintese de péptidos com grupos amida Cterminais e que contém ja

incorporado o /inker Rink com o grupo protetor temporario Fmoc.

Fmoc

HN/

N
0 H3CO

Figura 16 - Estrutura da resina Fmoc-Rink-Amide.

OCH;

Grupos protetores

Para sintetizar um péptido através do método de SPPS, proteger os aminoacidos e 0s seus
grupos funcionais de reacdes secundarias ou da formacao de ligacdes quimicas indesejaveis, é
um dos principais requisitos. Os grupos protetores devem garantir uma incorporacdo simples na
molécula desejada, uma alta estabilidade contra varias condi¢cdes de reacdo, bem como uma
remocao facil e segura para o péptido em crescimento. Como cada aminoacido contém grupos
diferentes nas suas cadeias laterais, os grupos protetores que impedem que esses mesmos grupos
reajam, variam de acordo com o0 aminoacido e a metodologia utilizada. ©¢ Existem duas categorias
de grupos protetores: grupos que permitem a protecdo temporaria dos grupos o-amino e a-
carboxilo da cadeia principal dos aminoacidos, e os grupos de protecdo permanentes que

bloqueiam as funcionalidades da cadeia lateral dos aminoacidos durante o crescimento da
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sequéncia peptidica. Os grupos protetores das cadeias laterais sdo apenas removidos no ultimo
passo da sintese peptidica, quando ocorre a clivagem do péptido da resina. Em SPPS, existem
dois grupos protetores mais frequentemente utilizados para bloquear o terminal amino: o ferc
butiloxicarbonilo (Boc) e o 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc). O método inicial aplicado por
Merrifield foi baseado no uso do grupo Boc como grupo protetor temporario para a funcéo amina,
e o tritilo (Trt) e o 2,2,4,6,7-pentametill-2,3-dihidrobenzofurano-5-sulfonil (Pbf) (Figura 17) ou
grupos protetores relacionados para as cadeias laterais de aminoacidos trifuncionais como por

exemplo, Cys, His, Glu, Lys e Arg.©

/"Z,LL' NAV VoV
ﬁ HN
0 ﬁ_ﬁ NH
0
Pbf (2,2,4,6,7-Pentametil-2,3-dihidrobenzofurano-5-sulfonilo) Trt (Tritilo)

Figura 17 - Grupos protetores temporarios da cadeia lateral de aminoacidos como Cys e Arg.

Embora o grupo Boc tenha sido utilizado durante os primeiros anos de SPPS, a introducéo
do grupo Fmoc abriu caminho para um conceito de sintese novo e mais variavel (Figura 18).
Aqui, o grupo Fmoc que pode ser removido por condicdes basicas, serve como grupo protetor
temporario da funcao N-a e oferece a grande vantagem da ortogonalidade. Este conceito permite
a remocao seletiva dos grupos protetores usando condi¢cdes quimicas e mecanismos de clivagem
completamente diferentes, o que garante reacdes gerais mais suaves comparativamente com o
Boc. A ortogonalidade & o principal beneficio do conceito baseado em Fmoc, permitindo uma maior
flexibilidade para estratégias complexas durante a sintese. Além disso, utilizar o grupo Fmoc em
SPPS nao requer o uso de vasos de reacao especiais nem de reagentes tdxicos e corrosivos como
o TFA durante a sintese, e pode ser facilmente removido através de uma solucdo de piperidina
20% em dimetilformamida (DMF) (Esquema 5).> A sintese peptidica, especialmente o processo
de SPPS recorrendo a utilizacdo do grupo Fmoc ¢, atualmente, a escolha mais popular no que

toca a sintese de péptidos.
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' " T i H
Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonilo) Boc (zercbutiloxicarbonilo)

Figura 18 - Estruturas quimicas dos grupos protetores do terminal amino, Fmoc e Boc.
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Esquema 5 - Mecanismo de remocao do grupo Fmoc por acéo da piperidina.
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Sintese peptidica em fase solida assistida por micro-ondas

Nos anos 90, o uso de aquecimento por radiacdo micro-ondas em sintese organica tornou-se
num novo parametro para melhorar a velocidade e rendimento das reagdes. Desde esse momento,
a radiacao micro-ondas passou a ser amplamente usada em sintese de péptidos permitindo
melhores rendimentos, produtos com elevado grau de pureza, menores percentagens de
racemizacdo e capacidade de sintese peptidica com um maior niumero de aminoacidos.sQ
aquecimento via micro-ondas ocorre através da irradiacado de energia diretamente no solvente
e/ou reagentes, devido a interacao do material com um campo elétrico alternado, aquecendo o
meio reacional. Contrariamente, no aquecimento convencional condutivo, a energia é transferida
para a mistura de reacao através de correntes convectivas ou condutividade térmica, néo
proporcionando um aquecimento tao rapido. Para se obter um aquecimento rapido, é importante
escolher adequadamente os solventes, sendo preferivel que sejam capazes de absorver a energia
de micro-ondas e de converter essa energia absorvida em calor.e Alguns desses solventes séo o
DMF, o acetonitrilo (ACN) , o butanol, cetonas e agua (H.0). Para além do aquecimento, as micro-
ondas oferecem outro beneficio relacionado com o facto de os péptidos em crescimento no suporte
sélido terem a tendéncia a enrolar-se a medida que o tamanho da cadeia aumenta. O aquecimento
por micro-ondas promove uma agitacdo das moléculas impossibilitando agregacdes inter e
intramoleculares que tende a existir nos aminoacidos que sao propensos a formar folhas [3, devido
a presenca de ligacoes de hidrogénio e forcas hidrofobicas, estendendo assim a cadeia peptidica

e expondo 0s grupos funcionais terminais, facilitando a reacao (Figura 19).¢¢
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Figura 19 - Acao da energia de micro-ondas durante o crescimento da cadeia peptidica.

Utilizando a radiacdo micro-ondas, uma reacao organica consegue ser concluida num curto
espaco de tempo porque ainda que a irradiacdo nao afete diretamente o valor da energia de
ativacdo dos reagentes, a energia que € irradiada ¢ suficiente para superar essa barreira mais
rapidamente, sendo também possivel controlar a temperatura e a pressao no interior do
equipamento. Apesar de todas as vantagens que este método proporciona, realizar uma sintese
peptidica assistida por micro-ondas acarreta um elevado dispéndio econdémico tendo em conta os
custos do equipamento e das resinas compativeis. Para além disso, quando estamos na presenca

de aminoacidos como Cys, His e Asp, as condicoes de utilizacao tém de ser ajustadas.s

Biomateriais para a Cicatrizacao e Regeneracao da Pele em

Feridas Cutaneas

Recentemente, os péptidos com atividade antimicrobiana tém sido estudados em combinacao
com biomateriais por forma a que a sua atividade possa ser expandida a outras aplicacdes ou
controlada para uma libertacdo direcionada. Existem inumeros AMPs ja investigados que
demonstraram uma elevada eficacia no combate a enfermidades, como feridas cutaneas,

resultantes de diversas patologias. Muitos desses péptidos possuem uma atividade antibacteriana
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eficaz contra as bactérias mais comuns encontradas em feridas cutaneas, e podem ainda acelerar
0 processo de cicatrizacdo. Enquanto objeto de estudo deste projeto, é pretendido verificar se
estas duas propriedades sdo também elas encontradas em simultaneo no péptido Tiger 17.

O desenvolvimento de novos biomateriais para a reparacdo e cicatrizacao da pele requer
numa primeira instancia o reconhecimento da estrutura da pele e do processo de cicatrizacado e
restauracao da barreira cutanea. A cicatrizacdo de feridas € um processo bem organizado onde
existe uma resposta por parte do organismo a uma rutura fisica de um tecido ou 6rgio e visa
restabelecer a homeostasia. Este processo decorre em diferentes fases: (1) inflamacéo; (2)
proliferacao e (3) remodelacao do tecido danificado. Na primeira fase de inflamacao, o sistema
imunitario tenta repor a homeostasia removendo o tecido que foi danificado e assegurando uma
resposta eficaz para prevenir infecdes por microrganismos. Ja na fase proliferativa, que acontece
4-21 dias apods a lesao, inicia-se a formacado do tecido saudavel e o recrutamento e proliferacao
de células do tecido conjuntivo levando a reepitelizacao superficial da ferida. Por fim, a ultima fase
¢ caracterizada pela deposicdo de uma matriz extracelular acompanhada da remodelacdo do
tecido e contracdo da ferida.

Numa ferida crdnica, o processo normal de cicatrizacdo ¢é interrompido e a degradacdo
gradual dos tecidos pode ocorrer, na qual agentes quimicos e bioquimicos, como enzimas
proteoliticas derivadas de neutrofilos, estdo envolvidas. Muitos dos tratamentos para este tipo de
feridas tornam-se ineficazes para muitos individuos devido as diferencas bioldgicas existentes de
pessoa para pessoa, designando-se as feridas como microambientes muito proprios, tornando o
processo de desenvolvimento de um método 100% eficaz para uma populacdo em geral,
extremamente exaustivo.22  Os antibioticos usados atualmente foram desenvolvidos
principalmente para atingir microrganismos em crescimento exponencial, e sao geralmente pouco
eficazes contra a formacao e combate de biofilmes. Um biofilme, por definicdo, € um conjunto de
células microbianas que se encontram irreversivelmente associadas a uma superficie e envolvidas
numa matriz de material principalmente polissacarideo.

Diversas estratégias foram desenvolvidas ao longo do tempo de forma a atuar direta ou
indiretamente nos mecanismos envolvidos na formacdo dos biofilmes como, por exemplo,
impedindo o processo de adesdo bactéria-superficie. A estratégia de anti-adesao, utilizada para
combater a formacao de biofilmes, passa por impedir a interacdo das bactérias com as superficies

de biomateriais através da sua modificacdo. Geralmente, quando ja estamos na presenca de um
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biofilme em estado avancado de agregacdo, estes tém tendéncia a desenvolver uma crescente
resisténcia e tolerancia a antibiéticos, impedindo a eficacia dos diversos tratamentos atualmente
estipulados em ambiente clinico. Essa resisténcia é desenvolvida devido aos microrganismos
intitulados como “persistentes”. Esses microrganismos sao geralmente bactérias que
desenvolvem um determinado fenotipo que lhes permite sobreviver na presenca de 1000 vezes
mais do que a concentracdo minima inibitéria (MIC) de varios antibidticos, tornando-se dessa
forma praticamente impenetravel.7+7s

Durante o processo de cicatrizacdo da pele numa ferida cutanea, os pensos sdo usados como
protecdo da integridade da derme e dos tecidos epidérmicos. Atualmente, a fabricacao de pensos
atingiu um elevado patamar de qualidade de forma a criar um ambiente adequado para que ocorra
um processo de cicatrizacao e regeneracdo da pele em condicdes 6timas por forma a acelerar o
processo e evitar a colonizacdo microbiana. Os pensos bioativos tornaram-se nos ultimos anos
sistemas com uma importancia relevante visto que combinam as propriedades fisicas e
bioguimicas dos polimeros naturais e sintéticos, com compostos ativos que possuem propriedades
benéficas para a cicatrizacao e regeneracao de feridas cutaneas. Os AMPs sao a aquisicao mais
recente destes sistemas, onde controlar a proliferacdo e colonizacdo microbiana de bactérias,
promover a sintese de proteinas essenciais para a cicatrizacdo como o colagénio, potenciar a
migracado e proliferacao celular e modular a resposta imune do hospedeiro sao os principais
objetivos (Esquema 6).77 A eficacia antimicrobiana de um penso esta dependente da
estabilidade e atividade exibida pelo AMPs enquanto este permanecer ativo e funcionalizado a

superficie das suas fibras.

g
/ AMPs \
'-»!—» i

Atividade antimicrobiana Sintese de colagénio

Migracao e proliferacao celular Modular a resposta do hospedeiro
Esquema 6 - Potencialidades dos AMPs para promover a cicatrizacao e regeneracao de feridas

cutaneas.
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Tipos de biomateriais

De acordo com o National Instifute of Health um biomaterial & definido como “gualquer
matéria, superficie ou construcdo que interaja com sistemas biologicos. Os biomatetials podem
ser derivados da natureza ou sintetizados em laboratorio usando componentes metélicos,
polimeros, cerdmicas ou materiais compostos. Dispositivos médicos feitos de biomateriais sdo
frequentemente usados para substituir ou aumentar uma funcdo natural.' Os biomateriais
tém recebido especial atencao por parte de diversos investigadores pelas suas potencialidades em
diversos campos. Como aplicacdo biomédica, estes materiais podem ter como alvo as fases
inflamatorias, proliferativas ou de remodelacdo do tecido, assim como modular as vias de
sinalizacdo celular, desencadeando o crescimento, a diferenciacdo e o funcionamento dos
principais agentes do processo de cicatrizacdo como os fibroblastos, queratindcitos, macrofagos
e células endoteliais. Dentro de um vasto leque de biomateriais, os biopolimeros tém sido
amplamente aplicados como material no tratamento de feridas devido as suas excelentes
propriedades de biocompatibilidade, regeneracao, baixa antigenicidade, capacidade de suportar o
crescimento celular, biodegradabilidade e durabilidade.®s Um dos pré-requisitos mais essenciais
para definir um material como biomaterial é definitivamente a sua biocompatibilidade, ou seja, a
capacidade de um material funcionar com uma resposta apropriada ao hospedeiro dependendo
da sua acao especifica. A resposta por parte do hospedeiro depende de diversos fatores que vao
desde as propriedades quimicas, fisicas e biologicas dos materiais até a forma e estrutura do
scaffold (estrutura tridimensional) usado. Algumas das propriedades inerentes aos biomateriais de
origem polimérica que podem afetar a sua biocompatibilidade sao: as caracteristicas quimicas do
polimero, peso molecular, solubilidade, forma e estrutura, propriedades hidrofilicas e hidrofébicas,
tensao superficial, absorcao de agua e degradacdo. O segundo pré-requisito mais importante é a
biodegradabilidade dos materiais e para este fator é indispensavel que a biocompatibilidade seja
demonstrada ao longo do tempo. Os scaffolds poliméricos quando aplicados a organismos vivos
devem persistir sem alteracdes fisicas e quimicas durante tempo suficiente para permitir a
formacéao de novo tecido, mas também é necessario que tenham a capacidade de se degradar em
tempo util de forma a serem substituidos pelo novo tecido.

Os polimeros de origem natural possuem na sua estrutura sequéncias ou apenas mondémeros

de aminoacidos e acidos nucleicos que ligados por ligacdes covalentes podem formar péptidos,
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polissacarideos, polifendis, etc. Sdo produzidos de forma natural por organismos vivos tais como
plantas, animais, fungos e algas e dentro dos mais comuns encontramos a celulose, o quitosano,
0 alginato e o acido hialuronico. Todos estes biopolimeros apresentam propriedades medicinais
diferentes, entre elas: efeito anti-inflamatdrio, atividade antimicrobiana, poder cicatrizante, etc.
Apesar dos seus beneficios em termos bioldgicos, as suas propriedades mecanicas tendem a ser
insuficientes para suportar os movimentos e esforcos mecanicos inerentes a muitas areas do
corpo, incluindo a pele. Misturas com polimeros de origem sintética oferecem multiplos beneficios
neste sentido, para além de tornarem o seu processamento por técnicas de nano e micro fiacdo
muito mais simples.

No presente projeto, o acetato de celulose, polimero de origem natural, foi combinado com o
polimero sintético policaprolactona (PCL) para a producéo de nanofibras a partir da técnica de
eletrofiacdo (eletrospinning). A celulose é o biopolimero mais abundante na natureza, estando
presente nas paredes celulares das plantas e é também produzida por certas bactérias
pertencentes aos géneros Acefobacter, Sarcina ventriculi e Agrobacterium. Apds um processo de
extracdo, purificacdo e acetilacao, a celulose é convertida no seu éster, acetato de celulose (CA)
(Figura 20), visto esta forma molecular permitir um manuseamento mais facil. A sua utilizacao
em pensos bioativos deve-se as suas propriedades de retencdo de humidade o que em feridas
cronicas € visto como um fator positivo por induzir uma cicatrizacdo mais rapida devido ao
fornecimento adequado de fatores de crescimento e outras moléculas essenciais para os tecidos
em cicatrizacdo. Ao mesmo tempo, auxilia na absorcdo de exsudatos, € um material de baixo
custo, resistente ao calor e a sua estrutura porosa resultante das repeticées de (3-D-glucose imita

a matriz extracelular da pele, agilizando o processo de regeneracéo.®
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Figura 20 - Estrutura do acetato de celulose.

Este polimero de origem natural é varias vezes encontrado na literatura juntamente com
outros tipos de polimeros de origem sintética pois dessa forma, 0s scaffolds produzidos beneficiam
da relacao simbidtica entre a origem natural, eficaz em contacto com tecidos vivos, e a origem
sintética com todas as suas vantagens mecanicas.

Um dos biopolimeros mais utilizados com o CA é a PCL. O PCL é um polimero hidrofébico,
semi-cristalino, com boa solubilidade e baixo ponto de fusao pertencente a familia dos poliésteres
alifaticos. Foi produzido sinteticamente pela primeira vez em 1930 pelo grupo de investigacao de
Wallace Carothers e durante décadas caiu no esquecimento. Recentemente, foi ressurgindo em
varios trabalhos de investigacdo pela sua 6tima capacidade de mistura com outros tipos de
biopolimeros para ser aplicado em nanofibras com potenciais biomédicos. O seu interesse
reemergiu pela necessidade crescente de polimeros de baixo custo e que ao mesmo tempo
tenham propriedades mecanicas especificas, como a viscoelasticidade, que sejam nao
imunogenicos e que sejam reabsorvidos naturalmente pelo organismo numa escala de meses
g/ou anos (muito mais tempo do que os poliésteres alifaticos projetados para usos
semelhantes).®# Este polimero pode ser preparado por trés vias: (1) abertura do anel da e-
caprolactona por polimerizacdo usando uma variedade de catalisadores anionicos, cationicos e de
coordenacao; (2) abertura do anel do radical livre de 2-metileno-1-3-dioxepano via polimerizacao;
e (3) condensacdo do acido 6-hidroxicaproico (sendo que esta via € mais rara de todas)

(Esquema 7).v
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Esquema 7 - Vias possiveis para a sintese do polimero PCL por trés vias possiveis: (1) abertura do anel
da e-caprolactona por polimerizacdo usando catalisadores aniénicos, catiénicos ou de coordenacao ou (2)
abertura do anel do radical livre de 2-metileno-1-3-dioxepano ou (3) condensacao do acido 6-

hidroxicapraico.

Nina Liao et a/. investigaram o poder antimicrobiano e a capacidade de proliferacdo celular
do antibiotico clorohidrato de tetraciclina (THC). Este foi aplicado a scaffolds para feridas cutaneas
produzidos pela técnica de eletrospinning através da mistura de CA, PCL e dextrano. A utilizacédo
do CA deveu-se a sua excelente compatibilidade com o corpo humano e o seu baixo custo; porém,
a sua baixa resisténcia mecanica e eletrospinabilidade limitou a sua aplicacao individual. De forma
a superar estes obstaculos, o PCL foi utilizado na mistura para fornecer toda a resisténcia
mecanica que anteriormente estava em falta.® Também Kamyar Khoshnevisan ef a/. produziram
nanofibras recorrendo a técnica de eletrospinning com uma solucdo polimérica de CA/PCL. Apéds
a obtencao das fibras, observadas por microscopia eletronica de varrimento (SEM), procederam a
um processo de imobilizacao por impregnacao de extrato de propolis, conhecido pelas suas

propriedades terapéuticas e medicinais, incluindo atividade antibacteriana, anti-inflamatéria,

Sintese e aplicagdo de péptidos antimicrobianos no desenvolvimento
de pensos para cicatrizacao de feridas cutaneas

37



Introducao

antifungica, antiviral e anti tumoral. O scaffo/d produzido demonstrou atividade antimicrobiana e
alta atividade antioxidante tendo sido considerado uma superficie biocompativel e biodegradavel

para aplicacao na cicatrizacao de feridas.®

Producao de Nanofibras pela Técnica de Eletrospinning

A técnica de eletrospinning ¢ um método simples e eficaz que usa a forca electroestatica para
produzir fibras em nanoescala a partir de polimeros de origem natural e sintética. A sua invencéo
data de ha 120 anos, mas apenas a partir da década de 80 é que comecou a ganhar mais atencao
pela sua versatilidade, reprodutibilidade, a escala a que opera, relacdo volume-superficie,
porosidade ajustavel e possibilidade de produzir fibras maleaveis que se adaptam a uma ampla
variedade de tamanhos e formas e, pela possibilidade de controlar facilmente a composicéo das
fibras para atingir as propriedades e funcionalidade desejadas.

No geral, o funcionamento desta técnica assenta em trés principios fundamentais: (1) a fonte
de alimentacao elétrica; (2) o uso de um spinneret (a agulha através da qual sai a solucdo
polimérica para formar a fibra); e (3) o coletor (Figura 21).= De forma sucinta, no eletrospinning
uma solucao polimérica é preparada nos solventes apropriados e introduzida numa seringa ligada
diretamente ao spinneret. O préximo passo é a aplicacdo de um elevado potencial elétrico (kV)
entre a agulha e o coletor. Quando o campo elétrico aplicado ultrapassa a tensao superficial da
gota, um feixe carregado da solucao polimérica é expelido da ponta da agulha. A este feixe da-se
o nome de “Cone de Taylor” que adquire a forma de um cone ao sair da agulha tornando-se mais
longo e fino consoante as altas voltagens aplicadas, acabando por se subdividir geometricamente
em feixes de nanofibras que sdo coletadas a uma distancia ideal, terminando na solidificacdo dos
polimeros devido a evaporacdo do solvente. Assim, as nanofibras solidificadas sao depositadas no

coletor até formar um filme com uma espessura apropriada para a utilizacao pretendida.
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Figura 21 - Esquema representativo de um equipamento de eletrospinning.

Apesar de todas as suas vantagens, produzir nanofibras recorrendo a técnica de
eletrospinning pode ser um processo desafiante. Ha uma variedade de parametros que sao
necessarios controlar e otimizar para que se obtenham filmes fibrosos com uma boa orientacéo
de fibras e uma morfologia e topografia especificas (Tabela 2). As propriedades ideais para filmes
nanofibrosos aplicados ao tratamento de feridas cutdneas devem abranger os seguintes valores:
diametro de fibra entre 50-500 nm, um racio elevado de volume por area superficial, uma elevada

porosidade da fibra (60-90%), e elevada resisténcia mecanica.”

Tabela 2 - Parametros que afetam a producao de nanofibras pela técnica de eletrospinning.®

Parametros da Solucao Polimérica Parametros Operacionais
Concentracao do polimero Voltagem aplicada
Peso molecular do polimero Fluxo
Viscosidade Diametro da agulha
Tensao superficial Forma do coletor
Condutividade Distancia ao coletor
Volatilidade dos solventes Condicdes ambientais do ambiente circulante

Os parametros operacionais sao otimizados no decorrer do processo de eletrospinning pela
visualizacdo da estabilidade do feixe produzido. No que toca a voltagem, utilizar valores mais altos

pode aumentar as forcas repulsivas eletrostaticas no jato e, portanto, o diametro da fibra diminui,
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0 solvente evapora rapidamente e ndo ocorre formacdo de agregados. Ainda assim existem alguns
polimeros que requerem valores de voltagem mais baixos, como o0 é o caso do PCL (13 kV). O
fluxo deve também ser ajustado consoante a solucdo polimérica a utilizar; porém,
preferencialmente, devem ser usados fluxos mais baixos para permitir a evaporacao do solvente.
A distancia da ponta da agulha até ao coletor é usada para controlar a morfologia e o diametro da
fibra. Por fim, a humidade relativa do ar e a temperatura ambiente do local onde se encontra o
equipamento de eletrospinning também afeta a morfologia e a producao de fibras pois existe uma
correlacao direta entre a volatilidade do solvente e a temperatura. Por exemplo, a tensao superficial
da solucdo polimérica e a viscosidade sao afetadas pela temperatura. Por outro lado, o ajuste
dos parametros para obter uma solucéo polimérica adequada a producao de nanofibras requerem
um conhecimento prévio aprofundado acerca dos solventes e dos polimeros escolhidos. No que
toca aos polimeros, a sua concentracdo influencia a forma das nanofibras enquanto que o seu
peso molecular tem um efeito significativo na viscosidade, tensao superficial e condutividade. Por
exemplo, uma solucdo com um peso molecular muito baixo tende a formar agregados em vez de
fibras e uma solucdo com elevado peso molecular produz uma solucdo polimérica com uma
viscosidade desejavel para serem formadas nanofibras. A viscosidade (com maximo entre 1-215
poise) da solucao desempenha um papel importante na determinacéo do tamanho e morfologia
da fibra. E necessario alcancar um equilibrio pois com viscosidades muito baixas ndo ha formacao
de uma fibra continua e com viscosidades muito alta a solucdo polimérica tem dificuldade a ser
injetada através da agulha.

Os solventes escolhidos para a solucdo polimérica também representam uma parte
importante do sucesso da técnica de eletrospinning (Tabela 3). E crucial que estes tenham
propriedades como boa volatilidade, ponto de ebulicdo baixo, serem capazes de manter a
integridade da solucado mesmo apos a dissolucdo estar concluida, e devem possuir um valor de
pressao adequado para que a evaporacao do solvente aquando da injecao seja a mais rapida
possivel. Ao mesmo tempo é importante que a tensao superficial se mantenha em valores baixos
pois elevados provocam instabilidade do feixe, originando goticulas e consequentemente
agregados, ao contrario das fibras pretendidas. Por fim, conclui-se que solventes com propriedades
altamente condutoras sao instaveis na presenca de um campo elétrico com valores elevados,

levando a uma ampla distribuicdo do didametro das nanofibras.
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Tabela 3 - Propriedades dos solventes utilizados na realizacdo deste projeto para preparacéo das
solucdes poliméricas.®

Tensio superficial  Constante Ponto de
Solventes B Densidade (g/mL)
(mN/m) dielétrica ebulicdo (°C)

Acetona 25,2 21 56,1 0,786
Acido acético 26,9 6,2 117.,9 1,049
Cloroférmio 26,5 4.8 61,2 1,498
Dimetilformamida (DMF) 37,1 38,3 153 0,994
Tetrahidrofurano (THF) 26,4 7,5 66 0,886

Estratégias para Incorporacao de Péptidos Antimicrobianos

Varios biopolimeros sao convertidos em scaffolds através de técnicas de eletrospinning com
sucesso, dando origem a membranas nanofibrosas. Nestes polimeros incluimos poliésteres
alifaticos, como poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), poliacido latico (PLA) e PCL, que sdo
predominantemente aplicados a engenharia de tecidos pelas suas propriedades biodegradaveis e
ndo toéxicas e excelente resisténcia mecanica. Contudo, por nao possuirem propriedades
hidrofébicas e pela falta de grupos funcionais a sua biocompatibilidade fica comprometida sendo
necessario recorrer a outros materiais, nomeadamente a polimeros naturais e a biomoléculas
ativas.» A incorporacdo de biomoléculas ativas é na realidade um dos passos fulcrais no
desenvolvimento de pensos bioativos para aplicacdes no tratamento de feridas cutaneas.
Antibidticos sintetizados em ambiente laboratorial, péptidos com atividade antimicrobiana, antiviral
ou antifungica, e extratos de plantas (ex. 6leos essenciais) podem ser aplicados em fibras ou
nanofibras aquando ou apds o seu processo de fabricacado através de estratégias de imobilizacédo
e tratamentos especificos.

No contexto deste projeto metodologias para a imobilizacdo de AMPs foram investigadas.
Existem diversas estratégias de imobilizacdo de péptidos como, por exemplo, através de um
processo de imobilizacao a superficie, co-spinning, ligacao covalente por grupos funcionais tanto

da fibra como do péptido utilizado, método de camada por camada, entre outros (Tabela 4).
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Tabela 4 - Diferentes métodos de imobilizacao de péptidos em nanofibras produzidas por eletrospinning.

Co-eletrospinning

Definicao Vantagens Desvantagens Ref.
Os polimeros e o péptido
) utilizados nas misturas devem
Processamento simples; o
) ~ ) i B apresentar caracteristicas
Dissolucao dos Permite uma libertacao

polimeros e do AMP no
mesmo solvente.

controlada do péptido
apenas por modificacao
dos seus racios.

hidrofilicas/hidrofébicas e
solubilidades semelhantes.

E estritamente necessario o
conhecimento da natureza

dos elementos utilizados.

95,9697

Imobilizacao a

Imobilizacdo do AMP
na superficie  da
nanofibra previamente

Proporciona uma acéo
intermédia de libertacdo
do AMP: previne uma
libertacao descontrolada

E estritamente necessario o

Superficie fabricada via e evita uma libertacdo _ 055698
. o i conhecimento da natureza .
(Physical eletrospinnjg  apenas demasiado lenta; N
hand B q 20 d dos elementos utilizados.
adsorption) mergulhando a Evita a desnaturacédo do
nanofibra na solucdo AMP  causada  por
apropriada. elevadas voltagens ou
solventes organicos.
Torna as nanofibras
L guimicamente mais
Modificacéo da o
Modificacéo da superficie das estaveis para o AMP

superficie por

métodos quimicos

nanofibras através do
tratamento com grupos

amina, carboxilos,

imobilizado;
Facil controlo da
quantidade de AMP

Podera ocorrer perda de

propriedades mecéanicas da

98

i imobilizado; nanofibra.
(Wet chemical hidroxilos ou tidis sob ) ]
L .. Permite  uma  maior
method) condicdes acidas ou ~
. penetracao em
basicas. i
nanofibras com
diametros maiores.
Utilizacao de dois tipos
Deposicao ionica de AMP com funcdes
impulsionada por distintas; Os polimeros  escolhidos,
Camada a camada forcas  eletrostaticas  Facilmente sintetizavel;  assim como os péptidos
entre substratos  Possibilidade de utilizar utilizados, tém de possuir o
(Layer by Layen ) o o
carregados, resultando qualquer tipo de caracteristicas quimicas e

em revestimento por
multicamada.

substratos e qualquer
tipo de composicao nas
camadas.

fisicas muito comuns.
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Técnicas de Caracterizacao de Péptidos Antimicrobianos

Espetroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de Protao
(*H RMN)

As técnicas espetroscopicas fornecem informacdes acerca da estrutura de compostos
organicos e sao, geralmente, das primeiras técnicas de caracterizacado a serem usadas apods a
sintese peptidica. A utilizacdo de espetroscopia de RMN é uma das mais utilizadas e mais
poderosas técnicas para determinacdo e/ou confirmacao da estrutura quimica de um péptido.
Existem varios nucleos possiveis de serem estudados, mas 0s mais comuns sao o nucleo de protao
(*H) e o nucleo de carbono (=C). Neste projeto, optou-se por utilizar apenas o estudo por *H pelo
facto do péptido alvo Tiger 17 ser de caracter bastante complexo, ou, no caso do Peptaibolin, um
péptido extensivamente ja estudado.

Os principios fundamentais da técnica de RMN assentam nas propriedades magnéticas dos
nucleos. Um elemento quimico, para ser detetado numa analise por RMN, necessita de ter spin,
ou seja, momento angular nuclear. No caso do protdo, o numero de spin é igual a 1 e a sua carga
presente no nucleo juntamente com esse valor, permite gerar um campo magnético adjacente a
esse mesmo protao.® Assim, num equipamento de RMN, a amostra a ser analisada ¢ introduzida
num campo magnético e irradiada com energia na gama das ondas radio. Ocorre a transicao dos
nucleos de um estado de spirnde menor energia para maior energia, como resultado da absorcao
de energia, e a energia libertada é detetada. Essa energia libertada depende de um fator chamado
de frequéncia de ressonancia e é caracteristica de cada nucleo. Essa frequéncia vai ser
influenciada pelo ambiente que rodeia o protdo, como a sua vizinhanca que posteriormente, no
espetro obtido, permite comparar quais 0s sinais que sao adjacentes.®

Para analisar os sinais num espetro de RMN existem fatores importantes a ter em conta
como: o nimero de sinais obtidos, 0 seu desvio quimico, a intensidade e o desdobramento. Através
de todos esses valores obtidos, e sabendo qual o composto quimico que estamos a analisar, €
possivel prever se os sinais obtidos correspondem ou ndo a molécula em analise e confirmar a

sua estrutura quimica.*
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Cromatografia de Alta Eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é a mais poderosa de todas as técnicas
cromatograficas, frequentemente alcancando separacdes e analises que seriam dificeis ou
impossiveis com outros tipos de cromatografia. Para este trabalho em particular, esta técnica foi
utilizada para confirmar a pureza ou presenca de contaminacdes nos péptidos sintetizados.

Em geral, amostras podem ser separadas por HPLC de acordo com trés caracteristicas
principais: polaridade, carga e tamanho de particula. Esta separacéo ocorre com o auxilio de uma
coluna onde o eluente é forcado através da mesma, sob altas pressdes (até 400 atm). Esta técnica
permite usar um tamanho de particula muito menor para o material de empacotamento da coluna,
0 que da uma area de superficie muito maior para as interacdes entre a fase estacionaria (coluna)
e as moléculas que passam por ela permitindo uma separacao muito melhor dos componentes
da mistura em analise.™

Existem duas variantes de HPLC, fase normal e fase reversa, sendo que a utilizada foi a fase
reversa. Isto significa que a coluna utilizada possuia natureza apolar e, como tal, detém maior
afinidade para eluentes polares e compostos apolares. Os compostos apolares na mistura
eluente/amostra terdo tendéncia a formar ligacdo com a fase reversa devido a presenca de forcas
de van der Waals e isso ira retardar o seu percurso através da coluna. Portanto, neste caso, as
compostos polares atravessardo a coluna mais rapidamente, possuindo menores tempos de
retencdo. A medida que os compostos de interesse so eluidos da coluna, um detetor regista os
seus tempos de retencao através do desenho dos respetivos picos. A analise destes picos permite
compreender se a amostra injetada no equipamento de HPLC contém impurezas ou se se

encontra pura.o 2

Analise e Caracterizacao de Nanofibras

A técnica de eletrospinning permite produzir filmes fibrosos a nano escala. Contudo, ndo é
possivel acompanhar a sua producdo a olho nu, assim como visualizar a morfologia das
nanofibras. Como tal, & indispensavel recorrer a técnicas de analise e caracterizacdo de alta
resolucao por forma a confirmar que caracteristicas ideais como uniformidade e auséncia de

defeitos sao atingidas para garantir a producdo de nanofibras funcionais. Apods confirmacao, é de
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interesse avaliar as propriedades fisicas, quimicas e mecanicas das nanofibras obtidas com o
intuito de verificar se a escolha de polimeros, solventes e parametros de processamento sao os

adequados para a obtencao de estruturas com potencial para dar origem a pensos bioativos.

Microscopia Otica de Campo Claro

Numa primeira fase, a confirmacdo da presenca de nanofibras nos filmes de eletrospinning
¢ feita utilizando um microscopio otico (MO). Existem misturas poliméricas onde é possivel
visualizar, apenas com este equipamento, se existem ou nao fibras; porém, alguns polimeros onde
os indices de refracdo nao sdo compativeis com o componente 6tico do microscépio, esta tarefa
nao é possivel.

A microscopia 6tica € uma das técnicas mais faceis de usar. Com recurso a um sistema de
lentes e a manipulacéo da amostra numa ampla variedade de condicoes de iluminacao é possivel
obter imagens oticas. Isto significa que ha um caminho direto da fonte de iluminacao para o
observador e, portanto, na auséncia de amostras ou utilizando amostras transparentes, a regiao
sera brilhante. A morfologia da amostra sera visivel apenas se esta absorver a luz ou a espalhar
com forca suficiente em grandes angulos para que parte da luz ndo seja recolhida pela lente
objetiva. Quando pretendemos analisar a morfologia de superficies contendo polimeros ¢
necessario ter em atencao que estes sao, na sua maioria transparentes e, portanto, a distribuicao
de pigmentos ou outras particulas pode ser vista em MO apenas se as amostras forem
relativamente espessas. Na presenca de misturas poliméricas, o contraste de fase € um método
comum usado para visualizar amostras que tém pouco ou nenhum contraste. Se os varios
polimeros sao transparentes, muitas vezes tém uma pequena diferenca no indice de refracédo
resulta em pouca ou nenhuma absorcao e num espalhamento fraco.* No entanto, se a amostra
possuir agregados, estes serdo facilmente visualizados gracas a acumulacao dos polimeros ou a

presenca de solventes.

Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

Quando nanofibras ou agregados nao sao passiveis de visualizacao através do MO recorresse

ao SEM. O SEM é uma técnica de microscopia eletrdnica que capta imagens de uma superficie
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de amostra por meio da varredura de um feixe de eletrdes energético focalizado. E uma das
ferramentas mais comuns para estudar a morfologia de superficies, pois permite uma resolucao
de imagem muito superior ao MO (até 1000x mais), até 1 nm, podendo ndo s6 confirmar-se a
presenca de fibras, mas também o seu didametro e distribuicdo de porosidades.® Em estudos
utilizando SEM, e especialmente quando a amostra é polimérica, esta devera ser eletricamente
condutora, pelo menos a superficie, de forma a evitar a sobrecarga de energia electroestatica e a
presenca de artefactos nas imagens obtidas. Como tal, materiais poliméricos sdo geralmente
cobertos por um revestimento ultrafino de um material eletricamente condutor, como ouro.* Apds
esse tratamento inicial, a amostra é colocada no equipamento SEM onde os eletrdes primarios
interagem com os atomos na superficie da amostra emitindo varios sinais. Estes eletrdes sao
emitidos por um canhao de eletrdes tais como: catodos de filamento de tungsténio ou catodos de
hexaboreto de lantanio (LaBs). Os eletrdes sdo normalmente acelerados com uma energia de 2 -
40 keV e focalizados espacialmente por uma ou duas lentes condensadoras num ponto de cerca
de 0,4 - 5 nm de diametro. Ao atingir a amostra, os eletrdes perdem energia devido ao seu
espalhamento pela superficie e a absorcao dos eletrdes pela propria amostra. Esta absorcéo vai
permitir a emissao dos eletrdes secundarios a diferentes profundidades (5 - 10 nm), fornecendo
varios sinais de morfologia da amostra a diferentes graus de profundidade. Os sinais emitidos sao

recolhidos por detetores especializados e amplificados, transformando-se em imagens. e

Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Diferencial de

Varrimento (DSC)

A analise do comportamento dos polimeros na presenca de temperatura pode ser seguido
através das técnicas de TGA e DSC.

A técnica de TGA é utilizada para medir variacdes de massa de uma determinada amostra
aquando o seu aguecimento (ou arrefecimento) ou quando mantida a uma temperatura especifica.
Esta perda de massa pode ocorrer através de diferentes fendémenos, nomeadamente evaporacao,
decomposicdo, sublimacdo ou até oxidacao, e podem ser originados pela formacao ou rutura de
ligacbes quimicas e libertacdo de produtos volateis. Para serem detetadas estas variacbes de

massa, 0 equipamento de TGA contém uma termobalanca que permite a pesagem continua da
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amostra em funcao da temperatura, cuja gama pode atingir um maximo de 1000°C sob uma
atmosfera inerte (nitrogénio, hélio ou argon).

As curvas de variacdo de massa obtidas permitem tirar conclusdes sobre a estabilidade
térmica da amostra, sobre a sua composicao e estabilidade dos compostos intermediarios e sobre
a composicao dos residuos resultantes. Geralmente, os polimeros exibem perda de massa pelo
facto de a elevadas temperaturas ocorrer a evaporacdo de compostos volateis.” Através do TGA
sao obtidos dois tipos de graficos: o grafico TG, onde é dada a progressdo da perda de massa ao
longo da temperatura (Figura 22), e o grafico de dTG que é simplesmente a derivada do primeiro
grafico onde é possivel ver um vértice que representa a temperatura do momento principal de

degradacdo da amostra.

S Tonset
N

.....

|

Residuos intermediarios

Perda de massa (%)
Variacao de massa

' o

Temperatura (°C)

Figura 22 - Representacdo de uma curva tipica de TGA através de um grafico de TG.

Existem diversos fatores que podem afetar o comportamento de uma dada amostra em
determinada gama de temperatura, influenciando as curvas obtidas. No que toca a fatores
condicionados pelo equipamento, estes sdo controlados pelo fabricante ou pelo operador enquanto
que os fatores ligados a amostra dependem do seu pré-tratamento, manuseamento e das suas

propriedades intrinsecas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Fatores que afetam as curvas obtidas pela técnica de TGA e DSC.

Fatores Instrumentais Caracteristicas da Amostra
Velocidade de aguecimento do forno Compactacao da amostra
Atmosfera Quantidade de amostra
Sensibilidade da balanca Natureza da amostra
Posicdo da amostra no forno Tamanho das particulas
Material dos cadinhos (DSC) Condutividade Térmica
Termopares (DSC) Natureza dos residuos intermediarios

Comparativamente a outras técnicas de analise térmica, o DSC é a mais utilizada pelo facto
de permitir analisar o comportamento térmico de uma amostra através da comparagcao com um
material de referéncia quando a amostra é exposta a um programa controlado de temperatura.
Esta técnica origina graficos de fluxo de calor (mW) em funcdo da temperatura e fornece
informacdes tais como: determinacdo da temperatura de transicdo vitrea, de cristalizacdo
polimérica e de derretimento; o calor de fuséo; calor de reacao; determinacao de pureza; avaliacdo
cinética de reacdes quimicas (ex. degradacdo térmica oxidativa), etc. Pela sua natureza
abrangente, e o facto de necessitar de pouca quantidade de amostra, esta &€ uma técnica
geralmente aplicada a polimeros e farmacos, sendo também possivel analisar moléculas organicas
e inorganicas.

Em DSC é possivel determinar qualitativamente e quantitativamente as mudancas na
temperatura em termos de capacidade exotérmica, endotérmica, e térmica de um material. Para
a técnica de DSC é necessario a utilizacdo de cadinhos, nos quais a amostra é colocada assim
como o material de referéncia. Utilizam-se geralmente cadinhos de aluminio, colocados em cima
de termopares, e o material de referéncia ¢ usualmente a alumina (Figura 23). Esta técnica
baseia-se na medicdo da diferenca de temperatura entre a amostra e o material de referéncia
enquanto tanto a amostra como a referéncia sdo submetidas a um programa de temperatura
controlada. O registo depende da diferenca entre as capacidades calorificas da amostra e da
referéncia, da velocidade de aquecimento (dT/dt), e da resisténcia térmica. Tal como no TGA,
existem também fatores relacionados tanto com o equipamento como com a amostra (Tabela

5)_107
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Amostra
Material de
Referéncia
Termopar Termopar ’
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Computador que monitoriza a
temperatura e o fluxo de calor

Figura 23 - Representacdo esquematica de um equipamento de DSC.

O resultado da técnica de DSC é exibido na forma de um grafico ou curva, conhecido como
curva DSC. Este grafico é tracado com base no fluxo de calor em funcéo da temperatura ou tempo,
sendo mais usual a utilizacao da medida de temperatura. Numa curva tipica de DSC, podem estar
representados eventos exotérmicos e endotérmicos, caracterizados por picos com direcao para
cima ou para baixo (Figura 24). Essa curva obtida é usada para medir as entalpias de transicoes
de fase, integrando o pico que corresponde a determinada transicdo, utilizando para isso a

equacao apropriada.»

Crystallization
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~ /
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transition No
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Figura 24 - Exemplo de uma curva tipica de DSC, onde é possivel visualizar as diferentes transicoes

ocorridas.
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Espetroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

acoplada a Reflexao Total Atenuada (ATR-FTIR)

Para a caracterizacao quimica de determinado material, em especial amostras poliméricas
no formato de filmes nanofibrosos, ¢é utilizado o ATR-FTIR. Em geral, os materiais poliméricos ao
longo do tempo sofrem diferentes reacdes quimicas que provocam a sua degradacao, induzindo
alteracdes nas cadeias poliméricas por rutura dessa mesma cadeia, por intermédio de processo
quimicos de crosslinking, ou pela formacdo de novos grupos funcionais. Para estudar essas
modificacdes ou seguir ao longo do tempo a evolucdo da amostra, a analise por ATR-FTIR estuda
as caracteristicas quimicas dos materiais (neste caso, as nanofibras), fornecendo uma “impressao
digital” acerca de todos os elementos que as compde.

A imagem obtida por FTIR usando equipamento ATR representa uma abordagem
complementar ao uso da imagem FTIR nos modos de transmissao ou reflexdo. O equipamento
ATR é a ferramenta mais amplamente utilizada juntamento com um equipamento FTIR por ser a
mais rapida. O ATR-FTIR permite a analise de amostras pequenas, sem preparacao prévia, e
fornece todas as informacdes necessarias sobre a transformacao de diferentes grupos funcionais
na estrutura polimérica. Uma das principais vantagens do ATR & a sua capacidade de penetracéo
na amostra, qualquer que seja a sua espessura, utilizando um unico feixe de infravermelhos. Nesta
técnica, a amostra é pressionada contra um diamante, um selenito de zinco ou um cristal de

germanio, e a absorcao da onda evanescente é medida (Figura 25).:°

Amostra

Feixe de Infra- T Saida para o detetor
vermelho Cristal de ATR

Figura 25 - Representacdo do caminho efetuado por um feixe de IV em contacto com uma amostra no

equipamento de ATR.

O feixe que atravessa o cristal do equipamento ATR e entra em contacto com a amostra ¢
depois recolhido por um detetor onde as imagens FTIR s&o obtidas com recurso a um computador.

A medicao consecutiva numa série de pontos na amostra permite obter um mapa de espetros
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com bandas a diferentes comprimentos de onda (cm*) com uma determinada percentagem de

transmitancia, que pode ser usada para gerar espetros da composicao quimica da amostra.

Angulo de Contacto e Energia de Superficie

0 angulo de contacto de uma superficie resulta da medicdo da molhabilidade de um solido,
neste caso de uma superficie, por um solvente teste. E definido geometricamente como o angulo
formado entre a superficie sélida e a superficie liquida quando estas se encontram. * A medicao
do angulo de contato é comumente usado para a caracterizacdo da hidrofilicidade/hidrofobicidade
da superficie de um biomaterial. Sendo um dos métodos mais antigos usados para analisar
superficies de biomateriais, fornece informacdes muito Uteis para o campo das aplicacdes
biomédicas, pois a hidrofilicidade de uma superficie é crucial para as funcdées dos biomateriais,
nomeadamente a adesdo e propagacdo celular.z E um método relativamente simples para
amostras soélidas e normalmente nao é necessario nenhum tipo de preparacao especial da
amostra, sendo apenas necessario estarem suficientemente limpas e ndo modificarem o seu
comportamento e morfologia em contacto com os solventes testados, como por exemplo, o filme
dissolver em contacto com um dos solventes teste.

Ha duas formas de descrever os fendmenos que acontecem quando o solvente entra em
contacto com a superficie: uma ¢é a abordagem termodindmica que tem em conta a adsorcéao, e
a outra afeta as tensdes superficiais correspondentes. As medicdes sao efetuadas utilizando o
método da gota séssil onde uma gota de solvente puro é depositada verticalmente na superficie
da amostra e os angulos de contacto sdo medidos por meio de um goniémetro, fornecendo
informacdes acerca da simetria, estabilidade e capilaridade da superficie da amostra analisada
(Figura 26)..:=

Normalmente sao testados tanto solventes polares como apolares e a agua destilada serve
como solvente padrao. Além da quimica da superficie, a rugosidade da superficie também é um
fator crucial para a medicao do angulo de contacto.

A energia superficial € uma medida relativa de energia de uma determinada superficie,
relacionada com a forca das interacdes quimicas no material e a sua area de exposicao. Este valor

é calculado recorrendo a um conjunto de equacdes e, geralmente, uma energia superficial alta
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significa uma maior molhabilidade das superficies, resultando em éangulos de contacto

menoreslll4,115,116

Figura 26 - Método da gota séssil (a) numa superficie com boa hidrofilicidade ou (b) boa
hidrofobicidade. 8¢ é 0 angulo de contato do liquido e ySL, ¥SG e yLG representam as interfaces

sélido/liquido, solido/gas e liquido/gas, respetivamente.
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Em resposta ao aumento da resisténcia a antibidticos por parte de microorganismos
patogénicos, a aplicacdo de AMPs com um amplo espetro de atividade é recebida pela comunidade
ciéncia e médica como uma possivel solucdo capaz de reduzir este fendomeno. O desenvolvimento
de solucdes para a cicatrizacdo de feridas cutaneas, com recurso a pensos antimicrobianos
modificados com estas biomoléculas, tenta prevenir o aparecimento de infecdes crénicas e ajudar
ao normal funcionamento do processo de cicatrizacao. Entre os varios tipos de AMPs ja descritos
anteriormente, existe o Peptaibolin com uma estrutura carateristicamente helicoidal que tem sido
alvo de estudos de relacao estrutura-atividade com vista ao desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos antimicrobianos. Outros AMPs, possuem atividade promotora de cicatrizacao,
contudo pouco se sabe sobre a sua contribuicdo antimicrobiana, como é o caso do Tiger 17.

O objetivo deste trabalho de investigacéo foi a sintese do Peptaibolin e Tiger 17, através de
metodologias de sintese em fase soélida assistida por micro-ondas, respetiva caracterizacédo
estrutural e avaliacdo da sua capacidade antimicrobiana. Simultaneamente, foram produzidas
matrizes poliméricas nanofibrosas com recurso a técnica de eletrospinning com o objetivo de
imobilizar as biomoléculas desenvolvidas e criar assim potenciais veiculos para uma acao
antimicrobiana local e sustentavel (libertacdo controlada). Por forma a verificar as suas
propriedades fisicas e quimicas técnicas de caracterizacao avancada foram utilizadas: ATR-FTIR,
TGA, DSC, angulo de contacto e energia de superficie, determinacdo indireta de porosidade e

hidratacao (swelling), SEM.
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Sintese de Péptidos em Fase Solida Assistida por Micro-ondas

Sintese do péptido Peptaibolin (Ac-Leu-Aib-Leu-Aib-Phol)

O Peptaibolin foi sintetizado de acordo com a estratégia MW-SPPS, usando o grupo Fmoc
como grupo N-protetor e uma resina de Wang como suporte sélido. Apesar deste péptido ser
amplamente estudado, cujos mecanismos de acdo e caracterizacdo estrutural foram ja
comprovados a busca por diferentes combinacdes de reagentes de acoplamento nunca foi muito
abordada, assim como a comprovacado da sua eficacia antimicrobiana.

Duas combinacdes de reagentes de acoplamento foram testadas: DIC/HOBt e DIC/Oxima.
As condicoes de reacdo foram mantidas iguais para as duas sinteses, tendo-se modificando
apenas o nucleofilo auxiliar. As reacdes de acoplamento decorreram sob irradiacdo micro-ondas
durante 5 minutos a uma poténcia de 25 W a 75°C usando uma mistura de acoplamento
constituida pelo Fmoc-aminoacido, DIC e HOBt ou Oxima em DMF seca com 5 eq. de excesso
relativamente ao /oadingda resina. As reacdes de desprotecao do grupo Fmoc ocorreram também
sob irradiacdo micro-ondas a uma poténcia de 50 W a 75°C, em dois ciclos, um de 30 segundos
e outro de 3 minutos com uma solucdo de 20% de piperidina em DMF. Assim, partindode 1.1 g
de resina Fmoc-Phe-Wang com um grau de funcionalizacdo de 0,51 mmol/g, acoplou-se
sequencialmente os aminoacidos Fmoc-Aib-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Aib-OH e Fmoc-Leu-OH. Apds
um processo de N-acetilacao, separou-se o péptido da resina usando condicdes redutoras para
conseguir a reducdo do residuo de Phe C-terminal ao alcool respetivo (Phol). Obteve-se um solido
branco, com igual caracterizacdo estrutural, mas diferentes graus de pureza, e o rendimento de

sintese foi calculado (Tabela 6).

Tabela 6 - Comparacao entre as duas sinteses do Peptaibolin, tendo em conta a combinacao de

reagentes de acoplamento.

Reagentes de Tempos de Retencao
Massa (g) Rendimento (%)
acoplamento (min)
DIC/HOBt 0,1222 40,6 6,232
DIC/Oxima 0,1520 50,0 6,942
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A combinacao dos reagentes de acoplamento DIC/Oxima apresentou maior quantidade de
massa, refletindo-se num maior rendimento. Como seria de esperar, tendo em conta que o
processo de sintese dos dois péptidos foi muito similar, a caracterizacao estrutural por 'H RMN
revelou apenas minimas diferencas, tendo-se confirmado que todos os aminoacidos estariam

acoplados, como foi possivel visualizar pelos espetros obtidos (Figura 27) (Figura 28).
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Figura 27 - Espetro de 'H RMN do Peptaibolin com a combinacédo de reagentes de acoplamento

DIC/HOBL.
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Figura 28 - Espetro de 'H RMN do Peptaibolin com a combinacao de reagentes de acoplamento

DIC/Oxima.

Visto que este ¢ um péptido ja conhecido, nao foi realizada a caracterizacao por “C RMN e
bidimensional. Para confirmacao da pureza, recorreu-se a técnica de HPLC analitico utilizando
ACN/H:0 (1:1) + 0,1% de acido trifluoroacético (TFA) como eluente, um fluxo de ImL/h a um
comprimento de onda de 215 nm, tendo-se verificado que o péptido obtido com a combinacao de

reagentes de acoplamento DIC/Oxima apresentava um grau de pureza mais elevado (Figura 29).

r— <

el o

Figura 29 - Picos obtidos por HPLC analitico do Peptaibolin. a) Combinacao DIC/HOBt e b) Combinacéo
DIC/Oxima.
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Atualmente, ha uma variedade de reagentes de acoplamento comercialmente disponiveis a
partir dos carbodiiamidas mais tradicionais, como DIC, que é mais frequentemente usado em
SPPS para auxiliar nucledfilos como o HOBt. De acordo com os resultados obtidos, pode-se
concluir que a combinacdo DIC/Oxima, além de manter as caracteristicas do Peptaibolin,
proporciona melhores rendimentos com maior nivel de pureza. Além disso, essa alternativa é ainda

mais positiva porque substitui o tradicional HOBt, que possui caracteristicas explosivas.

Estudo da Solubilidade

A solubilidade de um AMP é um fator importante e é crucial que o péptido seja soluvel em
solventes adequados, nao toxicos e compativeis com testes biolégicos, incluindo antimicrobianos.
Os testes de solubilidade foram realizados apenas no péptido sintetizado com DIC/Oxima,
principalmente por causa da maior quantidade obtida. O solvente mais adequado devera ser 100%
H:0 devido as suas propriedades inertes, certificando-se de que nao interfere nos resultados
antibacterianos. No entanto, por ser um péptido pequeno e de caracteristicas apolares, esperava-
se que a sua dissolucdo em H.0O fosse um obstaculo.

Foram testados diversos solventes (Tabela 7) e concluiu-se que o péptido ndo era soluvel em
agua, sendo necessaria a adicao de uma percentagem de solvente organico ou mesmo conduzir
a dissolucdo do péptido num volume total de solvente organico, tornando-o improprio para

aplicacbes biomédicas.

Tabela 7 - Solventes testados e o seu efeito em contacto com o Peptaibolin num volume total de 1 mL.

Solventes Testados (V:= 1 mL) Efeito de dissolucao
10% DMSO/H:0 Soluvel
ACN/H:0 Dissolve apenas com grandes volumes de ACN
NaCl/H:0 Nao dissolve
Acido acético/H-0 Precipitacao do péptido
PBS N&o dissolve
10% HCI/H-0 Nao dissolve
100% HCL N&o dissolve
100% H.0 N&o dissolve
10% CDCls Dissolve parcialmente
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Concentracao Minima Inibitéria do Peptaibolin

Apds as conclusoes retiradas do estudo da solubilidade do Peptaibolin, seria expectavel que
a dissolucdo do péptido para utilizacdo em testes microbianos afetasse a possivel atividade
antimicrobiana revelada. Estes testes iniciaram-se pelas avaliacées de MIC, que foram conduzidas
usando o solvente 10% dimetilsulféxido (DMSO) em agua. Este foi considerado o solvente mais
adequado para o péptido e, como tal, foi aplicado em contato com a bactéria. Foram utilizadas as
bactérias teste: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, e
Pseudomonas aeruginosa. Apos 24 h de incubacao, foram detetados precipitados na maioria dos
pocos concentrados de Peptaibolin, nomeadamente aqueles que continham 4 mg/mL da solucéo
de péptido. A par da precipitacao do péptido, também as bactérias cresceram durante o periodo
de incubacao, demonstrando a sua resisténcia a atividade do AMP. Os dados nao relataram
nenhuma acdo contra 0s microrganismos selecionados, o que significa que se fosse possivel
encontrar um MIC para esse péptido, ele seria superior a 4 mg/mL. Esse valor, em termos de
aplicacdes biomédicas ou farmacoldgicas, é considerado muito elevado €, como tal, ndo adequado
para uma producao economicamente sustentavel.

Assim, apesar do sucesso da sintese peptidica e a sua confirmacdo estrutural, este ndo
demonstrou qualquer atividade antimicrobiana tanto em bactérias Gram-positivas como Gram-
negativas.

Apds estas observacdes, o Peptaibolin foi desconsiderado e tendo em conta que o péptido
nao apresentava as melhores caracteristicas quanto a solubilidade, afetando diretamente a sua
possivel atividade antimicrobiana, optou-se por delinear outra estratégia tendo sido escolhido outro

tipo de AMP, com potencial tanto na atividade antimicrobiana como cicatrizadora.

Sintese do péptido Tiger 17 c[Trp-Cys-(Lys-Pro):-Arg-Cys-His-NH:]

O AMP Tiger 17 ressurgiu nos ultimos anos gracas a sua potencialidade como promotor de
cicatrizacao. Pela sua investigacdo ser ainda recente nao existem registos da sua sintese em
ambiente laboratorial académico, o que significa que todo o processo de sintese peptidica e
caracterizacao necessitou de otimizacéao.

Utilizou-se 0 método de sintese peptidica MW-SPPS pela sua comodidade, rapidez e maior

probabilidade de obtencao de valores mais elevados de massa e rendimento, tendo em conta que
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& um péptido constituido por 11 residuos de aminoacido. As reacdes de desprotecdo do grupo
Fmoc ocorreram sob irradiacao micro-ondas a uma poténcia de 50 W a 75°C, em dois ciclos, um
de 30 segundos e outro de 3 minutos com uma solucéo de 20% de piperidina em DMF. As reacdes
de acoplamento decorreram também sob irradiacao micro-ondas durante 5 minutos a uma
poténcia de 25 W a 75°C usando uma mistura de acoplamento constituida pelo Fmoc-aminoacido,
DIC e Oxima em DMF seca com 6; 7,5 e 10 eq. de excesso (dependendo do aminoéacido),
relativamente ao /oading da resina. A resina escolhida foi Fmoc-Rink-Amide com um grau de
funcionalizacdo de 0,53 mmol/g. A escolha desta resina incide no facto de possuir ja incorporado
o linker Rink, que permite a obtencao de péptidos na forma amida C-terminal. Acoplaram-se
sequencialmente os aminoacidos deste modo: Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, 3x(Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH), Fmoc-Cys(Trt)-OH e por fim, Fmoc-Trp(Boc)-
OH.

Foram efetuadas duas sinteses do Tiger 17 nas mesmas condicdes, tendo variado apenas o

processo de clivagem do péptido da resina.

Clivagem do Tiger 17 sem recorrer a scavenger

A mistura de clivagem selecionada na maioria da literatura onde consta o tipo de resina
utilizada é TFA:H.0 numa proporcao 95:5. Geralmente, é referida a necessidade de adicdo de um
scavenger apropriado para péptidos que contenham cisteinas, sendo um elemento auxiliador a
clivagem do péptido e impedindo a formacéo de pontes ditiol.»” Apesar disso, foi delineada uma
estratégia de clivagem sem recorrer a scavengers para também ser testado até que ponto a
simples mistura TFA:H.O seria suficiente para uma separacdo do péptido da resina e dos grupos
protetores laterais.

Numa primeira fase trabalhou-se apenas com metade do péptido na resina apds o
acoplamento do ultimo aminoacido, de forma a preservar algum péptido caso o procedimento de
clivagem testado nao fosse o ideal. Foi submetido a tratamento com TFA:H.0 (95:5) a temperatura
ambiente durante 2 h. Ao fim desse tempo, a resina foi filtrada e o péptido precipitado do filtrado
por adicdo de éter etilico. Atendendo a que a massa de péptido obtida correspondia a um
rendimento muito baixo (Tabela 8- Tiger 17 (a)) a resina foi novamente colocada em nova mistura

de clivagem por mais 2 h (Tabela 8- Tiger 17 (b)).
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Tabela 8 - Condicdes aplicadas e resultados obtidos na 1? sintese de Tiger 17 usando TFA:H-0 (95:5)
na clivagem do péptido da resina.

12 Metade da Resina 22 Metade da Resina
Tiger 17 (a) Tiger 17 (b) Tiger 17 (c) Tiger 17 (d)
Tempo da 12 exposicao ) A
(h)
Tempo da 22 exposicao
- 2 - overnight
(h)
Massa (g) 0,0399 0,4795 0,0232 0,1039
Rendimento (%) 18,23 219,05 10,60° 47,46

2 Rendimento apés ciclizacdo.  ° Rendimento sem ciclizaco.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 8, apos a segunda exposicdo a mistura
de clivagem obteve-se uma grande quantidade de solido, ultrapassando drasticamente o valor de
rendimento maximo. Uma vez que entre a primeira tentativa de separacao e a segunda passou
praticamente uma semana, prevé-se que o solido em excesso esteja relacionado com a
degradacdo da resina. Para confirmacdo destas suposicdes, recorreu-se a um teste de
cromatografia em camada fina (TLC) onde foi possivel visualizar varias manchas, confirmando a
ideia de que o segundo precipitado continha varios componentes. Apesar deste resultado, o 'H
RMN de ambos os precipitados nao apresentava diferencas significativas.

Optou-se por avancar com a separacdo do péptido da segunda metade da resina usando a
mesma mistura de clivagem, mas aumentando o tempo de clivagem para 4 h (Tabela 8- Tiger 17
(c)), seguida de reacédo overnight com nova mistura de clivagem (Tabela 8- Tiger 17 (d)).

Como os 'H RMN dos sélidos obtidos apresentavam sinais que poderiam corresponder aos
aminoacidos esperados (exceto o Tiger 17 (d)) decidiu-se colocar os solidos Tiger 17 (a) e (c) numa
mistura de H.0O:acido acético (AcOH) 95:5, geralmente usada para promover a formacédo das
ligacoes ditiol entre as cisteinas.'® Apos 48 h em agitacdo a mistura foi liofilizada para remocéo

de solvente e o solido obtido analisado por HPLC.
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Clivagem do Tiger 17 com recurso a scavenger

Em face dos resultados obtidos o péptido foi sintetizado novamente e foi testada a clivagem
com uma mistura contendo um scavenger. O scavenger selecionado foi o Triisopropil silano (TIPS)
na proporcao TFA:TIPS:H.0 (95:2,5:2,5).

Desta vez, foi utilizada a totalidade da resina de uma Unica vez para o procedimento de
clivagem. Como na primeira tentativa de sintese se verificou que a exposicdo da resina a mistura
de clivagem por periodos longos nao melhorava os resultados, optou-se por submeter a resina a
2 h de exposicdo a mistura de clivagem seguida de 2 h com nova mistura ambas sob atmosfera
de nitrogénio (requisito na utilizacao deste scavenger). O sélido obtido por precipitacdo com éter
etilico foi submetido as condicées de formacado da ponte ditiol, anteriormente descritas. Os

resultados obtidos estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9 - Condicoes aplicadas e resultados obtidos na 22 sintese de Tiger 17 usando TFA:TIPS:H.O
(95:2,5:2,5) na clivagem do péptido da resina.

22Sintese
Tiger 17 (e) Tiger 17 (f)
Tempo da 12 exposicao (h) 2 -
Tempo da 22 exposicao (h) - 2
Massa (g) 0,1459 0,1777¢g
Rendimento (%) 40,0 48,71-

#Rendimento apos ciclizacao

Na segunda sintese a quantidade de soélido obtido estava mais dentro daquilo que era
expectavel, permitindo a obtencdo de melhores rendimentos. Mais uma vez, o espetro de 'H RMN
(Figura 30) mostrou-se bastante complexo, o que nao foi surpresa visto que o péptido & composto
por 11 aminoacidos e possivelmente devera estar impuro. Existem alguns sinais que teoricamente
correspondem a elementos presentes no péptido (zona aromatica e zona alifatica), porém dada a
imensiddo de sinais e a falta de uma linha de base mais estavel, ndo foi possivel identificar sinais

gue nos permitisse distinguir o que poderia ser o péptido ou contaminacoes.
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Figura 30 - Espetro de 'H RMN do Tiger 17 (f) com a combinacao de reagentes de acoplamento

DIC/Oxima.

Analise por HPLC

Foi usada uma coluna RP-18 e testada uma gama de eluentes, com polaridades maiores e
menores. Numa corrida de HPLC, o desejado é a obtencao de periodos de retencdo que nao sejam
muito curtos, uma vez que a obtencdo de tempos de retencao curtos significa que o analito correu
apenas o “tempo de circuito” do equipamento nao sofrendo qualquer separacdo na coluna.

Foram testadas diversas misturas eluentes de diferentes polaridades variando entre ACN/H-0
(1:9) e ACN 100% com 0,1% de TFA. Este estudo foi necessario porque na maior parte das
misturas testadas o tempo de retencao era muito pequeno indicando que muito provavelmente
estava a ser eluido tudo ao mesmo tempo da coluna, sem qualquer retencdo. Na Figura 31 estdo
apresentados os perfis cromatograficos obtidos com as misturas eluentes que apresentaram maior

tempo de retencao.
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Figura 31 - Picos obtidos por HPLC analitico do Tiger 17. a) Tiger 17 (f) num eluente ACN/H:0
(1:1)+0,1% TFA e b) Tiger 17 (f) num eluente ACN/H0 (1:3)+0,1% TFA. Para ambas as injecdes foram

utilizados fluxos de 0,4 mL/h e comprimento de onda de 215 nm.

Os resultados de HPLC com a mistura ACN/H0 (1:1)+0,1% TFA confirmaram o resultado
dos espetros de *H RMN, o péptido esta impuro.

Para a confirmacao da existéncia efetiva do péptido nos sélidos obtidos, dever-se-ia recorrer
a técnica de espetroscopia de massa, mas até a data de entrega desta dissertacéo, os resultados
nao foram conhecidos e, consequentemente, o péptido ndo foi submetido a testes microbioldgicos
para avaliacdo da sua atividade antimicrobiana. Em alternativa avaliou-se a atividade
antimicrobiana do péptido Tiger 17 comercial, por forma a estabelecer as caracteristicas bases do

péptido no combate a microrganismos, nunca antes verificadas.

Concentracao Minima Inibitéria do Tiger 17

O MIC do Tiger 17, nomeadamente da sua formulacdo comercial (Tiger 17C) foi estabelecido
contra a bactéria S. aureus, uma das mais prevalentes e dificeis de eliminar em infecdes cutaneas.
Apds 24 h de incubacao, o MIC foi determinado em 250 pg/mL. Este é o primeiro relatorio sobre
a capacidade do Tiger 17 de prevenir a acdo microbiana. Considerando que o seu efeito foi mais
importante é registado na inducdo da regeneracao de tecidos e cicatrizacdo de feridas crénicas, a
adicao de recursos antimicrobianos a sua acao é extremamente promissora em engenharia de

tecidos e aplicacdes biomédicas, particularmente na cicatrizacdo de feridas.
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Producao de Nanofibras via Eletrospinning

Apds todo o processo de sintese peptidica e caracterizacdo, e tendo em vista a aplicacdo no
tratamento de feridas cutaneas, decidiu-se aliar a quimica analitica a area téxtil, nomeadamente
a producao de filmes poliméricos nanofibrosos. Considerando os dados anteriores, apenas o
péptido Tiger 17 foi considerado para imobilizacdo nas fibras. Contudo, até chegar a essa etapa,
foi necessaria uma extensa otimizacdo tanto da solucdo polimérica, como dos parametros de

processamento requeridos para a producdo de nanofibras pela técnica de eletrospinning.

Otimizacao das Solucoes Poliméricas

Para a producao de filmes nanofibrosos por eletrospinning é exigido que a solucao polimérica
possua um racio apropriado, nomeadamente entre o CA e o PCL, que ambos os polimeros sejam
dissolvidos em solventes compativeis, e que a viscosidade, a tensao superficial e a condutividade
sejam favoraveis. Previamente ao inicio deste trabalho, sabiamos que a relacdo entre os dois
polimeros escolhidos poderia ser um obstaculo e que uma solucao polimérica envolvendo os dois
polimeros poderia ser “nao eletrospinavel’. Para avaliar todas as vertentes, estudou-se uma gama
de solucdes poliméricas com diferentes racios de PCL e CA em diferentes solventes. Apesar de
saber que o PCL produziria nanofibras mais facilmente, para a aplicacdo biomédica seria de
interesse possuirmos um maior racio de CA, visto que é o CA que promove uma maior adesdo
celular. No entanto, um racio superior de PCL pode fornecer melhores propriedades mecéanicas
as nanofibras, caracteristica igualmente importante tendo em conta a aplicacdo em meios
fisiologicos.

Para que a obtencao de fibras seja alcancada, ndo basta que os polimeros sejam os ideais,
é também necessario que estes estejam dissolvidos em solventes ideais. Numa primeira fase, os
solventes utilizados eram o acido acético/acetona (para dissolver o PCL) e acido acético (para
dissolver o CA). Porém, utilizando estes solventes, era possivel visualizar ao MO e SEM a presenca
de agregados e ndo de fibras. Isto pode dever-se ao facto de o acido acético (solvente utilizado nos
dois polimeros), apesar de possuir um bom efeito de dissolucdo tanto para o PCL como o CA,
formar goticulas ao sair da agulha de eletrospinning e, portanto, favorecer a producdo de
agregados de solvente e nado de fibras. Pela literatura, um dos solventes mais adequados para o

PCL seria o cloroférmio dado que dissolve em perfeitas condicdes o PCL e, para além disso sempre
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que foi utilizado, a obtencao de fibras foi geral.» Ja em relacdo ao CA, o melhor solvente ¢ a
acetona gracas ao seu poder de dissolucao para este polimero. Infelizmente, este solvente gracas
a sua elevada volatilidade nao pode ser usado isoladamente, sendo necessario recorrer a uma
mistura de solventes.’» Para esta mistura, optou-se pela DMF, um solvente comum e que em
estudos anteriores, provou que em combinacao com alguns polimeros (como PCL e CA) favorece
a formacao de fibras uniformes.

Assim, testaram-se quinze combinacdes poliméricas tendo-se chegado a conclusdo que a
solucao PCL a 14%wt em CDCl:/DMF era a ideia, e que conforme se aumentava a % do PCL na
mistura PCL/CA fibras mais regulares eram obtidas, tendo-se chegado a conclusdo de que
PCL/CA 14%:10%wt (3:1) em acetona/DMF (para o CA) e CDCl;/DMF (para o PCL) era a melhor
opcao. Optou-se por produzir filmes utilizando as duas solucdes de forma a que as fibras PCL
14%wt em CDCls/DMF servissem como controlo. Fibras exclusivamente de CA nao foram passiveis
de processar devido a instabilidade do feixe elétrico e a incapacidade de produzir fibras de modo

continuo e sem defeitos.

Parametros de Processamento

Os parametros mais importantes para o eletrospinning sao: o fluxo, a voltagem aplicada, a
altura ao coletor e o didmetro da agulha utilizada. Ao testar ambas as solucdes poliméricas, todos
esses parametros foram variados, a excecado da agulha, que se manteve com um diametro de 18
gauge (G). Ao fazer variar as condicdes de eletrospinning é preciso encontrar um equilibrio entre
todos os fatores e, muitas vezes, um feixe estavel ndo significa que uma nanofibra esteja a ser
produzida.

Para a solucao polimérica de PCL/CA 14%:10%wt (3:1), as condicdes otimizadas foram: 24,7
kV, 3,2 mL/h e 21 cm. Ja para a solucdo de PCL 14%wt em CDCls;/DMF foram: 12 kV, 0,7 mL/h

el7 cm.

Analise e Caracterizacao das Fibras

Visualizacao ao MO e SEM

Obtidos os filmes poliméricos procedeu-se a sua caracterizacao fisica e quimica. A prioridade

inicial era avaliar que de facto a obtencao de nanofibras foi concretizada, recorrendo-se para tal a
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equipamentos de microscopia. Todo o processo de otimizacdo da solucdo polimérica e dos
parametros de processamento referidos anteriormente foi acompanhada pela analise por MO no
qual foi possivel avaliar a existéncia de fibras ou nao, utilizando lentes (objetiva mais ocular) com

uma ampliacao de até 1000x. Como visualizado na Figura 32, as solucbes poliméricas com

maior teor polimérico de CA apresentaram em todas as combinacdes a presenca de agregados.

Figura 32 - Imagens obtidas por microscopia 6tica. a) PCL/CA 14%:10%wt (1:3) com condicdes de: 25
kV, 0,8 mL/h, 18 cm e b) PCL/CA 14%:10%wt (1:3) com condicdes de: 29 kV, 0,8 mL/h, 17 cm.

Apds uma mudanca de estratégia e com recurso a diferentes condicdes de otimizacao,
verificou-se que, de igual forma, as solucdes poliméricas com maior contetdo de CA, testando
solucdes com racios equilibrados (1:1) de CA e PCL e aumentando o peso molecular de PCL para

80.000, mantinham a presenca de agregados e nao fibras (Figura 33).

Figura 33 - Imagens obtidas por microscopia 6tica de uma solucéo polimérica PCL/CA 14%:10%wt (1:1)
com condicoes de: 25 kV, 2,5 mL/h, 18 cm.
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Por fim, aguando analisadas as solucdes poliméricas que posteriormente foram consideradas
ideais, PCL/CA 14%:10%wt (3:1) em 24,7 kV, 3,2 mL/h e 21 cm e PCL 14%wt em CDCl;/DMF
em 12 kV, 0,7 mL/h e 17 cm, os resultados obtidos foram bastante satisfatérios sendo possivel

visualizar a presenca de fibras mesmo em MO (Figura 34).

Figura 34 - Imagens obtidas por microscopia 6tica de uma solucéo polimérica (a) PCL 14% e (b)
PCL/CA 14%]10% (3:1).

Apds confirmacao por MO, os mesmos filmes foram analisados através de SEM para verificar
a morfologia e os didmetros das fibras. Para a obtencdo dos diametros das fibras recorreu-se a
micrografias de uma ampliacdo de 10.000x das quais se fez uma medida de 100 didmetros de
cada imagem. Por analise das imagens e graficos de distribuicdo de didmetros da Figura 35, o
PCL isolado formou fibras com maiores didametros, porém, era esperado que a distribuicdo de
diametros fosse o mais uniforme possivel. Tal ndo aconteceu visto que o desvio padrdo obtido
representa um valor bastante elevado. Esse acontecimento pode justificar-se por diversos fatores
da natureza quimica do polimero como a possivel ocorréncia de interacdes quimicas e
electroestaticas com o solvente.

Analisando os resultados obtidos em (b), retirados da combinacéo polimérica de PCL/CA,
pela imagem SEM é notoria a presenca de fibras com didametros elevados e outras com diametros
bastante menores. A interacao entre o CA e PCL através de ligacdes de hidrogénio é estabelecida
entre o grupo hidroxilo do CA e o grupo carbonilo do PCL. No entanto, como o desvio padrao tem

um valor elevado isso sugere que ha apenas uma parcial miscibilidade entre o CA e o PCL.
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Figura 35 - Imagens de SEM com uma ampliacdo de 10.000x e respetivo grafico de distribuicao de
diametros. Em a) PCL 14%wt em CDCl:/DMF em condictes de 12 kV, 0,7 mL/h e 17 cm e b) PCL/CA
14%:10%wt (3:1) em condicoes de 24,7 kV, 3,2 mL/h e 21 cm.

Fibras com diametros menores sao vantajosas para este tipo de aplicacdes biomédicas visto
que promovem uma maior adesdo celular e aumentam a porosidade dos filmes poliméricos,

resultando numa maior permeabilidade ao oxigénio e vapor de agua.

Caracterizacao por ATR-FTIR

A composicdo quimica das fibras formadas pelo polimero PCL e pela mistura PCL/CA foi
avaliada por espetros de ATR-FTIR. Os dois espetros PCL e PCL/CA sao mostrados na Figura 36.
Pela literatura, a estrutura do PCL é caracterizada por bandas de absorcao tipicas a 2948 e 2868
cm correspondendo ao grupo quimico CH, a 1725 cm* do grupo C=O e a 1246 e 1166 cm* do

grupo C-0-C. Por comparacdo, a primeira vista os dois espetros obtidos (PCL isolado e mistura
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PCL/CA) aparentam ser iguais apenas com % de transmitancia mais intensas em alguns picos
caracteristicos. Esses picos sdo a 1369 cm e 1236 cm* do grupo CHs, 1167 cm* correspondendo
as vibracdes simétricas de alongamento C-O-C (maior presenca no PCL) e a 1048 cm* do grupo
funcional C-0-C (maior presenca no CA). O pico 1728 cm*caracteristico do grupo C=0 (presente
em ambos os polimeros) ndo apresenta qualquer diferenca de intensidade. Isto pode dever-se ao
estabelecimento de ligacdes entre os polimeros pelo grupo carbonilo do PCL e o grupo hidroxilo
de CA.

Era ja esperado que os espetros ndo fossem muito variaveis tendo em conta que mesmo na

mistura polimérica, o racio de PCL ultrapassa em trés vezes o do CA (3:1).
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Figura 36 - Espetro de ATR-FTIR obtido para os dois filmes poliméricos de PCL e PCL/CA.

Caracterizacao por TGA

A estabilidade térmica dos filmes poliméricos foi determinada pela técnica de TGA (Figura
37). Considerando que a mistura polimérica de PCL/CA era composta de 75% de PCL e apenas
25% de CA era esperado que o comportamento térmico deste filme fosse, mais uma vez, similar
ao do filme contendo apenas PCL. No entanto, com a presenca do CA, é notdrio que a amostra
possui uma maior degradacdo e que esta se inicia a menores temperaturas (290°C) do que

guando temos apenas PCL (300°C). Conclui-se que a temperatura de decomposicéo térmica das
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fibras PCL/CA foi diminuida em comparacdo com PCL puro. Tal é explicado pelas propriedades
do PCL que apresentam uma maior resisténcia térmica e na presenca de uma mistura dos dois

polimeros, esta caracteristica desvanece.
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Figura 37 - Grafico de TG de % perda de massa vs temperatura (°C) dos dois filmes poliméricos PCL e

PCL/CA.

Pelo grafico da Figura 38, a derivada do grafico de perda de massa mostra a temperatura
a que o polimero mais degradou, ou seja, qual foi o pico de perda de massa da amostra. Quanto
a mistura, esta apresenta um “shoulder’ entre uma gama de 320-372°C, mostrando que a essas
temperaturas iniciou-se a degradacdo da amostra. O PCL puro teve o fendmeno de degradacao
ocorrido por volta dos 325°C. Ambos os termogramas revelam que a decomposicdo dos dois
filmes se iniciou por volta dos 320°C. No entanto, o dTG revela que o PCL/CA comeca a degradar-
se com maior intensidade, revelando que a presenca de CA reduz a resisténcia térmica. Estas

observacdes corroboram as conclusdes obtidas pelo grafico do TGA.
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Figura 38 - Grafico da derivada de TG (dTG) dos dois filmes poliméricos PCL e PCL/CA.

Caracterizacao por DSC

A técnica de DSC mede as transformacdes fisicas e quimicas que os filmes de PCL e PCL/CA

sofrem quando submetidos a aquecimento. Termogramas DSC de ambos os filmes foram

adquiridos entre 0 e 250°C (Figura 39). Para o filme de PCL, o primeiro pico endotérmico foi

detetado numa temperatura entre 45 e 75°C e no filme de PCL/CA este fendmeno ocorreu num

intervalo de temperatura de 50 e 75°C. Demonstrou-se que o pico endotérmico muda para regides

de temperatura mais altas com a adicdo do CA ao polimero PCL. Este pico refere-se a presenca

de moléculas de agua ligadas aos polimeros, que podem advir da humidade do ar. Com a ligacao

do CA ao PCL, o numero de grupos hidroxilo fica mais reduzido e consequentemente é registado

um menor pico. Também na presenca de CA, ocorre um segundo pico endotérmico muito ténue

a uma temperatura aproximada de 200°C onde comeca a existir alguma degradacao das cadeias

poliméricas do CA, nomeadamente as secundarias, tal como aconteceu em TGA.
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Fluxo de calor (mW)
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Figura 39 - Grafico de DSC de fluxo de calor (mW) em funcao da temperatura (°C) numa gama de 0-

250°C, dos dois filmes poliméricos PCL e PCL/CA.

Testes de Swelling e Porosidade

Swelling

O grau de hidratacdo ou swellingdos filmes poliméricos foi determinado medindo as variacoes
de peso apds 7 dias de imersdo em fluido corporal simulado (SBF) a 37°C. Estudos prévios
mostraram que a absorcdo de agua ou meios fisiologicos altera a distribuicdo e as ligacoes
quimicas existentes nos filmes poliméricos, tornando-os hidratados e diminuindo a sua resisténcia
mecéanica.’» Os dados da Tabela 10 mostram uma diminuicao do grau de swellingquando o CA
esta presente. Tal ndo era esperado uma vez que o contelldo em CA deveria ter um maior efeito
de retencao de fluidos visto que torna os filmes poliméricos menos hidrofébicos. Contudo, tal como
foi observado no DSC, é provavel que muitos dos seus grupos hidroxilo tenham ficado
condicionados em combinacdes com o PCL ou protegidos por esse polimero. Deste modo ndo sé
foram perdidos grupos do PCL como do CA, reduzindo as ligacdes possivel com as moléculas de

agua do meio.
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Tabela 10 - Grau de swelling (%) dos filmes poliméricos de PCL e PCL/CA em contacto com 1 mL de

SBF num periodo de 7 dias.

Grau de Swelling (%)
PCL 14%wt 74,839
PCL/CA (3:1) 55,303

Porosidade

A porosidade ¢ um fator importante na resisténcia mecanica de um filme polimérico. A
determinacdo da porosidade dos filmes foi efetuada indiretamente através da imersao de filmes
poliméricos em etanol (Tabela 11). O etanol é um solvente que nao incha as fibras, nao
comprometendo a sua estrutura.2 Aqui, o contetido de CA desempenha um papel importante na
definicdo da estrutura porosa do filme. Como tal, na presenca de CA o filme polimérico torna-se
menos compacto e mais suscetivel a rutura, apresentado uma maior percentagem de porosidade.

As observacdes feitas pelas analises SEM confirmam estes dados.

Tabela 11 - Porosidade (%) dos filmes poliméricos de PCL e PCL/CA em contacto com 1 mL de etanol

por um periodo de 7 dias.

Densidade (g/cm?) Volume Porosidade em Etanol (%)
PCL 14% 3,800 44,360
0,789
PCL/CA (3:1) 11,400 78,158

Avaliacdo do Angulo de Contacto e Energia de Superficie

As medicoes do angulo de contato das superficies poliméricas de PCL e PCL/CA estao
representadas na Figura 40. Os solventes testados foram H:O (solvente polar), benzeno (apolar)
e polietilenoglicol (PEG) (natureza polar e apolar). O filme polimérico de PCL, em contacto com a
agua (a)) gera angulos de contacto elevados, caracteristica da sua natureza hidrofobica. Ao
mesmo tempo, também o filme polimérico de PCL/CA, no mesmo solvente, produz angulos de
contacto ainda mais elevados, confirmando que apesar da presenca do CA, o filme manteve as

suas caracteristicas hidrofdbicas, o que também pode explicar os resultados do swelling e as
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observacdes do DSC. As figuras designadas com ¢) e e) correspondem aos filmes poliméricos de
PCL no solvente benzeno e PEG, respetivamente, onde é possivel concluir que os angulos de
contato desta superficie sdo superiores aos angulos de contacto do PCL/CA (d), f)). Os valores
de angulo de contacto em PCL/CA, em solventes apolares, demonstra que a superficie apresenta

um comportamento hidrofébico, pelo que a adicdo de CA nao contribuiu para uma melhor

hidrofilicidade da superficie polimérica.

a) . b) l

150,0°+16,9 165,0°+16,0

44,6°+9,3 21,4°45,1

e) f)

37,4°£14,9 26,8°+2,0

Figura 40 - Imagens retiradas do equipamento goniometro e valores das médias dos angulos de
contacto para cada solvente testado. a) PCL em H:0; b) PCL/CA em H.0; ¢) PCL em benzeno; d)
PCL/CA em benzeno; e) PCL em PEG; f) PCL/CA em PEG.

Sintese e aplicagdo de péptidos antimicrobianos no desenvolvimento
de pensos para cicatrizacao de feridas cutaneas

75



Resultados e Discussao

Obteve-se para o filme de PCL uma energia superficial total de 53,0 mN/m e para o filme
PCL/CA, 31,4 mN/m. Estes valores foram obtidos seguindo o modelo matematico Owens-Wenalt-
Rabel & Kaelble, e utilizando as componentes polar e dispersiva registadas na Tabela 12.
Contrariamente a literatura, a superficie com maior valor de energia superficial (PCL) foi a que
obteve maiores angulos de contacto, exceto na presenca de agua. A adicao do CA fez com que o
valor da energia superficial diminuisse, o que deveria significar que os angulos de contacto seriam
maiores visto que as interacdes quimicas seriam mais fracas. Tal ndo se comprovou, tendo em
conta que mesmo com o solvente benzeno (apolar), os angulos de contacto foram os mais baixos.
Com essa perspetiva, conclui-se que havera falta de uniformidade do polimero PCL e CA no filme
polimérico, onde por vezes poderemos encontrar o PCL mais a superficie, tornando o filme
bastante mais hidrofobico e noutro momento, podera estar o CA mais a superficie, aumentando
apenas ligeiramente a hidrofilicidade do filme polimérico. Esta conclusado vai de encontro aos
resultados obtidos por SEM e MO, onde através dos didmetros das fibras se concluiu que haveria

apenas uma miscibilidade parcial entre o PCL e o CA.

Tabela 12 - Componente Polar e Dispersiva da energia superficial para os solventes testados onde y. é
o valor da tensao superficial total do solvente e y.¢ e y»sé@o os valores da componente dispersiva e polar

da energia superficial do solvente, respetivamente.™

yi(mJ/m?) Y (mJ/m?) Y (mJ/me)
H-0 72,8 21,8 51,0
Benzeno 28,9 27,1 1,8
PEG 48,0 29,0 19,0

Analise da Atividade Antimicrobiana

Incorporacao do Tiger 17C nos Filmes Poliméricos

A imobilizacao do péptido na superficie dos filmes poliméricos foi avaliada recorrendo a um
teste antimicrobiano de cinética de crescimento microbiano. Este teste foi efetuado em filmes
imobilizados e nao imobilizados com o péptido e avaliado pelo numero de bactérias viaveis em

periodos de incubacao especificos, 1, 2, 4, 6 e 24 h, assim como a reducao logaritmica associada
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(Figura 41). Os dados relataram uma acédo antimicrobiana melhorada nos filmes imobilizados

com o peptido apenas na primeira hora de cultura.

2.0 6x10°
mm— PCL — PCL
=== PCL/CA _ — PCL/CA
1.54 === PCL_TI7C = — PCL_TITC
== PCL/CA_T17C E 4x105 PCL/CA_T17C
10 s i
3 2x10°H
0.54 2
0.0 : ) A . o 0 2 4 6 8 20 24
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 41 - a) Evolucao do numero de bactérias S. aureus ao longo do tempo (até 24h de incubacao),
em contato com o Tiger 17C (T17C). O controlo positivo para esta bactéria atingiu = 8,1x10° unidade de

formacao de colénias (UFC)/mL. (b) Reducéo do log de S. aureus em relacdo ao tempo Oh.

Os filmes foram modificados com o péptido Tiger 17C, no valor 2xMIC, por 72 h. No entanto,
devido a natureza altamente hidrofébica dos filmes baseados em PCL, a repulsao do péptido era
esperada mesmo apods um periodo de contacto tao longo (os filmes permaneceram no banho de
incubacado do péptido). Esses resultados demonstram que a quantidade de péptido ligado foi
pequena e que este foi libertado muito rapidamente. E provavel que o péptido ligado & superficie
tenha interagido com os polimeros por meio de ligacdes fracas. Dos dois filmes poliméricos, o
PCL/CA parecia ter mais ligacdo ao Tiger 17C. Este é um resultado muito interessante,
considerando que a hidrofobicidade dos filmes PCL/CA foi ainda mais importante do que a do
PCL. E provavel que devido & exposicdo prolongada dos filmes ao péptido, algumas moléculas se
tenham encaminhado para os grupos hidroxilo livres do CA, formando mais interacdes. Apds 2 h
de incubacao, uma reducdo continua no numero de células é observada para todas as superficies.
Isso & promovido pelos filmes poliméricos nanoestruturados, que retém muitas células
bacterianas. Ainda, entre as 6 h as 24 h de cultura, a importancia da estrutura do filme é anulada

pelo continuo crescimento da bactéria. Sem o péptido antimicrobiano para inibir o seu
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crescimento, as bactérias continuaram a evoluir, superando a reducao inicial introduzida ou pelo
péptido ou pelo filme polimérico.

Para melhorar a relacao entre os filmes poliméricos e o péptido, seria de interesse que em
trabalho futuro os filmes fossem submetidos a tratamentos especificos de forma a anular alguma
da sua hidrofobicidade que impede uma ligacdo mais eficaz com o Tiger 17. Algumas alternativas
passam, por exemplo, por submeter os filmes a um tratamento por oxidacao na superficie (por
exemplo por UV ou plasma), imersdo em solucdo de NaOH/EtOH para gerar radicais livres e
proporcionar mais pontos de ligacdo entre o péptido e a superficie polimérica e, assim, aumentar

a hidrofilicidade dos filmes poliméricos.
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Conclusoes

Este projeto de investigacdo foi assente na ambicao de criar solucdes para combater um
grande problema de saude global: a resisténcia aos antibioticos e o seu impacto nas feridas
cutaneas. A resisténcia de microorganismos a antibidticos nao é um topico recente, porém, nos
ultimos anos tem ganho um enorme destaque devido as elevadas estatisticas de mortalidade em
todo 0 mundo. O seu uso inadequado e excessivo fez com que bactérias desenvolvessem
mecanismos naturais de resisténcia tornando os antibioticos, na sua maioria, ineficazes. A bactéria
S.aureus tem uma elevada incidéncia em tecidos lesados e sendo uma das bactérias com maior
poder de sobrevivéncia a antibioticos [-lactdmicos, provoca infecdes crénicas e generalizadas. A
utilizacdo de AMPs surgiu como uma resposta eficaz a este problema, tendo substituido os
antibidticos convencionais em diversas utilizacoes.

Uma delas é a aplicacao desses mesmos AMPs em pensos bioativos de forma a reparar mais
rapidamente, por intermédio de uma acéo localizada, uma ferida com um determinado grau de
infecdo ou ja considerada cronica. Neste momento, a forma de travar a exposicéo de uma ferida
ao ambiente circundante & pela aplicacao de um penso que previna qualquer sujidade e
contaminacao exterior. Um penso pode ser constituido por varios tipos de tecidos e a busca por
solucdes inteligentes, mais economicas e automatizadas € um dos pilares da evolucéo da industria
téxtil. Pensos bioativos contém elementos biolégicos que permitem que o proprio penso produza
uma acdo meédica consequente da sua ligacao as fibras. Estas fibras sdo, geralmente, provenientes
de materiais poliméricos com caracteristicas quimicas e mecanicas apraziveis para a aplicacao
biomédica.

Neste trabalho, sintetizou-se o AMP Peptaibolin através do método de sintese MW-SPPS,
numa resina de Wang, com o objetivo de avaliar a sua atividade antimicrobiana e possivel
imobilizacdo em fibras produzidas pelo equipamento de eletrospinning. O Peptaibolin, por ter
natureza apolar, era expectavel que a sua dissolucao num solvente apropriado para os testes
microbianos fosse um obstaculo, o que se comprovou, visto que este AMP se solubilizou apenas
em 10% DMSO/H.0. De qualquer forma, o teste de MIC foi conduzido utilizando as bactérias
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa,
onde se concluiu que o péptido nao apresentava qualquer atividade antimicrobiana tanto nas
bactérias Gram-positivas como Gram-negativas e, portanto, deixou de ser o objeto de estudo para

este projeto.
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Outro péptido foi igualmente sintetizado, o Tiger 17, no mesmo método de MW-SPPS, mas
numa resina Fmoc-Rink-Amide. Embora seja um péptido pouco explorado (até agora), era de
interesse testar se este péptido poderia ter atividade antimicrobiana contra as bactérias mais
prevalentes em feridas cutaneas, nomeadamente a S. aureus, visto que estudos prévios ja haviam
demonstrado a sua elevada capacidade cicatrizante em tecidos lesados. Por ser um péptido nunca
antes sintetizado em contexto laboratorial académico, procedeu-se a diversos processos de
otimizacao, tendo-se concluindo que o péptido sintetizado se encontrava impuro e sem condicoes
para gque os testes microbianos fossem realizados.

Como forma de estabelecer a sua atividade antimicrobiana caracteristica, o péptido Tiger 17
obtido comercialmente foi submetido a testes microbianos de MIC e cinética de crescimento
microbiano onde se demonstrou que este péptido possui atividade antimicrobiana que aliada a
sua capacidade de regeneracdo de tecidos e cicatrizacdo de feridas crénicas se torna numa
alternativa extremamente promissora em engenharia de tecidos e aplicacbes biomédicas,
particularmente na cicatrizacao de feridas.

Para aplicacao dos AMPs, todo um método de producao de nanofibras teve de ser otimizado.
O equipamento utilizado foi o eletrospinning que permite a producdo de nanofibras através da
aplicacao de elevadas voltagens a uma solucdo polimérica previamente preparada. Com uma
mistura polimérica de PCL/CA e uma solucdo controlo de PCL, obtiveram-se filmes poliméricos
nanofibrosos, cuja gama de diametros foi confirmada por MO e SEM. Estes filmes poliméricos
foram submetidos a diversos testes de analise e caracterizacdo de superficies, de entre os quais
se pode destacar o ATR-FTIR, TGA e DSC, testes de swelling, porosidade e molhabilidade.

Ambos os filmes de PCL e PCL/CA sado considerados de natureza hidrofébica e resistentes a
temperatura e a adicao do CA nao permitiu um aumento de forma eficaz de caracteristicas
vantajosas para a utilizacdo dessas fibras em pensos bioativos. E possivel que o grau de
miscibilidade entre os dois polimeros ndo seja suficiente o que justifica que o péptido possua fraca
imobilizacdo na superficie polimérica e seja necessario alcancar melhores solucdes para que 0s

péptidos tenham uma acéo e libertacao mais controlada.

Perspetivas Futuras

Os resultados obtidos em tempo Util para a escrita desta dissertacdo sado, sem duvida, de

uma matéria bastante promissora no campo da engenharia téxtil, aliada a quimica e a engenharia
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de tecidos. Contudo, considerando as inconveniéncias provocados pela situacao pandémica atual,
que restringiram a atividade pratica e a utilizacdo dos equipamentos de processamento e
caracterizacao, algumas questdes ficaram por responder e por aprofundar. Num futuro proximo,
é de interesse estudar mais estratégias de otimizacédo para que a sintese do Tiger 17, por forma
a aumentar a sua eficacia . A utilizacao de outras técnicas de caracterizacéo estrutural e de massa,
permitiria ainda a confirmacdo de parametros como pureza, essencial para que testes
antimicrobianos sejam conduzidos com maior sucesso.

A nivel de producao de nanofibras, apesar de ja ter sido efetuado um exaustivo processo de
otimizacdo de parametros de processamento e de solucéo polimérica, seria importante o estudo
de novos racios entre PCL e CA ou de novas formas de tratamento dos filmes poliméricos pés-
producao para que a sua molhabilidade seja aumentada. Mais ainda, um estudo mais aprofundado
sobre os tipos de ligacdes geradas entre os polimeros e a influéncia da sua natureza para a
producdo de solucdes homogéneas seria extremamente Util para a compreensao dos fendémenos

observados.
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Materiais e Reagentes

A sintese em micro-ondas foi realizada no sintetizador peptidico manual Discover SPPS (CEM
Corporation). Os suportes sélidos usados foram a resina Fmoc-Phe-Wang com um grau de
funcionalizacéo de 0,51 mmol/g e a resina Fmoc-Rink Amide com um grau de funcionalizacdo de
0,53 mmol/g, ambas adquiridas & AAPPtec.

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de H foram obtidos no aparelho Bruker
Avance Ill 400 numa frequéncia de 400 MHz para 'H, usando o pico do solvente como referéncia
interna, a 25°C. O solvente deuterado utilizado foi o cloroférmio (CDCls) com grau de deuteracéo
superior a 99,8% (Acros Organics) e DMSO-ds com grau de deuteracdo superior a 99,8% (Acros
Organics). Os deslocamentos quimicos (8) estdo definidos em partes por milhao (ppm).

Para verificacdo da pureza e conteudo de aminoacidos no péptido foi utilizada cromatografia
em camada fina (TLC), usando placas de gel de silica com 0,25 mm de espessura e com indicador
de fluorescéncia F254 (Nagel DC-Fertiplatten Kieselgel 60). A visualizacao foi feita pela incidéncia
de radiacdo ultravioleta/visivel (UV/vis, A- 254 € 365 nm) numa cadmara CN-6 de luz UV/vis e
utilizacao de uma camara de iodo.

A analise por HPLC analitico foi realizada com uma coluna Licrospher 100 RP18 (5 um) num
sistema de HPLC composto por uma bomba Jasco PU-980, acoplada a um detetor UV/vis
Shimadzu SPD-GAV e um registador Shimadzu C-RGA Chromatopac.

A producdo dos filmes fibrosos através da técnica de eletrospinning foi efetuada no
equipamento de eletrospinning MECC NF-103.

Os testes de TGA foram realizados no aparelho STA 449 F3 da NETZSCH Q500 utilizando
um cadinho de aluminio. A curva de TGA foi obtida numa gama de temperaturas entre 25-600°C
em atmosfera de nitrogénio, com um fluxo de 200 mL/min e aumento de temperatura gradual de
10°C/min.

A técnica de DSC foi realizada no aparelho Power Compensation Diamond DSC (Perkin Elmer,
MA) com um Intracooler ILP, baseado nas normas ISO 11357-1:1997, I1SO 11357-2:1999 e ISO
11357-3:1999. Os testes foram conduzidos sobre atmosfera de nitrogénio com um fluxo de 20
mL/min e uma taxa de aumento de temperatura de 10°C/min.

O espetrofotometro Nicolet Avatar 360 Fourier Transform Infrared (FTIR) (Madison, WI) com

um acessorio de Refletancia Total Atenuada foi usado para tracar os espetros de ATR-FTIR dos
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filmes de PCL e PCL/CA. Para cada filme, foram feitos um total de 45 scans com uma resolucao
espectral de 8 cm*com um alcance de entre 400-4000 cm™.

Para os testes antimicrobianos, os meios de cultura caldo de soja triptico (TSB) e agar de
soja triptico (TSA) foram adquiridos na VWR (USA). O meio de cultura de Mueller Hinton (MHB) foi
obtido do Condalab (Spain). Todas as bactérias testadas foram fornecidas pela American Type
Culture Collection (ATCC, Spain), abrangendo as bactérias Gram-positivas S. aureus (ATCC 6538)
e S. epidermidis (ATCC 35984) e as Gram-negativas £. coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa (ATCC
25853).

Os reagentes e solventes secos foram usados conforme adquiridos comercialmente (AAPPtec,
Acros Organic, Sigma Aldrich, Merck). A resina e os aminoacidos que ndo foram preparados no

laboratorio foram adquiridos comercialmente (AAPPtec).

Sintese do péptido Peptaibolin (Ac-Leu-Aib-Leu-Aib-Phol) por MW-
SPPS na resina Wang

TR

Reagente de acoplamento: DIC/HOBt

Partindo de 1,1 g de resina Fmoc-Phe-Wang (0,51 mmol/g), procedeu-se a remocao do grupo
protetor adicionando 5 mL de uma solucao de piperidina 20% em DMF ao vaso reacional contendo
a resina, colocou-se o0 vaso reacional com a fibra ética para medicdo de temperatura no micro-
ondas e escolheu-se o programa de desprotecdo SPPS a 75°C e 20 W durante 30s. Apods esta
desprotecao inicial, filtrou-se a solucdo de piperidina 20% em DMF e adicionou-se novamente 7

mL desta solucao, tendo-se selecionado novamente o mesmo programa, durante 3 min. Filtrou-se
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a solucdo e realizaram-se as lavagens: DMF (3x) e MeOH (3x), repetindo 4 vezes este ciclo de
lavagem.

De seguida, acoplaram-se sequencialmente todos os aminoacidos na ordem Fmoc-Aib-OH,
Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Aib-OH e Fmoc-Leu-OH. Dissolveu-se o aminoacido Mprotegido (0,0028 mol,
5 equiv.), HOBt (0,0028 mol, 0,4756 g, 5 equiv.) e DIC (0,0028 mol, 0,35 mL, 5 equiv.), sendo
que a mistura reacional contendo o aminoéacido Aib necessitava de um periodo de agitacdo de 2
h, enquanto a mistura reacional contendo 0 aminoacido Leu permaneceu em agitacdo durante 5
min. Apds dois ciclos de irradiacdo com microondas com as condicoes de 75°C e 20 W durante
5 min, procedeu-se com as seguintes lavagens: DMF (3x) e MeOH (3x), 3 ciclos de lavagem.

Antes da separacao do péptido da resina, procedeu-se a acetilacdo na qual se suspendeu a
resina em 7 mL de DMF seca, adicionou-se 1 mL de DIPEA (14 equiv.) e de seguida 0,4 mL de
anidrido acético (7 equiv.). Deixou-se a mistura sob agitacdo durante 1,5 h. Apos esse periodo,
lavou-se a resina com DMF (2x), MeOH (2x), DCM (3x) e éter etilico (3x), e posteriormente foi seca
no exsicador a temperatura ambiente.

Apds obtencdo da sequéncia final e acetilacdo procedeu-se a separacao redutora do péptido,
Ac-Leu-Aib-Leu-Aib-Phol, da resina Wang. Num baldo de 3 entradas, suspendeu-se NaBH. (5 equiv.)
em THF seco (16 mL/g de resina) sob atmosfera de nitrogénio e adicionou-se etanol seco (4 mL/g
de resina e LiBr (5 equiv.). Agitou-se vigorosamente a mistura durante 15 min em banho de gelo
e mais 15 min a temperatura ambiente. Adicionou-se a resina a mistura anterior e deixou-se em
agitacao a temperatura ambiente por um periodo de 24 h.

A separacao da resina da mistura reacional foi feita através da filtragem para um funil de
placa porosa e lavou-se com THF (2x), EtOH (2x) e EtOAc (2x), diretamente para um balao de
fundo redondo de 100 mL. Acido acético foi adicionado gota a gota de forma a eliminar todo o
borohidreto presente na mistura. Evaporou-se o solvente sem aquecimento e procedeu-se a
extracdo, utilizando uma combinacdo de H.0O:acetato de etilo:solucdo saturada de NaCl (3x).
Recolheu-se a fase organica e secou-se utilizando MgSO. anidro. Apds filtracdo, o solvente foi
evaporado sem aquecimento, a secura. Adicionou-se éter etilico e colocou-se no frio. Centrifugou-
se a solucao até se obter solido branco.

Obteve-se 0,1222 g de péptido, correspondente a um rendimento de 40,6% de solido branco
puro, como confirmado por cromatografia de HPLC usando como eluente ACN/H:0 (1:1) com

0,1% de TFA. A estrutura do composto foi confirmada por espetroscopia de *H RMN.
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Reagente de acoplamento: DIC/Oxima

Partindo de 1,1 g de resina Fmoc-Phe-Wang (0,51 mmol/g), procedeu-se a remocao do grupo
protetor adicionando 5 mL de uma solucao de piperidina 20% em DMF ao vaso reacional contendo
a resina, colocou-se o0 vaso reacional com a fibra ética para medicdo de temperatura no micro-
ondas e escolheu-se o programa de desprotecdo SPPS a 75°C e 20 W durante 30s. Apods esta
desprotecao inicial, filtrou-se a solucdo de piperidina 20% em DMF e adicionou-se novamente 7
mL desta solucao, tendo-se selecionado novamente o mesmo programa, durante 3 min. Filtrou-se
a solucdo e realizaram-se as lavagens: DMF (3x) e MeOH (3x), repetindo 4 vezes este ciclo de
lavagem.

De seguida, acoplaram-se sequencialmente todos os aminoacido por esta ordem: Fmoc-Aib-
OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Aib-OH e Fmoc-Leu-OH. Dissolveu-se o aminoacido Mprotegido (0,0028
mol, 5 equiv.), Oxima (0,0028 mol, 0,3986 g, 5 equiv.) e DIC (0,0028 mol, 0,35 mL, 5 equiv.),
sendo que a mistura reacional contendo o aminoacido Aib necessitava de um periodo de agitacdo
de 2 h, enquanto que a mistura reacional contendo o0 aminoacido Leu permaneceu em agitacdo
durante 5 min. Apés dois ciclos de irradiacdo com microondas com as condicdes de 75°C e 20
W durante 5 min, procedeu-se com as seguintes lavagens: DMF (3x) e MeOH (3x), 3 ciclos de
lavagem.

Antes da separacao do péptido da resina, procedeu-se a acetilacdo na qual se suspendeu a
resina em 7 mL de DMF seca, adicionou-se 1 mL de DIPEA (14 equiv.) e de seguida 0,4 mL de
anidrido acético (7 equiv.). Deixou-se a mistura sob agitacdo durante 1,5 h. Apos esse periodo,
lavou-se a resina com DMF (2x), MeOH (2x), DCM (3x) e éter etilico (3x) e secou-se no exsicador
a temperatura ambiente.

Apds obtencao da sequéncia final e acetilacdo procedeu-se a separacao redutora péptido, Ac-
Leu-Aib-Leu-Aib-Phol, da resina Wang. Num baldo de 3 entradas, suspendeu-se NaBH: (5 equiv.)
em THF seco (16 mL/g de resina) sob atmosfera de nitrogénio e adicionou-se etanol seco (4 mL/g
de resina e LiBr (5 equiv.). A mistura foi agitada vigorasamente durante 15 min em banho de gelo
e mais 15 min a temperatura ambiente. Adicionou-se a resina a mistura anterior e deixou-se em
agitacao a temperatura ambiente por um periodo de 24 h.

A separacao da resina da mistura reacional foi feita através da filtragem para um funil de
placa porosa e lavou-se com THF (2x), EtOH (2x) e EtOAc (2x), diretamente para um balao de

fundo redondo de 100 mL. Acido acético foi adicionado gota a gota, de forma a eliminar todo o
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borohidreto presente na mistura. Evaporou-se o solvente sem aquecimento e procedeu-se a
extracdo, utilizando uma combinacdo de H.0O:acetato de etilo:solucdo saturada de NaCl (3x).
Recolheu-se a fase organica e secou-se utilizando MgSO. anidro. Apos filtracao, evaporou-se sem
aquecimento o solvente a secura. Adicionou-se éter etilico e colocou-se no frio. Centrifugou-se a
solucao até se obter sélido branco.

Obteve-se 0,1504 g de péptido, correspondente a um rendimento de 50,0% de solido branco puro,
como confirmado por cromatografia de HPLC usando como eluente ACN/H:0 (1:1) com 0,1% de
TFA. Devido a diversidade de estudos que tem como alvo este péptido, a estrutura do composto

foi unicamente confirmada por espetroscopia de RMN.

Para confirmacao estrutural, foram dissolvidos 5 mg de péptido em 500 pL de ds-CDCL:e
transferidos para um tubo de RMN. O espetro de RMN foi registrado a 400 MHz, usando o pico

de solvente como referéncia interna.

'H RMN (CDCl:ds, 400 MHz) 6. = 0,97-1,00 (12H, m, 4xCH-Leu); 1,38 (3H, s, CH=Aib); 1,39
(3H, s, CH=-Aib); 1,48 (3H, s, CH=-Aib); 1,54 (3H, s, CH=Aib); 1,58-1,89 (6H, m, BCH-Leu+ yCH-
Leu); 2,14 (3H, s, CH:CO); 2,73-2,83 (5H, m, BCH- Phe); 3,61-3,72 (2H, m, CH.OH); 3,96 (1H,
s, a-CH); 4,02-4,08 (1H, m, aCH-Leu); 4,29 (1H, s, a-CH-Leu); 7,15-7,30 (5H, m, CH-Phol); 7,86
(1H, s, NH); 8,06 (1H, s, NH); 8,15 (1H, s, NH).

Caracterizacao do péptido Peptaibolin: Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para confirmacédo da pureza do Peptaibolin, trés solucdes de eluente foram preparadas. Os
eluentes acetonitrilo/agua (ACN/H:0) (1:1), ACN/H:0 (2:1) e ACN/H:0 (1:2) foram preparados
apos filtracdo dos solventes adicionando 0,1% de acido trifluoroacético (TFA). Todas as solucdes
foram colocadas em banho de ultrassons por 10 min para desgaseificacdo. O péptido foi dissolvido
em 500 pL de ACN/H:0 (2:1) e efetuou-se injecdes de 20 pL com fluxo de 1 mL/h e a detecéo a

215 nm com range=0,64.
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Sintese do péptido Tiger 17 c[Trp-Cys-(Lys-Pro)--Arg-Cys-His-NH:], por
MW-SPPS na resina Fmoc-Rink Amide
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Partindo de 0,6 g de resina Fmoc-Rink-Amide (0,53 mmol/g), procedeu-se a remocdo do
grupo protetor adicionando 3 mL de uma solucéo de piperidina 20% em DMF ao vaso reacional
contendo a resina, colocou-se 0 vaso reacional com a fibra ética para medicao de temperatura no
micro-ondas, e escolheu-se o programa de desprotecdo SPPS a 75°C e 20 W durante 30s. Apds
esta desprotecao inicial, filtrou-se a solucdo de piperidina 20% em DMF e adicionou-se novamente
4 mL desta solucao, tendo-se selecionado novamente o mesmo programa, durante 3 min. Filtrou-
se a solucdo e realizaram-se as lavagens: DMF (3x) e MeOH (3x), repetindo 4 vezes este ciclo de
lavagem.

De seguida, introduziu-se sequencialmente Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Cys(Trt)}-OH, Fmoc-
Arg(Pbf)-OH e Fmoc-Pro-OH. Dissolveu-se os aminoacidos AMprotegidos (0,00265 mol, 6 equiv.),
Oxima (0,00265 mol, 0,2720 g, 6 equiv.) e DIC (0,0028 mol, 0,24 mL, 6 equiv.) e colocou-se a
mistura em agitacdo por um periodo de 15 min. Apés trés ciclos de irradiacdo com microondas
com as condicoes de 75°C e 20 W durante 5 min, procedia-se com as seguintes lavagens: DMF
(3x) e MeOH (3x), 3 ciclos de lavagem.

Para o aminoacido Fmoc-Lys(Boc)-OH dissolveu-se o aminoacido Mprotegido (0,00318 mol,
10 equiv.), Oxima (0,00318 mol, 0,4519 g, 10 equiv.) e DIC (0,00318 mol, 0,42 mL, 10 equiv.)
e procedeu-se a b ciclos de irradiacdo com microondas nas mesmas condicOes anteriores.

Para os ultimos 2 aminoacidos, Fmoc-Cys(Trt)-OH e Fmoc-Trp(Boc)-OH, dissolveu-se os

aminoacidos N-protegidos (0,00238 mol, 7,5 equiv.), Oxima (0,00238 mol, 0,3389 g, 7,5 equiv.)
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e DIC (0,00238 mol, 0,32 mL, 7,5 equiv.) e procedeu-se de igual forma a trés ciclos de irradiacao
com microondas.

Foram efetuadas duas sinteses de Tiger 17 com as mesmas condicdes de sintese e a mesma
combinacao de reagentes de acoplamento, distinguindo-se apenas no método de clivagem do
péptido da resina e dos grupos protetores das cadeias laterais:

Sem scavenger: Partindo de 0,6974 g de resina, procedeu-se a remocao do grupo Fmoc
do ultimo aminoacido acoplado nas condicdes descritas acima. Em seguida, num balao de fundo
redondo (50 mL) adicionou-se uma mistura de TFA/agua (95:5, 10 mL) em banho de gelo e com
agitacao. Transferiu-se a resina para o interior do baldo e a mistura foi mantida em agitacdo suave
durante 2 h. Por fim, filtrou-se a mistura de clivagem e lavou-se a resina com 2 mL de TFA/agua
(95:5) em aliquotas de 0,5 mL. Ao filtrado, juntaram-se 20 mL de éter etilico frio e deixou-se a
precipitar no frigorifico durante a noite. Centrifugou-se o precipitado.

Para o processo de oxidacao para formacao da ponte ditiol entre os dois residuos de cisteina
presentes no péptido, dissolveu-se o precipitado em H.O/AcOH (95:5) e a mistura foi mantida em
agitacado, exposta ao ar e a temperatura ambiente durante 26 h, obtendo-se um sélido apds
liofilizacao.

Com scavenger: Antes de iniciar o processo de clivagem, procedeu-se a remocéo do grupo
Fmoc do ultimo aminoéacido acoplado nas condicdes descritas acima. Num baldo de fundo redondo
(50 mL) adicionou-se uma mistura de TFA:TIPS:H:0 (95:2,5:2,5) (15 mL) em banho de gelo, com
agitacao e em atmosfera de nitrogénio. Transferiu-se a resina para o interior do baldo e a mistura
foi mantida em agitacao suave durante 2 h. Por fim, filtrou-se a mistura de clivagem e lavou-se a
resina com 5 mL de TFA/agua (95:5) em aliquotas de 0,5 mL. Ao filtrado, juntou-se 20 mL de
éter etilico frio e deixou-se a precipitar no frigorifico durante a noite. Centrifugou-se o precipitado.

Para o processo de oxidacao para formacao da ponte ditiol entre os dois residuos de cisteina
presentes no péptido, dissolveu-se os precipitados em H.0/AcOH (95:5) e a mistura foi mantida
em agitacdo, exposta ao ar e a temperatura ambiente durante 48 h, obtendo-se um solido apds

liofilizacao.

Para confirmacao estrutural do péptido Tiger 17, foram dissolvidos 5 mg de péptido em 500
uL de DMSO-ds e transferidos para um tubo de RMN. O espectro de *H RMN foi registado a 400

MHz, usando o pico de solvente como referéncia interna.
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Caracterizacao do péptido Tiger 17: Cromatografia em

Camada Fina (TLC)

Dissolveram-se 2 mg de péptido num menor volume possivel de acetona pura. Numa placa
de gel de silica com 0,25 mm de espessura e com indicador de fluorescéncia. Com o auxilio de
um capilar, foram depositadas 3 gotas de solucdo. A placa de TLC foi colocada em camara de
eluente com uma mistura de eluente CDCl;/MeOH (6:4) e deixou-se o eluente subir até ao limite.
Visualizou-se a placa de TLC pela incidéncia de radiacdo UV/vis (A« 254 € 365 nm) numa camara

de luz UV/\vis e utilizou-se também uma camara de iodo.

Caracterizacao do péptido Tiger 17: Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (HPLC)

Para confirmacdo da pureza do péptido Tiger 17, varias solucdes de eluente foram
preparadas. Filtrando todos os solventes, preparam-se 150 mL de cada solucao de eluente:
ACN/H:0 (1:9), ACN/H:0 (1:3), ACN/H:0 (1:2), ACN/H0 (1:1), ACN/H0 (2:1), ACN/H-0 (3:1),
ACN/H:0 (5:1) e ACN 100% as quais foi adicionado 0,1% de TFA. Todas as solucbes foram
colocadas em banho de ultrassom por 10 minutos para desgaseificacdo. As condicdes do
equipamento testadas foram: fluxo de 1 mL/h, 0,8 mL/h, 0,4 mL/h, comprimento de onda de

215e 280 nm, e range de 0,32 e 0,64.

Concentracao Minima Inibitéria (MIC) do Peptaibolin e do Tiger 17C

As solucoes de trabalho a 8 mg/mL para o Peptaibolin e a 4 mg/mL para o Tiger 17
comercial, foram preparadas usando o solvente mais adequado. Aliquotas foram adicionadas a
primeira coluna de uma placa com 96 pocos com um volume de 100 L. Diluicées em série (1:2)
foram feitas com MHB nos pocos consecutivos, até um volume final de 50 uL. De seguida, a cada
um desses pocos, foram adicionados 50 uL das suspensdes de bactérias preparadas a 2x107
unidades formadoras de coldnias (UFCs)/mL em MHB (inoculadas de uma colonia e cultivadas
durante a noite a 37°C e 100 rpm). Suspensdes de bactérias livres de agentes (positivas) e meios

de cultura (negativos) foram usados como controlos. As leituras de absorbancia foram feitas a um
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comprimento de onda de 600 nm (EZ READ 2000 Microplate Reader, Biochrom, UK), antes e
apds a incubacdo da placa por 24 h a 37°C e 100 rpm. O valor MIC para cada combinacdo de
péptido/bactéria foi estabelecido como a concentracao na qual a bactéria ndo apresentou nenhum

crescimento, determinado visualmente e confirmado pelas diferencas nas leituras de absorbancia.

Preparacao das Misturas Poliméricas de PCL e PCL/CA

Foram preparadas diversas combinacdes de solucdo polimérica de forma a otimizar o
processo de obtencédo das fibras. Numa primeira fase, preparou-se PCL/CA 10%:10%wt (1:3),
PCL/CA 12%:10%wt (1:3) e PCL/CA 14%:10%wt (1:3) com PCL (peso molecular: 78 000, 88%
hidrolisado da Polysciences Europe GmbH) e CA (peso molecular: 30 000 com 39.8% wt de
conteudo acetilo, da Sigma). O CA foi dissolvido em 10% (w/v) em acido acético, enquanto que a
PCL foi dissolvida numa mistura de acetona/acido acético (3:7). Num frasco de 100 mL foram
pesadas as quantidades corretas para um volume de solucdo de 30 mL e os reagentes foram
dissolvidos com auxilio de agitacdo a 300 rpm com uma temperatura de 90°C durante 1 h.

Numa segunda fase, utilizando PCL e CA da mesma gama anterior, prepararam-se 30 mL
das combinacoes PCL/CA 14%:10%wt (1:3) e PCL/CA 16%:10%wt (1:3) onde se dissolveram os
polimeros nos seus solventes respetivos: acido acético para o CA e acetona/acido acético (3:7)
para o PCL. A dissolucéo ocorreu com auxilio de agitacdo a 300 rpm com uma temperatura de
90°C durante 1 h.

Numa terceira tentativa de otimizacao, utilizando desta vez PCL de peso molecular: 80 000
(88% hidrolisado da Polysciences Europe GmbH), prepararam-se 4 combinacdes de solucéo
polimérica: PCL/CA 14%:10%wt (1:1), PCL/CA 14%:10%wt (1:2), PCL/CA 14%:10%wt (1:3) e
PCL/CA 10%:18%wt (1:1). Para as 3 combinacées de PCL/CA 14%:10%wt, dissolveu-se
separadamente o CA em acido acético e o PCL numa combinacao de acetona/éacido acético (1:3).
A solucdo PCL/CA 10%:18%wt (1:1) teve como solventes: acetona/dimetilacetamida (DMAc) (2:1)
para CA e DMF/THF (1:1) para PCL. A dissolucao ocorreu com auxilio de agitacdo a 300 rpm com
uma temperatura de 90°C durante 2 h. Ao fim desse periodo, os polimeros foram misturados e a
solucao permaneceu em agitacao durante 24 h.

Por fim, testaram-se ainda mais 4 variacdes: PCL/CA 14%:10% (2:1) dissolvido em 100%
acido acético para o CA e acetona/acido acético (3:7) para o PCL; PCL/CA 14%:10%wt (3:1)
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dissolvido em acetona/DMF (2:1) para o CA e DMF/CDCIs (1:9) para o PCL, e PCL sozinho a
14%wt dissolvido em duas combinacdes de solventes THF/DMF (1:1) e CDCl:/DMF (9:1).

Producao de Filmes Poliméricos por Eletrospinning

No equipamento de eletrospinning testou-se inicialmente as solucdes poliméricas de PCL/CA

12%:10%wt e PCL/CA 14%:10%wt fazendo variar parametros como a voltagem, o fluxo, a distancia

da agulha ao coletor, e o diametro interno da agulha. Foram testadas diversas condicdes com

voltagens entre 16-25 kV, fluxos entre 0,4-2 mL/h, distancias entre 10-20 cm e didametros de

agulha entre 18-22G.Com as restantes combinacdes de solucao polimérica, foi iniciado um estudo

de otimizacdo onde foram testadas diversas condicoes para se alcancar a formacao de fibras

(Tabela 13).

Tabela 13 - Condicoes testadas no equipamento eletrospinning para otimizacdo da producao de fibras.

Distancia Diametro
Combinacao polimérica Voltagem (kV)  Fluxo (mL/h)  ao coletor agulha
(cm) (G)
PCL/CA 14%|10% (1:3) 25,0 0,8 18,0
PCL/CA 14%|10% (1:3) 29,0 0,8 17,0
PCL/CA 14%|10% (1:3) 25,0 0,8 17,0
PCL/CA 18%| 10% (1:3) Nao se obteve estabilidade do feixe
PCL/CA 14%|10% (1:1) 25,0 2,5 18,0
PCL/CA 14%|10% (1:1) 15,6 1,4 16,0
PCL/CA 14%|10% (1:1) 15,6 2,2 15,0
PCL/CA 14%|10% (1:2) 15,6 2,2 15,0 18
PCL/CA 14%|10% (1:2) 15,6 2,2 14,5
PCL/CA 14%|10% (1:2) 15,6 1,7 15,0
PCL/CA 14%|10% (3:1) 24,7 3,2 21,0
PCL 14% em THF/DMF 13,0 0,7 16,0
PCL 14% em THF/DMF 13,0 0,7 18,0
PCL 14% em THF/DMF 12,0 0,8 17,0
PCL 14% em CDCl;/DMF 12,0 0,8 17,0
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Foram produzidos 3 filmes da combinacdo PCL/CA 14%:10%wt (3:1) e 5 filmes da
combinacao PCL 14%wt em CDCl;/DMF com uma duracao de 2 h cada.

Caracterizacao das Fibras

Tamanho, Porosidade e Morfologia

Imagens de microscopia eletronica de varrimento (SEM) com canhdo de emissao de campo
(FEG-SEM) foram recolhidas dos filmes de PCL e PCL/CA (NOVA 200 Nano SEM FEI Company)
com uma voltagem de aceleracdo de 10 kV. Os filmes foram inicialmente revestidos com uma
pelicula fina (10 nm) de Au-Pd (80-20% em peso) usando um aplicador de alta resolucdo 208HR
(Cressington Company, Watford WD19 4BX, Reino Unido) acoplado a um controlador de espessura
de alta resolucdo (MTM-20 Cressington). A distribuicdo de diametros das fibras obtidas de cada
filme foi determinada fazendo 100 medicdes do diametro das fibras em trés imagens de cada tipo
de composicdo, simulando a distribuicdo de didmetros com uma funcao log normalizada. As
imagens usadas foram as de magnitude de 10.000x e foram processadas com o software ImageJ
(versdo 1.53).

A porosidade dos filmes foi avaliada indiretamente medindo as diferencas de massa antes e
depois da imersdo em etanol. Amostras de 11 mm de diametro, recolhidas de cada combinacao
de polimero, foram examinadas durante 7 dias de incubacdo a 37°C (valor de massa constante).
A porosidade (€) foi calculada usando a seguinte equacdo. Em que W. é o peso antes da imersao

em etanol e W, 0 peso apos imersao.

WZ_

. Wy
% Porosidade = —— x 100
pV

Analise por ATR-FTIR

Os grupos quimicos caracteristicos dos polimeros foram analisados por ATR-FTIR. Os
espectros ATR-FTIR foram desenhados usando um espectrofotdmetro IRAffinity-1S, SHIMADZU
(Kyoto, Japao), com um cristal de diamante. Aqui, aplicou-se uma resolucao espectral de 8 cm-,

para 45 varreduras, numa gama de 4000-400 cm.
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Estabilidade Térmica: Analise por TGA E DSC

As propriedades térmicas, incluindo a degradacao térmica dos filmes de PCL e PCL/CA,
foram analisadas por TGA e DSC. O TGA avaliou as variacoes de perda de peso com aumento de
temperatura na faixa de 25-600°C, a uma taxa de aquecimento de 10°C/min e uma taxa de fluxo
de 200 mL/min (atmosfera inerte de nitrogénio) num STA 7200 Hitachi® (Fukuoka, Japao),
usando cadinhos de aluminio. A massa inicial de cada amostra era de 5+2 mg. Os resultados
foram extrapolados como percentagem de perda de massa vs temperatura. O DSC também foi
utilizado para avaliar a estabilidade térmica dos filmes. Aqui, foi usado um DSC 822 Mettler Toledo
(Columbus, EUA). Os filmes foram submetidos a uma Unica etapa de aquecimento de 0-250°C a
uma taxa de aquecimento de 10°C/min, sob atmosfera de nitrogénio e um fluxo de 20 mL/min
(ambiente inerte). As curvas DSC foram tracadas com fluxo de calor vs temperatura em que o0s

picos exo tem direcdo para cima.

Medicio de Angulo de Contacto e Energia de Superficie

0 angulo de contacto e a energia superficial das superficies dos filmes PCL e PCL/CA para
dH:O (liquido polar), benzeno (liquido apolar) e polietilenoglicol (apolar e polar), foi avaliada usando
um equipamento OCA 200 (medicao de angulo de contacto 6tico e sistemas de analise de
contorno, instrumentos Dataphysics, Filderstadt, Alemanha) juntamente com o Software OCA15
plus (versao 1.2), seguindo o método da gota séssil. O volume das gotas de liquido foi estabelecido
em 5 L. Os valores dos angulos foram recuperados 8 segundos apos o contacto com a superficie.
O valor de angulo de contacto é reportado como a média de 6 valores de angulos consecutivos na
mesma superficie. A energia superficial das superficies foi calculada aplicando o seguinte conjunto

de equacdes. 11122
o, =02 + ol

o, € o0 valor total da energia superficial de uma superficie e af e o2 sao as componentes

polar e dispersiva da energia superficial de uma superficie, respetivamente.
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oy(cos 0 + 1) (o)
AT = (o) YD+ (Jad)
2o WD et

o, € o valor total da energia superficial de um solvente, alP e alD sao as componentes polar

e dispersiva da energia superficial de um solvente, respetivamente.

Grau de Swelling

Amostras secas de 11 mm de didmetro de cada filme foram cortadas e pesadas (ms em mg).
De seguida, foram incubadas numa solucdo de fluido corporal simulado (SBF a pH 7,4) a 37°C
por 1, 3 e 7 dias. As amostras foram pesadas apos cada intervalo e o grau de hidratacdo ou

swelling (DS) foi calculado como:

(mw-mad)
DS (%) = m— X 100

onde m. € 0 peso humido da amostra (mg). Os periodos de pesagem foram definidos com o

objetivo de garantir a saturacao total da superficie.

Funcionalizacao das Fibras com Tiger 17C

Os filmes PCL e PCL/CA foram funcionalizados com Tiger 17C-NH. por meio de adsorcéo
fisica. Amostras de 6 mm de diametro foram imersas numa solucao de péptido 2xMIC, preparada
em dH.0, por 24 h a 37°C e 100 rpm. Esta estratégia e periodo de imobilizacdo foram
selecionados para garantir uma ligacao ideal com os filmes, sem risco de perder da configuracdo
ciclica do péptido. Apds a incubacao, os filmes foram lavados trés vezes com PBS, durante 5 min,

sob agitacdo constante de 100 rpm, para remover moléculas de péptido fracamente ligadas.
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Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

Teste de Cinética do Crescimento Microbiano com Fibras

funcionalizadas com Tiger 17C

Amostras de filmes de 6 mm de didametro funcionalizadas com o péptido a 2xMIC foram
combinadas com suspensdes de S. aureus ajustadas para 1x10° UFC/ mL em TSB. Filmes nao
modificados foram usados como controlo. Solucdes de filme polimérico imobilizado com a bactéria
foram incubados a 37°C e 100 rpm, seguindo as diretrizes da norma ASTM-E2149-01. Apds 0
(antes da acdo do agente), 1, 2, 4, 6 e 24 h de incubacao, as bactérias foram diluidas em série
(10 a 10* em PBS), cultivadas em placas de TSA e posteriormente incubadas por mais 24 h a
37°C. A atividade antimicrobiana foi apresentada quantitativamente em termos de % de reducao
bacteriana calculada como a razéo entre o numero de colonias de bactérias sobreviventes
presentes nas placas de TSA, antes e apds o contacto com os filmes. A reducao logaritmica em

relacao ao tempo O h foi também apresentada.
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