S C/Aar

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FiSICA

Isabella Sampaio do Nascimento

Propriedades espectroscopicas da acdo antimicrobiana do

peptideo polycerradin

Séo Carlos

2015



Isabella Sampaio do Nascimento

Propriedades espectroscopicas da acao

antimicrobiana do peptideo polycerradin

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduagdo em Fisica da Universidade
Federal de S&o Carlos como parte dos
requisitos necessarios para a obtencdo do

Titulo de Mestre em Fisica.

Area de concentracdo: Fisica da matéria
condensada
Orientador: Prof. Dr. Fernando M.

Araujo-Moreira

Sao Carlos

2015



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

N244pe

Nascimento, Isabella Sampaio do.

Propriedades espectroscépicas da agao antimicrobiana
do peptideo polycerradin / Isabella Sampaio do Nascimento.
-- Sao Carlos : UFSCar, 2015.

71f.

Dissertacédo (Mestrado) -- Universidade Federal de Sao
Carlos, 2015.

1. Fisica. 2. Espalhamento (Fisica). 3. Fotoluminescéncia.
4. Microrganismos. 5. Raman, Espectroscopia de. 6.
Tratamento antimicrobiano - infecgdes e infestacdes. I.
Titulo.

CDD: 530 (20%)




9)1 UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
y Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia

Programa de Pos-Graduagdo em Fisica

Folha de Aprovagao

Assinaturas dos membros da comissdo examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Dissertagéo de Mestrado da
candidata Isabella Sampaio do Nascimento, realizada em 03/02/2015:

s

Prof. Dr. Fema o} Manuel Aragjo M

Nm\w

Prof. Dr}l Arfano de Giovanni Rodrigues
UFSCar

W Miidie ol

Thf. Dr. 46&&/Geraldo Nery ~
1Bl TUNESP




A minha mde Rosemary, por todo apoio, amor e dedicacéo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, @ minha mde Rosemary e ao meu padrasto Alfredo
por me apoiarem em todos 0os momentos de minha vida e, sobretudo, por serem
responsaveis pela minha formacdo pessoal. O amor e a forca de vocés sdo

imprescindiveis para que eu continue nessa longa caminhada.

Meus sinceros agradecimentos ao prof. Dr. José Geraldo Nery e a todo grupo
LACET por serem responsaveis pela minha base cientifica.

Ao meu orientador Prof. Dr. Fernando Manuel Aradjo-Moreira pela
oportunidade a mim oferecida e pelo valoroso conhecimento passado durante esses dois

anos.

A Dra. Nadja F. G. Serrano pela colaboracéo fundamental para a execucio deste

projeto.

Aos professores, funcionarios e alunos do departamento de Fisica da UFSCar,
em especial, a Mariana, Pedro e Flavia por ndo s6 me auxiliarem nas questOes

cientificas, mas também pela amizade construida.

Agradeco aos meus amigos, Leilane, Isabella, Gabriela, Levy, Felipe e lago por
terem tornado os meus dias em S&o Carlos mais felizes. A amizade e o companheirismo

de vocés foram essenciais.
A Leticia Amorim pelo auxilio dado na escrita deste trabalho.
Ao CNPQ pelo apoio financeiro.

Ao grupo de semicondutores do Departamento de Fisica - UFSCar por terem
disponibilizado, generosamente, 0s equipamentos necessarios para a execugdo deste
trabalho.

A minha familia por todo apoio e torcida. Amo voces.



“A fisica ¢ muito mais do que a mera resolucio de equagdes e interpretagdo de
dados. Até arrisco dizer que existe poesia na fisica, que a fisica € uma expressao

profundamente humana da nossa reveréncia a beleza da natureza.”

Marcelo Gleiser



RESUMO

A espectroscopia € uma técnica baseada na interacdo luz-matéria, que propicia a
determinacdo de informagfes sobre a composicéo e a estrutura de moléculas. Por esse
motivo, é utilizada em diversos campos da ciéncia, dentre eles, a biologia. Existem
diversos tipos de espectroscopia, baseados em fendbmenos fisicos distintos, no entanto,
neste trabalho, sdo abordados apenas dois tipos: Raman e de fotoluminescéncia. A
espectroscopia Raman consiste na analise do espalhamento inelastico da radiacdo ao
incidir sobre uma molécula. A interacdo luz-matéria, neste caso, resulta em uma
alteracdo na energia vibracional molecular. Por outro lado, a espectroscopia de
fotoluminescéncia analisa a radiacdo emitida por moléculas decorrente de transicdes
eletrdnicas, induzidas pela absorcdo de um foton. O presente estudo aborda a aplicacao
de ambas as técnicas na problemética de combate a micro-organismos patogénicos.
Alguns fungos e bactérias sdo causadores de doencas graves e, portanto, o
aprimoramento da eficiéncia na identificacdo e combate a esses micro-organismos € de
grande interesse para a saude publica. Este trabalho visou a aplicacdo das
espectroscopias Raman e de fotoluminescéncia para a identificacdo de trés micro-
organismos patogénicos e de alteracdes nos espectros emitidos por eles, ao se adicionar
um agente antimicrobiano. Foi utilizado neste estudo um novo peptideo com acao
antifingica e antibidtica, denominado de polycerradin, com atividade biologica
comprovada por testes de difusdo em agar. Os espectros obtidos através da técnica de
espalhnamento Raman ndo foram conclusivos, uma vez que houve emissdo de
fotoluminescéncia concomitantemente. No entanto, os espectros de fotoluminescéncia
mostraram uma significativa diminuicdo na intensidade do pico em 695 nm quando o
extrato lipopeptidico (ELP) foi adicionado, para os trés micro-organismos estudados.
Estes resultados demonstram, portanto, a grande potencialidade da aplicacdo de
espectroscopia de fotoluminescéncia, ndo sé para a identificacdo dos micro-organismos,
como também para a determinacdo da inibicdo e/ou morte dos mesmos ao se adicionar
um agente antimicrobiano. Como perspectiva futura, objetivamos o desenvolvimento de
um biossensor, baseado na técnica de fotoluminescéncia, a fim de se utilizar na
identificacdo e no monitoramento de micro-organismos, podendo ser aplicado nas areas

médica, alimenticia, sanitaria, dentre outras.

Palavras-chave: espectroscopia Raman, espectroscopia de fotoluminescéncia, micro-

organismos patogénicos, peptideo polycerradin.



ABSTRACT

The spectroscopy is a technique based on light-matter interaction, which provides
information about the composition and structure of molecules. For this reason, it is used
in various fields of science, including the biology. There are various types of
spectroscopy, based on different physical phenomena, however, in this article, we had
addressed only two types: Raman and photoluminescence. Raman spectroscopy consists
in the analysis of the inelastic scattering of radiation by focusing on a molecule. The
light-matter interaction in this case results in a molecular vibrational energy change. On
the other hand, the photoluminescence spectroscopy analyzes the radiation emitted by
molecules due to electronic transitions induced by absorption of a photon. This study
addresses the application of both techniques in the problem of combating pathogenic
microorganisms. Some fungi and bacteria are causative of serious diseases and,
therefore, the enhancement of efficiency in identifying and combating these
microorganisms is of great interest to public health. This work aimed the application of
Raman spectroscopy and photoluminescence to the identification of three pathogenic
microorganisms and changes in the spectra emitted by them by adding an antimicrobial
agent. In this study a novel peptide with antifungal and antibiotic action was used,
called polycerradin, with biological activity demonstrated by agar diffusion tests. The
spectra obtained by the Raman scattering technique were not conclusive, since there
was photoluminescence emission concomitantly. However, the photoluminescence
spectra showed a significant decrease in peak intensity at 695 nm when the ELP was
added, for all three microorganisms studied. These results demonstrate, therefore, the
great potential application of photoluminescence spectroscopy not only for the
identification of microorganisms as well as for determination of the inhibition and/or
killing of the same by adding an antimicrobial agent. As a future prospect, we aim to
develop a biosensor based on photoluminescence technique, to be used in the
identification and monitoring of micro-organisms. This biosensor could be applied in

various areas such as medical, food industry, sanitary, among others.

Keywords: Raman spectroscopy, photoluminescence spectroscopy, pathogenic

microorganisms, peptide polycerradin.
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1 INTRODUCAO

Muitos micro-organismos exibem comportamento patogénico, causando doencas
graves como tuberculose, célera e meningite. O combate a eles €, portanto, um problema de
salde publica e enfrenta diversos desafios como a necessidade de desenvolvimento de um
método de diagnostico mais rapido e preciso, de novos agentes antimicrobianos, visto que
algumas bactérias tem se tornado resistentes aos ja existentes, e do acompanhamento da acéo

deles sobre os micro-organismos, a fim de verificar a sua eficiéncia.

Este trabalho visa solucionar alguns desses desafios, utilizando as técnicas de
espectroscopia de fotoluminescéncia e de espalhamento Raman para avaliar possiveis
alteracdes nas propriedades espectroscopicas dos micro-organismos, quando um novo agente
antimicrobiano, o peptideo polycerradin, é adicionado aos mesmos. Desta maneira, seria
possivel o desenvolvimento de um biossensor que identificasse 0 micro-organismo, atraves
dos espectros emitidos por ele, e determinasse a porcentagem de inibicdo e/ou morte do
mesmo, ao se adicionar um agente antimicrobiano, com base nas alteragcdes observadas no
espectro. O desenvolvimento de um biossensor que atuasse desta forma implicaria na
obtencdo de um tratamento mais eficiente para doencas causadas por micro-organismos
patogénicos, refletindo em reducdo de custos na saude publica e melhoria na qualidade de

vida da populacéo.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1  Radiacao eletromagnética

A energia eletromagnética é produzida pela oscilagdo dos campos elétrico e
magnético, se propagando na forma de radiagdo. A energia transportada pelas ondas
eletromagnéticas é quantizada em pacotes concentrados, denominados fotons, sendo descrita
em termos de duas propriedades fundamentais: comprimento de onda () e frequéncia (v). As
relagOes entre essas grandezas séo dadas nas seguintes equacoes:

E =hv (1)
=t 2
= )

onde h é a constante de Planck e ¢ é a velocidade da luz no véacuo®.

A radiacdo eletromagnética é classificada em uma determinada regido de acordo com
seu comprimento de onda. O conjunto dessas regides ¢ denominado espectro eletromagnético
(figura 1).

Figura 1- Espectro eletromagnético

-— Aumento na Frequéncia (v)
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Fonte: Adaptado de Luz, tecnologia e arte?.
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2.2 Aproximagéo de Born-Oppenheimer

A energia total de uma molécula é a soma entre a contribuicdo energética, advinda de
interacOes intramoleculares, e os diferentes tipos de movimento que a molécula executa. As
principais formas de energia de uma molécula sdo: translacional, vibracional, rotacional e

eletrénica.

A energia rotacional se deve ao movimento de rotacdo da molécula, em torno do eixo
que passa no seu centro de gravidade, e a radiacdo necessaria para induzir transicdes entre
seus niveis esta na faixa de micro-ondas. O movimento da molécula como um todo origina a
energia translacional, enquanto que o deslocamento dos atomos, que compdem a molécula,
em torno da posicdo de equilibrio deles origina a energia vibracional, cujas transi¢fes entre
seus niveis séo excitadas por radiacGes na faixa préxima ao infravermelho. Por fim, a energia
eletrénica advém do movimento dos elétrons presentes nos &tomos e a radiacdo de excitacao

para induzir transicdes entre seus niveis ocorre na regido da luz visivel e ultravioleta®.

A aproximacdo de Born-Oppenheimer consiste em desacoplar as energias eletronicas
das nucleares, ou seja, considera-las independentes umas das outras, fundamentando-se no
fato de que a massa dos elétrons € muito menor que a massa do nucleo e, portanto, que a

configuracéo eletronica se adapta mais facilmente & configurag&o nuclear”.

Além disso, uma vez que o movimento translacional ndo sofre influéncia dos outros
movimentos executados pela molécula, e que as energias vibracionais sdo muito maiores em
magnitude do que as energias rotacionais, esses trés tipos de energia podem ser considerados

separadamente, facilitando a analise individual de cada um deles®.

2.3 Interacdo Luz-matéria

A incidéncia de radiacdo eletromagnética sobre moléculas pode resultar na ocorréncia
de diversos fendmenos fisicos. Em geral, quando a radiacdo esta na faixa de luz visivel, a
interacdo com a molécula pode ocorrer por dois processos fundamentais: o de absor¢do do

foton e o de espalhamento dele.”

O processo de absorcdo do féton consiste na transicdo da molécula de um estado
eletrbnico menos energético para um estado mais energético (estado excitado). Quando a
molécula retorna para o seu estado inicial, ha a liberacdo do excesso de energia, podendo ser

com a emissdo de um f6ton, processo denominado fotoluminescéncia, ou na forma de calor.®
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No espalhamento, a radia¢do incidente em uma determinada dire¢do pode ser desviada
para outra dire¢do. Esse processo € dividido em duas classes: a do espalhamento elastico, em
que a radiacdo espalhada possui o0 mesmo comprimento de onda da radiacdo incidente
(Rayleigh), e a do espalhamento ineléstico, em que h4 uma variagdo no comprimento de onda
entre a radiacdo incidente e a espalhada, cujo tipo principal é conhecido como espalhamento

Raman’. Essas interacfes est&o resumidas na figura 2.

Cada tipo de interacdo entre a radiacdo e a matéria (moléculas) possui caracteristicas
Unicas e, por esse motivo, seus respectivos espectros fornecem informagdes distintas sobre as
moléculas. Foram desenvolvidas técnicas, fundamentadas em fendmenos fisicos diferentes, a
fim de se analisar a especificidade de cada uma dessas interacbes. Nesse estudo,
restringiremos a nossa abordagem as técnicas de espectroscopia Raman, baseada na energia
vibracional molecular, e na espectroscopia de fotoluminescéncia, baseada na energia

eletronica das moléculas.

Figura 2- Principais interacOes luz-matéria

Elastico: Rayleigh

L

Espalhamento

Principais Inelastico: Raman
interacdes luz-
matéria
/ R F-
Absor¢ao — Fotoluminescéncia
4 L

2.4 Vibracdo molecular

2.4.1 Modos normais de vibracdo

Cada atomo possui trés graus de liberdade, uma vez que eles podem se movimentar
nas direcdes X, y e z. Em uma molécula com N atomos, existem 3N eixos de movimento,

sendo que trés deles sdo rotacionais e outros trés sao translacionais. Portanto, cada molécula
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possui 3N-6 graus de liberdade no movimento vibracional, com excecdo as moléculas lineares

que possuem 3N-5 modos de vibracéo’.

A pequena amplitude das vibragbes moleculares bem como o fato da forga de
restauracdo que age sobre os dtomos ser proporcional ao deslocamento deles em relacdo a sua
posicdo de equilibrio faz com que o movimento harménico simples seja uma boa aproximacao

para 0 movimento vibracional executado pelas moléculas.

De acordo com a teoria quantica para o oscilador harmdnico, a energia vibracional

molecular s6 pode assumir valores discretos, dados pela seguinte equacéo:
1
Ev-=ho(v+3) 3)

onde  é a frequéncia de oscilagdo e v é o nimero quantico vibracional®.

A discretizacdo das energias implica na restri¢do das transicdes permitidas entre niveis

vibracionais, de maneira que a regra de selecdo para essas transi¢oes € dada por:
Av = %1 4)

E denominado modo normal de vibragdo a configuracdo em que todos os atomos na
molécula vibram com a mesma frequéncia e passam pela posicdo de equilibrio
simultaneamente®. Cada um deles possui uma frequéncia de vibracéo Gnica e uma estrutura de
vibracdo que pode ser classificada em dois grupos fundamentais: estiramento (stretching) e

deformacdo angular (bending)®®.

O estiramento é caracterizado pela variacdo do comprimento da ligacdo, podendo
ocorrer de duas formas: simétrica e assimétrica. No estiramento simétrico, os atomos se
movimentam na mesma direcdo em relacdo ao atomo central (figura 3a). J& no estiramento

assimétrico, 0 movimento dos 4tomos ocorre em direcdes opostas (figura 3b)®°.

Figura 3 - Vibrag@es do tipo estiramento: (a) simétrico e (b) antissimétrico.

Fonte: Adaptado de Yadav®.
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As vibracdes do tipo deformacgdo angular ocorrem com a variacdo do angulo entre
duas ligagdes e séo classificadas em quatro grupos: tesoura (scissoring), rotacdo (rocking),

balanco (wagging) e torcédo (twisting).

Nos modos de vibracdo dos tipos tesoura e rotacdo, a variacdo angular ocorre no
mesmo plano das liga¢des, sendo que no modelo de tesoura, 0s &tomos se aproximam uns dos
outros (figura 4a), movimentando-se em direcGes opostas. J& no modelo de rotagdo, o

movimento dos &tomos ocorre na mesma direcéo (figura 4b)2°.

Por outro lado, as vibragdes do tipo balango e torcdo sdo caracterizadas pelo
movimento perpendicular dos atomos em relacdo ao plano das ligagdes. No tipo balanco, os
atomos se movimentam simultaneamente para cima e para baixo do plano (figura 4c),
enquanto que no tipo torcdo, um atomo se movimenta para cima do plano no mesmo

momento em que outro 4&tomo Se movimenta para baixo dele (figura 4d).

Figura 4 — Vibracdes do tipo deformacéo angular: (a) tesoura, (b) rotacdo, (c) balanco e (d) tor¢do. O
sinal positivo (+) indica movimento acima do plano e o sinal negativo (-) indica movimento abaixo do
plano

3 P

Fonte: Adaptado de Yadav®.
2.4.2 Espectros vibracionais

Cada molécula apresenta um espectro vibracional Unico, que contém bandas

caracteristicas resultantes de toda a complexidade encontrada na molécula. A partir de uma
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analise refinada desses espectros, € possivel determinar os grupos quimicos e 0 modo normal

de vibrac&o da molécula bem como o arranjo e a simetria dela’.

2.5  Espectroscopia Raman

2.5.1 Contexto historico e efeito Raman

Assim como tantas outras grandes descobertas na ciéncia, o interesse pelo estudo
nessa area, até a efetiva descoberta do efeito Raman foi impulsionado por grandes descobertas
anteriores. Em 1921, Albert Einstein ganhou o prémio Nobel em fisica pela descoberta do
efeito fotoelétrico, que consiste na emissdo de elétrons de um material quando 0 mesmo é
submetido a incidéncia de uma radiacdo eletromagnética. Em seguida, no ano de 1923, o
fisico estadunidense chamado Arthur Holly Compton observou a mudanga no comprimento
de onda de um foton de raios-X quando este colidia com elétrons livres de um material,

nomeado como efeito Compton™.

Foi nesse cenario que, apos cinco anos da descoberta de Compton, o fisico indiano
Chandrasekhara Venkata Raman e seu estudante Kariamanikam Srinivasa Krishnan
observaram o fendmeno do espalhamento ineléstico da luz visivel, que ficou conhecido como
efeito Raman'’. No caso do efeito Compton, a interacdo inelastica entre os raios-X e a
matéria se deve a troca de uma certa quantidade de momentum, enquanto que no efeito Raman
a troca de energia depende da existéncia de niveis vibracionais moleculares adequados. De
fato, estudos subsequentes mostraram que no espalhamento Raman, ao incidir sobre a
molécula, a luz distorce a nuvem eletronica dela, polarizando-a. Ent&o, é originado um estado
de curta duracdo, denominado estado virtual, visto que ele ndo corresponde a um autoestado

da molécula, que devido a sua instabilidade reemite rapidamente o féton absorvido.

Se a radiacdo incide no momento em que a molécula esta em sua posicdo de equilibrio,
onde a polarizabilidade é constante, ndo ha troca de energia entre o foéton e a molécula, de
maneira que o foton espalhado tem energia igual ao do foton incidente e, neste caso, 0

espalhamento é denominado de Rayleigh'?.

Por outro lado, se a radiacdo incide quando a molécula esta deslocada de sua posicao
de equilibrio, por exemplo, durante os movimentos de rotacdo e vibracéo, a polarizabilidade

ndo é mais constante, uma vez que durante esses movimentos a nuvem eletrénica da molécula
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é alterada. Neste caso, a interacdo € acompanhada de troca de energia entre o foton e a
molécula e, portanto, o fton espalhado terd energia diferente da energia do foton incidente.
Quando o fdton interage com a molécula de maneira a ganhar energia vibracional (E,) dela, a
energia resultante (E) serd maior do que a energia do foton incidente (Eo) e, nesse caso, 0
espalhamento é conhecido como Raman anti-Stokes. Se a molécula retira energia do foton,
transformando-a em energia vibracional, o féton resultante terd uma energia menor do que o

incidente, e a este processo é dado o nome de espalhamento Raman Stokes (figura 5)***.

Figura 5 — Tipos de espalhamento da luz.

P Estados
virtuais

. Estados
] 1 vibracionais

m

Espalhamento Espalhamento Espalhamento
Raman Stokes Rayleigh Raman anti-Stokes
E=En-Ev E=Eo E=Eo+E~

Fonte: Adaptado de Smith™2.

2.5.2 Polarizabilidade

Como mencionado anteriormente, a luz incidente sobre a molécula causa a distor¢do
da nuvem eletrdnica da mesma. 1sso ocorre porque 0 campo elétrico oscilante da luz induz um
momento de dipolo na molécula, que oscila com a mesma frequéncia dele. Entdo, 0 momento
de dipolo induzido (uin) depende linearmente do campo elétrico aplicado (E) e a constante de
proporcionalidade entre eles é denominada polarizabilidade (a), que pode ser interpretada
como a habilidade de um campo elétrico de induzir um momento de dipolo no 4&tomo ou

molécula. A relagdo descrita acima é representada na seguinte equagéo™*:

b, =aE (5)
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Entretanto, em moléculas que executam movimento de rotacdo ou vibracdo, a
polarizabilidade ndo é constante, visto que a nuvem eletrdnica é alterada durante esses
movimentos. Para pequenas variacBes, a polarizabilidade pode ser expandida em série de

Taylor, como a seguir:

Jda
(1:(10+£Q+... (6)

onde Op é a polarizabilidade na situacdo de equilibrio da molécula, Q é a coordenada em que

. Jda | L e .
0 movimento ocorre e % ¢ a variacao da polarizabilidade com relagéo a coordenada Q.

Sabendo-se que o campo elétrico e a coordenada Q sdo fungdes periddicas dadas por:

E = E, cos 2zt ()

Q =Q, cos 27ut (8)

com Eo e o representando a amplitude e a frequéncia de oscilagdo do campo elétrico,
respectivamente, e Qo e v representando a amplitude e a frequéncia de oscilacdo da

coordenada Q, podemos substitui-las na equacéo (5) de maneira a obter:

WU, = a, E, cos2zat + Z—g (Q=Q, cos 27t )( E, cos2zat ) 9)

Utilizando a relacdo trigonomeétrica dada por:

cos(a—b) + cos(a+b)
cosacosb = > (10)

Obtemos a equacdo final para 0 momento de dipolo induzido na molécula:

S — a1l — .
W, = a, E, cos2zat + 202 Q,E, [cos2z(w—v)+cos2z(w+v)] (11)

Verifica-se que os trés termos da equacdo (11) referem-se aos trés tipos de espalhamento,
Rayleigh, Raman Stokes e Raman anti-Stokes, respectivamente, e que concordam com a regra

de selecdo imposta para transi¢bes entre niveis vibracionais (equacéo 4). Além disso, quando
R L d
ndo ha variacdo na polarizabilidade (a—g = 0), os termos que se referem ao espalhamento

Raman possuem amplitude igual a zero, concluindo-se que para uma vibragcdo molecular gerar
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espalhamento Raman, a vibracdo deve ser acompanhada de uma mudanca na polarizabilidade

da molécula’.

2.5.3 Técnicas e instrumentacao

A espectroscopia Raman é uma importante técnica de caracterizacdo que possibilita a
analise de materiais de maneira rapida e ndo-destrutiva, minimizando a necessidade de

manipulacdo das amostras, que implica muitas vezes na obtencdo de resultados inequivocos.

Os espectrometros baseados no espalhamento Raman sdo constituidos basicamente por
um laser como fonte de excitacdo, um monocromador responsavel por selecionar uma faixa
de comprimento de onda, um suporte para a amostra e um detector ou sistema de
armazenamento. Existem duas tecnologias que sdo normalmente utilizadas para coletar o
espectro Raman: a espectroscopia Raman por transformada de Fourier (FT-Raman) e a
espectroscopia Raman dispersiva, utilizada neste trabalho. Cada uma delas possui uma

particularidade e é mais adequada para um determinado tipo de anélise®®.

A espectroscopia Raman dispersiva utiliza um laser com radiacdo na luz visivel, como,
por exemplo, o laser de argbénio (A = 514,5 nm). A luz proveniente do laser incide sobre a
amostra e é espalhada na forma de luz dispersa, que por sua vez é focada para uma grade de
difracdo (monocromador dispersivo) onde a luz é dividida nos comprimentos de onda que a
constituem. Por fim, a radiacdo € dirigida para um detector do tipo CCD, que possibilita a
analise do espectro (figura 6). No entanto, o baixo comprimento de onda desse tipo de laser
faz com que os espectros de fotoluminescéncia, que possuem maior intensidade, sobressaiam

aos espectros de espalhamento Raman, impossibilitando a visualizacdo dos mesmos™ *°.

Figura 6 — Modelo de um espectrémetro Raman dispersivo

CCD
Chnnnd
,‘ Laser
I Amostra
Grade

Fonte: Thermo Fisher Scientific®.



24

Além disso, pode ser acoplado ao espectrémetro Raman dispersivo um microscépio
Optico a fim de aumentar a resolucdo espacial para o nivel de micrémetro, possibilitando a

analise de amostras muito pequenas’®.

2.5.4 Aplicacdes

Assim como discutido nos itens precedentes, as moléculas apresentam uma espécie de
assinatura, que é determinada pelo arranjo dos atomos, 0s grupos quimicos presentes, 0 modo
vibracional, entre outras caracteristicas. Dessa forma, a espectroscopia Raman atua, de uma
maneira geral, no reconhecimento das moléculas e na caracterizacdo delas. Nesse &mbito, as
principais aplicacdes dessa técnica sdo nos campos da ciéncia forense, ciéncia dos materiais,

diagnostico de doencas e microbiologia *2.

Na ciéncia forense, a capacidade de se obter uma resolucdo espacial no nivel de
micrémetros faz da espectroscopia Raman dispersiva uma técnica de grande potencial para
andlises de fluidos biologicos, possibilitando uma melhor interpretacdo de cenas de crimes
marcadas com esse tipo de material. Ja a espectroscopia FT-Raman € comumente utilizada
para a identificacdo de drogas e explosivos, visto que esses materiais sdo normalmente
contaminados com substancias que florescem quando excitadas com radiacéo de luz visivel, e
uma técnica que elimine a interferéncia da fluorescéncia é necessaria para poder identificar

corretamente essas substancias®’.

No campo da ciéncia dos materiais, as medidas de espectro Raman sdo adequadas para
a determinacdo da composicdo de materiais arqueoldgicos, investigacdo das propriedades
fisicas de semicondutores e de nanomateriais. Os materiais carbonosos na escala nanometrica
podem exibir caracteristicas fisico-quimicas distintas, ainda que tenham a mesma composicao
quimica, decorrentes de defeitos estruturais como vacancias'®. A determinagdo dos defeitos
estruturais pode ser obtida através do uso de espectroscopia Raman, permitindo a

compreensdo das propriedades apresentadas por esses tipos de materiais.

Em diagndstico, a técnica mencionada possui grande potencialidade para a detecgéo de

patologias, como o cancer e o Alzheimer.

Sabe-se que muitas doencas sdo correlacionadas com variacdes em componentes
biol6gicos como proteinas e acidos nucleicos. Dessa maneira, 0s picos Raman caracteristicos
dessas macromoléculas servem como indicativos para diferenciar tecidos saudaveis de tecidos

patoldgicos. O uso da espectroscopia Raman, para essa finalidade, é vantajosa em relagdo as
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demais técnicas de diagnostico, por se tratar de uma técnica minimamente invasiva e por
propiciar informacGes mais especificas sobre os componentes bioldgicos presentes nos tecidos
doentes™.

Na éarea de microbiologia, técnicas rapidas e precisas de identificacdo de micro-
organismos sao imprescindiveis para conter o avanco de doencgas infecciosas graves causadas
por eles, bem como para a prescricdo de tratamentos mais direcionados e eficazes. A
espectroscopia Raman tem sido cada vez mais utilizada no reconhecimento desses agentes
etiolégicos, uma vez que eles apresentam espectros Raman unicos. Além disso, é possivel
identificar modificacdes estruturais em bactérias super-resistentes, contribuindo para o

desenvolvimento de novos antibioticos® 22,

2.6 Espectroscopia de fotoluminescéncia

2.6.1 Contexto historico e fendbmeno de luminescéncia

A denominacdo luminescéncia advém da palavra Iimen, do latim, que significa luz e
foi introduzida inicialmente como luminescenz, pelo fisico Eilhardt Wiedemann em 1888,
para descrever a emissdo de luz que ocorria por meios que nao fossem o da excitacéo
térmica®.

Emissdes de luminescéncia sdo responsaveis por diversos fendmenos encontrados na
natureza como, por exemplo, a aurora boreal e a luminosidade observada em peixes, vaga-

lumes, madeiras e no mar?2.

Os primeiros registros sobre o fenémeno de luminescéncia foram feitos por volta de

1500-1000 a.C. e tratavam sobre a luminosidade dos vaga-lumes.

Em 1565, o fisico espanhol Nicolas Monardes relatou a emissdo de uma luz azul
quando um extrato de madeira, conhecido como Nephriticum Lignum, era colocado em agua
quente (infusdo). Em seguida, varios cientistas, como Athanasius Kircher, Robert Boyle, Issac

Newtow e Robert Hooke, estudaram a luminescéncia de extratos vegetais em meio aquoso?.

Existe uma ampla diversidade de compostos luminescentes que sdo agrupados da

seguinte maneira®:
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o Compostos organicos: hidrocarbonetos aromaticos (naftaleno, antraceno,
fenantreno, etc.), derivados ( rodamina, fluoresceina, etc) e alguns aminoécidos (fenilalanina,
tirosina e triptofano).

. Compostos inorganicos: fon uranilo (U0Z2%), fons lantanideos (Eu**, Tb*),
vidros dopados (com Nd, Mn, Ce, Cu, Ag, etc..), cristais (ZnS, CdS, ZnSe, etc.), nanotubos de
carbono e alguns fulerenos.

o Compostos organometéalicos: Complexos com porfirina, ruténio, cobre, etc.

Rigorosamente, a luminescéncia é definida como a emissdo de fétons na faixa de
energia que vai desde a regido do ultravioleta até a regido do infravermelho, por moléculas
que se encontram em um estado eletronico excitado. Existem diferentes tipos de
luminescéncia que sao classificados de acordo com a maneira com que a excitacdo é induzida.

A relagéo deles é apresentada na tabela 1.

Tabela 1- Tipos de luminescéncia

Fendmeno Modo de excitacdo
Fotoluminescéncia Absorcao de luz
Radioluminescéncia Radiacdo ionizante (Raios-X, a,8,y)
Catodoluminescéncia Raios catodicos (feixe de elétrons)
Eletroluminescéncia Campo elétrico
Termoluminescéncia Absorcdo de energia térmica
Quimioluminescéncia Reacdo quimica (ex: oxidacao)

) ) . Ocorréncia de quimioluminescéncia em
Bioluminescéncia _ ]
organismos Vivos

Triboluminescéncia Friccdo e forgas eletrostaticas

Sonoluminescéncia Ultrassom
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2.6.2 Fotoluminescéncia

A origem do fenbmeno de fotoluminescéncia foi descoberta pelo fisico irlandés
George Gabriel Stokes e publicada em 1852 no famoso artigo intitulado “Sobre a refringéncia
da luz”. Nele, Stokes demonstrou que esse fendmeno dptico consistia na emissdo de luz
decorrente da absor¢cdo de um foton especifico e que o comprimento de onda da radiacdo
emitida era sempre maior do que o comprimento de onda da radiacdo absorvida. Esse
principio ficou conhecido como a lei de Stokes®.

Nesse mesmo artigo, Stokes inseriu o termo fluorescéncia para denominar o fendmeno
observado no experimento realizado por ele, em que uma solucéo de sulfato de quinina emitia
luz azul quando a mesma era irradiada com fotons na regido do ultravioleta. Esse termo € uma
analogia a luminosidade exibida por uma variedade de fluoritas que, no entanto, advém de

impurezas contidas nelas e ndo do fluoreto de calcio.

A fotoluminescéncia é dividida em duas categorias, a fluorescéncia e a fosforescéncia,

de acordo com os estados dos spins dos niveis eletrénicos envolvidos na transicao.

O estado fundamental ocupado por um par de elétrons com spins anti-paralelos
(emparelhados) é denominado estado singleto. Quando um dos elétrons € promovido a um
estado excitado (mais energético), conservando o seu spin, entdo o estado recebe 0 nome de
estado excitado singleto. Entretanto, quando ndo ha a conservagdo do spin, ou seja, 0s elétrons
tornam-se desemparelhados, o estado é denominado como estado excitado tripleto®. Esses

estados estdo representados na figura 7.
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Figura 7 — Estados eletronicos moleculares
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Fonte: Elaborado pela autora.

A emissdo de um fdoton decorrente de uma transicdo entre niveis com spins
emparelhados, ou seja, se houver uma transicdo de um estado excitado singleto para um

estado singleto ou entre dois estados excitados singleto, € denominada fluorescéncia.

A probabilidade de uma transicdo de fluorescéncia é muito alta e ocorre rapidamente,
visto que o tempo de vida médio do elétron no estado excitado é de 10°® a 10°s. Entretanto,
esse tipo de fotoluminescéncia decai também de maneira rapida, depois que a fonte de

excitacdo é removida, podendo durar de 10™% a 10°%%,

E possivel que haja transicdes entre niveis com estados de spins diferentes, como, por
exemplo, de um estado excitado tripleto para um estado singleto. Nesse caso, 0 fendmeno

fotoluminescente recebe o nome de fosforescéncia.

A fosforescéncia tem um tempo de vida médio que varia entre 10 até 10* segundos,
podendo ser observada por um tempo maior que a fluorescéncia apds a fonte de excitacdo ter

sido removida®,

Em ambos os fendmenos fotoluminescentes mencionados, a emissao de luz decorre da
absorcdo de um féton que tenha energia igual ao gap entre o nivel em que o elétron se
encontra e um nivel de energia superior, de maneira a induzir a transi¢cdo do elétron para o
nivel de maior energia. A desexcitacdo do elétron pode ocorrer de maneira espontanea ou

estimulada. No caso da desexcitacdo espontanea, a transi¢cdo do elétron, para o nivel de menor
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energia, é acompanhada da emissdo de um féton com a mesma energia do foton incidente,
mas ndo necessariamente na mesma direcdo. Este € o caso dos fendmenos de fluorescéncia e
fosforescéncia. Na desexcitacdo estimulada, um segundo féton incidente induz a transicéo do
elétron para o nivel de menor energia, seguida da emissdo de dois fotons que, além de
possuirem a mesma energia do féton incidente, possuem também a mesma direcdo e mesma
fase (figura 8). Este processo & o principio de funcionamento de lasers, visto que por

possuirem a mesma fase, a intensidade dos fétons é somada, amplificando-a?*%°.

Figura 8 — Processos responsaveis pela emissdo de fotoluminescéncia
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Fonte: Adaptado de photonicswiki .

Em semicondutores, a fotoluminescéncia acontece de maneira semelhante. Os niveis
de energia sdo constituidos de subniveis muito préximos uns dos outros e, por esse motivo,
foram denominados de bandas de energia. A banda de valéncia é analoga ao estado
fundamental (estado singleto), enquanto a banda de conducdo é equivalente ao estado

excitado. A estrutura de bandas € representada na figura 9.
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Figura 9 — Bandas de energia de semicondutores
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Fonte: Adaptado de Perkowitz®.
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A incidéncia de um foton com energia igual ou maior ao gap de energia entre as
bandas induz a transicdo de um elétron da banda de valéncia para a banda de conducdo,
deixando um buraco na banda de valéncia que é também considerado como uma particula®>. O
foton absorvido normalmente possui energia superior ao gap, excitando o elétron para um

subnivel com energia maior do que a energia minima da banda de conducéo (figura 10).

Figura 10— Transicao eletrnica entre as bandas de energia de um semicondutor
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Fonte: Adaptado de Serrano®’.
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Em seguida, o semicondutor rearranja-se a fim de minimizar sua energia. Dessa
maneira, 0 buraco na banda de valéncia se desloca para o nivel superior dessa banda enquanto
o elétron que foi excitado se desloca para o nivel de menor energia da banda de conducgéo por
meio da emissdo de fonons. Esse processo € denominado relaxacéo.

Por fim, ocorre a recombinacdo do par elétron-buraco, através do retorno do elétron
para a banda de valéncia, acompanhada da emissdo de um novo féton com a mesma energia
do gap entre as bandas?®*. As etapas do processo responsavel pela fotoluminescéncia em
semicondutores séo apresentadas na figura 11.

Figura 11 — Processo de fotoluminescéncia em semicondutores
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Fonte: Adaptado de Serrano®’.

2.6.3 Instrumentacéao

O aparato experimental necessario para captar espectros de fotoluminescéncia consiste
basicamente de um laser com radiacdo na regido de luz visivel como fonte de excitacéo,
monocromadores para selecionar o comprimento de onda adequado tanto da radiacdo
proveniente do laser quanto da emitida pela amostra, um beam splitter que atua de maneira a
transmitir a radiacdo de menor comprimento de onda (radiacdo de excitacdo) e a refletir a
radiacdo de maior comprimento de onda (radiacdo emitida pela amostra) e um detector para
converter o sinal luminoso em sinal elétrico. O esquema do aparato experimental é

apresentado na figura 12.
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A distincdo entre o experimento de fluorescéncia e o de fosforescéncia é feita pelo
tempo que se demora para medir o espectro emitido pela amostra apds a excitacdo dela. Uma
vez que o tempo de vida do fendmeno de fluorescéncia € muito menor do que o de

fosforescéncia, um atraso na medida permite que se obtenha apenas a emisséo fosforescente.

Figura 12 — Esquema simplificado de um experimento de fotoluminescéncia
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Fonte: Elaborado pela autora

2.6.4 Aplicacdes

As transicbes eletrbnicas responsaveis pela emissdo fotoluminescente séo
influenciadas por toda a complexidade molecular e, dessa forma, os espectros obtidos a partir
desse fendmeno fornecem informacGes detalhadas sobre o material analisado. A
espectroscopia de fluorescéncia é, portanto, uma ferramenta de analise com potencial de
aplicacdo em diversas areas. Em semicondutores, por exemplo, essa técnica pode atuar na
identificacdo de impurezas e de defeitos na estrutura cristalina®®. No entanto, a principal
aplicacdo dela é no campo da biologia, visto que a fluorescéncia propicia um conhecimento
maior sobre a estrutura e a dinamica de macromoléculas biologicas. O estudo pode ser feito
tanto com moléculas que sdo autofluorescentes, como a vitamina A e a clorofila, quanto com
moléculas que ndo possuem esse comportamento Optico por meio da utilizacdo de sondas
fluorescentes. Essas sondas sdo constituidas por fluorocromos, grupos funcionais que exibem

fluorescéncia, e por anticorpos, moléculas de glicoproteinas que possuem a capacidade de
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reconhecer e se ligar a uma molécula especifica. A tabela 2 mostra, resumidamente, o tipo de

informacdo que se pode obter com esse tipo de analise em sistemas biolgicos®.

Tabela 2 — InformacgGes fornecidas por sondas fluorescentes em sistemas biolégicos

Sistema bioldgico Informacéo

o . Flexibilidade; dindmica de torc¢do; estrutura de hélice;
Acidos nucléicos ) ) )
deformacéo devido a agentes intercalantes.

) _ Atividade enzimatica; interagbes celula-célula e célula-virus;
Células vivas ) o .
endocitose, atividade citotoxica.

Potencial de membrana; localizacdo de proteinas;
Membranas biologicas
mudancas estruturais; difusdo translacional.

] Sitio de ligacéo; transicdo conformacional; tipo de e de estrutura
Proteinas -
secundaria.

Fonte: Adaptado de Valeur®.

Na area de diagndstico, a espectroscopia de fluorescéncia tem uma atuacdo muito
importante na deteccdo e caracterizacdo de tumores malignos®®, na identificacdo de proteinas
e peptideos correlacionados com patologias, por exemplo, o peptideo beta-amil6ide
responsavel pela doenca de Alzheimer®, e no reconhecimento e classificacdo de micro-

organismos patogénicos®*, que sera a aplicacdo abordada neste trabalho.

2.7  Micro-organismos

Os organismos Vivos que sdo muito pequenos para serem vistos a olho nu, em geral
menores que 0,1 mm de didmetro, sdo denominados micro-organismos. Essa classe, que nao
tem valor taxonémico, abrange diferentes reinos: bactérias, virus, protozoarios, fungos e algas
unicelulares. A diversidade dos micro-organismos é refletida na diversidade de funcbes que
eles podem desempenhar, sendo elas benéficas ou nocivas para os demais organismos vivos.

Doencas graves como tuberculose, cdlera e meningite sdo causadas por micro-organismos.
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Neste trabalho, restringiremos nosso estudo a dois tipos de micro-organismos:

bactérias e fungos.

2.7.1 Bactérias

As bactérias sdo organismos unicelulares que se reproduzem assexuadamente por
divisdo binéria. Elas possuem parede celular e membrana celular dentro da qual esta contido o
material citoplasmatico (0 DNA nesses micro-organismos ndo é confinado no nucleo).

As bactérias sdo divididas em dois grupos: as gram-positivas e as gram-negativas. A
classificacdo delas em um desses grupos é feita através de um método de coloragdo
desenvolvido por Christian Gram. As gram-positivas adquirem a coloracdo roxa quando
tratadas com o corante violeta de genciana enquanto as gram-negativas ndo sao capazes de
fixd-lo e apresentam coloracdo vermelha quando tratadas com safranina (corante de
contraste). As coloracgdes distintas sdo resultantes da diferenca na estrutura da parede celular

entre esses dois grupos.

A parede celular das bactérias gram-positivas € constituida por uma dnica membrana
lipidica, a membrana plasmatica, e por uma camada espessa de peptidoglicano, um
heteropolissacarideo que confere rigidez a parede celular. O espaco entre elas € denominado
de periplasmatico. Ja as bactérias gram-negativas possuem uma parede celular formada por
duas membranas lipidicas, a plasmatica e a exterior, e por uma camada fina de peptidoglicano

(figura 13). Dessa forma, existem dois espacos periplasmaticos nessa estrutura celular®®,

Figura 13 — Diferenca na parede celular entre bactérias gram-negativas e gram-positivas

Gram-positiva Gram-negativa
|jjf' citoplasma citoplasma |
/'% — Membrana / ———
plasmatica x \ Membrana
Membrana exterior
Plasmatics Camada de Ca!nada_ de eriEsITs?'noético
peptidoglicano peptidoglicano pensp

Fonte: Adaptado de Blaber®”.
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Dadas as diferencas entre esses dois grupos de bactérias, dois exemplares relacionados
com patologias, um de cada grupo, serdo abordados em nossos estudos: a bactéria Gram-
negativa Escherichia coli e a Gram-positiva Staphylococcus aureus.

J Escherichia coli (E. coli)

A E. coli é uma bactéria gram-negativa, anaerobia facultativa e com formato de bacilo.
E constituida por flagelos que se dispdem ao redor dela e por adesinas que permitem sua
fixacdo. A E. coli é encontrada comumente no intestino grosso de organismos endotérmicos,
sendo que, nesse contexto, elas sdo inofensivas e fazem parte da microbiota normal do

intestino.

No entanto, cepas de E. coli podem apresentar perfil patogénico quando as linhagens
da microbiota intestinal sdo disseminadas em outros 6rgaos ou quando outras linhagens,
desconhecidas pelo organismo, sdo ingeridas. A ingestdo de agua e alimentos contaminados

com E. coli pode causar infeccéo urinéria, gastroenterite, intoxicacdo alimentar e meningite.>

Assim, de acordo com fatores de viruléncia intrinsecos, a E. coli pode ser considerada

um patdgeno de relevada importancia.
o Staphylococcus aureus (S. aureus)

A S. aureus é uma bactéria gram-positiva, anaerobica facultativa e do grupo dos cocos,
uma vez que seu formato é esférico. Ela pode ser encontrada no ar, além de constituir a
microbiota da pele e dos tratos respiratorio e gastrointestinal. A patogenicidade dessa bactéria
é atribuida a toxinas e enzimas produzidas por ela que quando disseminadas em tecidos
lesionados, desencadeiam diversas doencas, dentre elas, infecgdes cutaneas, pneumonia,

osteomielite e intoxicagdo alimentar®.

A S. aureus tem sido associada também a graves infeccdes hospitalares e muitas
linhagens tem apresentado resisténcia aos principais antibioticos, sendo, portanto, um

importante problema de salde publica.
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2.7.2 Fungos

O reino Fungi é composto por organismos eucariontes, tais como as leveduras e 0s
bolores, que tém em comum o fato da parede celular apresentar concomitantemente o0s

polissacarideos quitina e glicano.

As leveduras, como a espécie Candida albicans que sera abordada em nosso estudo,
sdo organismos unicelulares que se reproduzem assexuadamente por mitose. Esses micro-
organismos utilizam como fonte de energia alguns compostos organicos como, por exemplo,
0 carbono, que ¢é obtido a partir de acUcares de hexose, como glucose ou frutose, ou

dissacarideos, como sacarose e maltose®’.

Exemplares de leveduras podem ser encontrados na casca e na baga de frutas, bem
como nas floras intestinal e cutanea de pessoas. Algumas espécies como a Saccharomyces
cerevisiae sdo de grande interesse industrial, pois sdo fundamentais nos processos de
fermentacdo que possibilitam a obtencdo, por exemplo, de cerveja e vinhos. No entanto,
algumas leveduras séo patologicas e podem causar infec¢do principalmente em pessoas com

baixa imunidade.

o Candida albicans (C. albicans)

A Candida é um género de fungo que engloba diversas espéecies. Algumas delas se
comportam como organismos comensais inofensivos na microbiota normal do sistema
digestivo humano. No entanto, sob determinadas condicGes, por exemplo, o tratamento por
um longo tempo com antibidticos e/ou sistema imunoldgico comprometido, esses fungos
podem tornar-se patogénicos. A C. albicans é a espécie mais patogénica, devido a atributos
que ela possui que contribuem para a adesdo, invasdo e dano celular no organismo
hospedeiro. Essa linhagem de Candida é causadora de uma doenca infecciosa denominada

de candidiase, que pode ser oral ou vaginal®.

2.8 Modo de acdo dos compostos antimicrobianos

Os compostos que agem nos micro-organismos matando-os ou inibindo-os sao
denominados de antimicrobianos e podem atuar de maneiras distintas. Os principais modos de

acao sao:
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o Inibicdo da sintese da parede celular: Como dito anteriormente, a parede celular dos
micro-organismos é constituida por polissacarideos, no caso de bactérias, o proteoglicano, e
em fungos, a quitina e o glicano. Entdo, alguns agentes antimicrobianos impedem a sintese
completa desses polissacarideos, de maneira a enfraquecer a parede celular e causar a lise da
célula. Como as bactérias gram-positivas possuem uma camada mais espessa de
peptidoglicano do que as bactérias gram-negativas, esses antimicrobianos sdo mais eficazes
contra bactérias gram-positivas.

o Inibicdo da sintese proteica: A sintese proteica é um processo essencial para a
multiplicacdo e para a sobrevivéncia dos micro-organismos. Muitos agentes antimicrobianos
se ligam as subunidades dos ribossomos, a fim de alterar o metabolismo celular normal,
causando a morte do micro-organismo ou a inibi¢do de seu crescimento e multiplicacéo.

o Danos a membrana plasmatica: Alguns antimicrobianos, como os polipeptidicos,
alteram a permeabilidade da membrana plasmatica, de maneira a induzir a eliminacdo de

substancias essenciais & célula, por meio dela®.

2.9  Agente antimicrobiano - peptideo polycerradin

Sé&o encontrados na rizosfera alguns micro-organismos que Sao capazes de promover o
crescimento de plantas através de hormdnios produzidos por eles ou pela supressdo de
doencas que as acometem, causadas por outros micro-organismos deletérios. Dentre as

bactérias benéficas para as plantas, inclui-se a Paenibacillus polymyxa.

A P. polymyxa é uma bactéria gram-positiva, anaerobia facultativa e formadora de
esporos. A acdo antimicrobiana apresentada pela P. polymyxa SQR-21 foi atribuida a dois
tipos de peptideos produzidos por ela, um que age contra bactérias e outro que age contra

fungos e bactérias gram-positivas*.

Em estudo previamente realizado constatou-se através de testes de difusdo em agar
que P. polymyxa RNC-D, isolada do Cerrado da regido de Séo Carlos, produz os compostos
peptidicos com acdo antimicrobiana, polimixina e peptideos da familia LI-F, ja descritos na
literatura. Entretanto, P. polymyxa RNC-D também produziu dois outros compostos
peptidicos inéditos denominados PpRNCD, com atividade especifica contra bactérias Gram-
negativas, e polycerradin que age contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos.
Através de andlises de espectrometria de massas concluiu-se que o composto polycerradin

tem massa molecular de 3376,453 Da?’.
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A potente atividade antimicrobiana deste novo composto é motivo para a continuidade
em seu estudo como uma alternativa para atuar no combate a micro-organismos patogénicos,
principalmente aqueles que adquiriram resisténcia aos antibiéticos e antifingicos ja

existentes.

3 EXPERIMENTAL

3.1 Preparagdo das amostras

o Preparacao extrato lipopeptidico (ELP)

O processo de obtencdo do extrato lipopeptidico (ELP), constituido pelo peptideo
polycerradin, é descrito no item 2.3 da referéncia 27. O ELP foi solubilizado em &gua
destilada esterilizada em uma concentragéo de 10 mg/mL.

o Preparacao dos inéculos das cepas microbianas

As cepas bacterianas Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC
29212, e a cepa fungica Candida albicans ATCC 10231, utilizadas nesse estudo, foram
obtidas do Laboratorio de Microbiologia, Departamento de Morfologia e Patologia — UFSCar.
A fim de reativar as cepas, um volume de 10 pl de cada micro-organismo foi plaqueado nos
meios de cultivo seletivos agar sal manitol (S. aureus), eosina azul de metileno (E. coli) e agar
Saboraud (C. albicans). As placas foram incubadas em 37°C por 24h. Apds o periodo de
incubacdo, coldnias tipicas dos micro-organismos foram repicadas em placas de agar TSA
(tryptcase soy agar), e incubadas sob as mesmas condi¢cdes. Coldnias isoladas foram
transferidas para tubos contendo solugédo salina 0,85%, e a densidade dptica (A = 600 nm) da
suspensdo celular foi ajustada até que se atingisse a concentracéo de 1,0 x 10° UFC/ml (para

bactérias) e 1,0 x 10° UFC/ml (para o fungo), conforme as normas CLSI (2011).
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o Preparacéao das laminas

Foram colocados, inicialmente, 50 pL das suspensdes microbianas em laminas de
vidro e, em uma etapa posterior, adicionou-se 20 uL de solucdo de ELP, homogeneizando

com as células dos micro-organismos.

3.2  Instrumentacgdo espectroscopica

Os espectros de espalhamento Raman e de fotoluminescéncia foram colhidos com um
espectrometro Raman dispersivo, modelo T64000 da marca Jobin Yvon, equipado com um
microscépio confocal. O espectrdmetro é constituido por trés grades de difracdo, que
possibilitou a obtencdo de uma resolucéo espectral da ordem de 10 nm, e um detector do tipo
CCD (charge coupled device) refrigerado por nitrogénio liquido.

Como fonte de excitagdo, utilizou-se um laser de argonio, selecionando a linha
espectral A = 458 nm para o experimento de fotoluminescéncia e a linha A = 514,5 nm para o
experimento de espalhamento Raman. A poténcia do laser para ambos os experimentos foi de
2,4 mW.

O aparato experimental utilizado para a obtencdo dos espectros, pertence ao grupo de

Semicondutores do Departamento de Fisica — UFSCar e € apresentado na figura 14.
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Figura 14 - Aparato experimental utilizado para a obtenc¢éo dos espectros

Fonte: Serrano?’.

3.3  Medidas dos espectros

As amostras foram depositadas em uma lamina de vidro e entdo, colocadas no
microscopio confocal, como mostra a figura 15. Em seguida, inicia-se o processo de excitacao
da amostra e obtencao do espectro emitido por ela. O feixe de luz gerado pelo laser de argbnio
passa pelo primeiro monocromador (figura 16a), que seleciona a faixa de comprimento de
onda que se tem interesse, e incide sobre a amostra (figura 16b). A radiacdo fotoluminescente
emitida pela amostra passa por um segundo monocromador composto por trés grades de

difracdo e entdo se dirige para o detector.
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Figura 15 — Lamina contendo a amostra colocada no microscopio confocal

Fonte: Serrano?’.

Figura 16 — Feixe proveniente do laser de argbnio: a-) ao passar pelo monocromador

b-) ao incidir sobre a amostra

b-)

Fonte: Serrano?’.
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Os experimentos de fotoluminescéncia e espalhamento Raman seguiram o seguinte

protocolo:

12 etapa: Colheu-se 0 espectro de emissdo do micro-organismo contido na lamina de

vidro.

2% etapa: O extrato lipopeptidico (ELP) foi adicionado a ldAmina e homogeneizado com
as células do micro-organismo. Entéo, o espectro de emisséo foi colhido imediatamente ap6s
a homogeneizacdo dos componentes.

3% etapa: ApOs quinze minutos da adicdo do ELP ao micro-organismo, outro espectro
foi colhido. Este tempo foi escolhido baseado em testes preliminares de densidade Optica que
mostraram que o antimicrobiano age principalmente nos primeiros quinze minutos, havendo
inibicdo de mais de 70% dos micro-organismos nesta etapa e, portanto, espera-se que a
principal alteracdo nos espectros devido a acdo do peptideo polycerradin seja observada

também nesta etapa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Espectros de fotoluminescéncia

o Extrato lipopeptidico (ELP)

Foi colhido o espectro de fotoluminescéncia para o extrato lipopeptidico em
temperatura ambiente, apresentado na figura 17. E observado um pico largo sobreposto a um
pico estreito em torno de A= 540 nm.

Figura 17 - Espectro de fotoluminescéncia, para dados ndo normalizados, do extrato lipopeptidico
(ELP).
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o Candida albicans (C. albicans)

Os espectros de fotoluminescéncia do fungo C. albicans, puro, com a adi¢do do ELP e
ap0s quinze minutos da adicdo do ELP, sdo representados nas figuras 18, 19 e 20,

respectivamente. Em todos os espectros, sdo observados dois picos estreitos sobrepostos a um
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pico largo em torno de 540 nm, um pico estreito em 611 nm e um pico largo em 695 nm. Foi
medida a razéo entre a intensidade do pico em 695 nm e a intensidade do pico em 540 nm,
para todos os espectros. A sobreposicdo dos espectros relativos a C. albicans é apresentado
nas figuras 21 e 22 para dados ndo normalizados e normalizados em relagdo ao maior valor de

intensidade relativa, respectivamente.

Figura 18 — Espectro de fotoluminescéncia do fungo C. albicans, para dados ndo normalizados.
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Figura 19 - Espectro de fotoluminescéncia do fungo C. albicans logo ap6s a adi¢do do ELP, para
dados ndo normalizados.
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Figura 20- Espectro de fotoluminescéncia do fungo C. albicans apos quinze minutos da
adicdo do ELP, para dados ndo normalizados.
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Figura 21 — Espectros de fotoluminescéncia do fungo C. albicans sobrepostos, para dados ndo
normalizados. Observa-se uma diminuicéo significativa do pico largo em 695 nm.
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Figura 22- Espectros de fotoluminescéncia do fungo C. albicans sobrepostos, para dados
normalizados em relacdo ao maior valor de intensidade relativa. Observa-se uma diminuicéo
significativa do pico largo em 695 nm.
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Nos espectros do fungo C. albicans, verifica-se uma diminui¢do da razéo entre as
intensidades quando o ELP foi adicionado ao micro-organismo, atribuida principalmente a
diminuicdo da intensidade do pico largo em 695 nm. A razdo entre as intensidades, apos
quinze minutos da adicdo do ELP, diminuiu 29,8% em comparagdo com o valor obtido no

espectro da C. albicans pura (tabela 3).

Tabela 3- Anélise da razdo entre as intensidades dos picos para os espectros do fungo C. albicans,
considerando os dados ndo normalizados.

Amostra Raz&o entre as intensidades dos picos
C. albicans 0,5385
C. albicans + ELP 0,3395
C. albicans + ELP (15 min) 0,3781
o Escherichia coli (E.coli)

Os espectros de fotoluminescéncia das trés amostras contendo a bactéria gram-
negativa E. coli, sendo a primeira somente com a bactéria pura, a segunda com a adicao de
ELP e a terceira ap0s quinze minutos da adi¢cdo do ELP, séo representados nas figuras 23, 24

e 25, respectivamente.

Assim como nos espectros obtidos das amostras contendo a C. albicans, sao
observados em todos os espectros da E. coli, dois picos estreitos sobrepostos a um pico largo
em torno de 540 nm, um pico estreito em 611 nm e um pico largo em 695 nm. A razdo entre a
intensidade do pico em 695 nm e a intensidade do pico em 540 nm também foi medida para
todos os espectros. A sobreposicdo dos espectros relativos a E. coli é apresentado nas figuras
26 e 27 para dados ndo normalizados e normalizados em relacdo ao maior valor de

intensidade relativa, respectivamente.
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Figura 23 — Espectro de fotoluminescéncia da amostra contendo apenas a bactéria E. coli, para dados
ndo normalizados.
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Figura 24 — Espectro de fotoluminescéncia da bactéria E. coli logo ap6s a adi¢do do ELP, para dados
ndo normalizados.
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Figura 25 — Espectro de fotoluminescéncia da bactéria E. coli apds quinze minutos da adi¢ao do ELP,
para dados ndo normalizados
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normalizados. Observa-se uma diminuicdo significativa do pico largo em 695 nm.
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Figura 27 - Espectros de fotoluminescéncia do fungo E. coli sobrepostos, para dados normalizados em
relacdo ao maior valor de intensidade relativa. Observa-se uma diminuigéo significativa do pico largo
em 695 nm.
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Nos espectros de fotoluminescéncia da bactéria E. coli também foi observada a
diminuicdo significativa da intensidade do pico largo em 695 nm. A razdo entre as
intensidades, apds quinze minutos da adicdo do ELP, diminuiu 33,4% em comparacao com o

valor obtido no espectro da E. coli pura (tabela 4).

Tabela 4 - Anlise da razdo entre as intensidades dos picos para os espectros da bactéria

E. coli
Amostra Razéo entre as intensidades dos picos
E. coli 1,062
E. coli + ELP 0,5919
E. coli + ELP (15 min) 0,7077
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o Staphylococcus aureus (S. aureus)

Os espectros de fotoluminescéncia das trés amostras contendo a bactéria gram-positiva
S. aureus, sendo a primeira somente com a bactéria pura, a segunda com a adi¢do de ELP e a
terceira ap0s quinze minutos da adicdo do ELP, sdo representados nas figuras 28, 29 e 30,

respectivamente.

O comportamento exibido nos espectros da S.aureus é semelhante aos dos outros
micro-organismos discutidos anteriormente, com picos nos mesmos comprimentos de onda. A
razdo entre a intensidade do pico em 695 nm e a intensidade do pico em 540 nm também foi
medida para todos os espectros. A sobreposi¢cdo dos espectros relativos a S. aureus é
apresentado nas figuras 31 e 32 para dados ndo normalizados e normalizados em relacéo ao

maior valor de intensidade relativa, respectivamente.

Figura 28 — Espectro de fotoluminescéncia da amostra contendo apenas a bactéria S. aureus, para
dados ndo normalizados.
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Figura 29 - Espectro de fotoluminescéncia da bactéria S. aureus logo apés a adicdo do ELP, para

Intensidade (u.a.)

dados ndo normalizados.
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Figura 30— Espectro de fotoluminescéncia da bactéria S. aureus ap6s quinze minutos da adicao do
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ELP, para dados ndo normalizados.
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Figura 31 - Espectros de fotoluminescéncia da bactéria S. aureus sobrepostos, para dados ndo
normalizados. Observa-se uma diminuicéo significativa do pico largo em 695 nm.
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Figura 32 - Espectros de fotoluminescéncia da S. aureus sobrepostos, para dados normalizados em
relacdo ao maior valor de intensidade relativa. Observa-se uma diminuigéo significativa do pico largo

em 695 nm.
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A andlise dos espectros de fotoluminescéncia da bactéria S. aureus ressalta a
significativa diminuicdo da intensidade do pico em 695 nm quando o ELP é adicionado. A
razdo entre as intensidades, ap0s quinze minutos da adicdo do ELP, diminuiu 41,7% em
comparagdo com o valor obtido para a amostra contendo apenas a bactéria pura (tabela 5).

Tabela 5 - Andlise da razao entre as intensidades dos picos para 0s espectros da bactéria

S. aureus
Amostra Razéo entre as intensidades dos picos
E. coli 0,8623
E. coli + ELP 0,3369
E. coli + ELP (15 min) 0,5027
o Espectros comparativos de todos 0s micro-organismos

A sobreposi¢cdo dos micro-organismos puros, dos mesmos com a adicdo de ELP e ap0s
quinze minutos da adi¢do de ELP sdo apresentados nas figuras 33, 34 e 35, respectivamente.
Observa-se a presenca de picos nos mesmos comprimentos de onda, para as trés situacoes
analisadas. Apos a adicdo de ELP, os espectros do fungo C. albicans e da bactéria S. aureus
sdo muitos semelhantes, com as intensidades dos picos aproximadamente iguais. No entanto,
mesmo apos a adicdo de ELP, a intensidade do pico em 695 nm do espectro da bactéria E. coli

permanece superior a intensidade dos outros micro-organismos.
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Figura 33 - Sobreposicao dos espectros de fotoluminescéncia dos micro-organismos puros, para dados
normalizados em relagdo ao maior valor de intensidade relativa.
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Figura 34 — Sobreposicao dos espectros de fotoluminescéncia dos micro-organismos com a adi¢do de
ELP, para dados normalizados em relacdo ao maior valor de intensidade relativa.
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Figura 35 — Sobreposicdo dos espectros de fotoluminescéncia dos micro-organismos apds quinze
minutos da adi¢do de ELP para dados normalizados em relagdo ao maior valor de intensidade relativa
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4.2  Espectros de espalhamento Raman

o Candida albicans (C. albicans)

Os espectros de espalhamento Raman do fungo C. albicans, puro, com a adi¢do do
ELP e apds quinze minutos da adicdo do ELP, sdo representados nas figuras 36, 37 e 38,
respectivamente. Em todos 0s espectros sao observados quatro picos estreitos, em 1125, 2105,
2168 e 3084 nm. A sobreposicdo dos espectros de espalhamento Raman relativos a C.
albicans é apresentada na figura 39. Observa-se que 0s espectros Raman ficaram
comprometidos pela emissdo concomitante de fotoluminescéncia, ainda que tenhamos usado
uma fonte de excitacdo com baixa energia. Por esse motivo, ndo € possivel inferir qualquer

alteracdo nos picos Raman quando o ELP ¢é adicionado a C. albicans.



57

Figura 36— Espectro de espalhamento Raman para o fungo Candida albicans puro, para dados ndo
normalizados.
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Figura 37- Espectro de espalhamento Raman para o fungo Candida albicans com a adicéo de ELP,
para dados ndo normalizados.
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Figura 38— Espectro de espalhamento Raman para o fungo Candida albicans apds quinze minutos da
adicdo de ELP, para dados ndo normalizados.
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Figura 39— Sobreposicdo dos espectros de espalhamento Raman para o fungo Candida albicans, para
dados ndo normalizados.
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o Escherichia coli (E. coli)

Os espectros de espalhamento Raman da bactéria E. coli, pura, com a adi¢do do ELP e
ap6s quinze minutos da adicdo do ELP, sdo apresentados nas figuras 40, 41 e 42,
respectivamente. Em todos os espectros sdo observados quatro picos estreitos, em 1125, 2105,
2168 e 3084 nm. A sobreposicdo dos espectros de espalhamento Raman relativos a E. coli é
apresentada na figura 43. Observa-se que assim como para o fungo C. albicans, os espectros
Raman da E. coli ficaram comprometidos pela emissédo concomitante de fotoluminescéncia e,
da mesma forma, ndo é possivel inferir qualquer alteracdo nos picos Raman quando o ELP é

adicionado.

Figura 40- Espectro de espalhamento Raman para a bactéria E. coli pura, para dados ndo
normalizados.
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Figura 41- Espectro de espalhamento Raman para a bactéria E. coli com a adi¢do de ELP, para dados

Intensidade (u.a.)

nao normalizados.
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Figura 42- Espectro de espalhamento Raman para a bactéria E. coli ap6s quinze minutos da adicdo de
ELP, para dados ndo normalizados.
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Figura 43— Sobreposi¢do dos espectros de espalhamento Raman da bactéria E. coli, para dados ndo
normalizados
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o Staphylococcus aureus (S. aureus)

Os espectros de espalhamento Raman da bactéria S. aureus, pura, com a adi¢do do
ELP e ap0s quinze minutos da adicdo do ELP, sdo apresentados nas figuras 44, 45 e 46,
respectivamente. Assim como para 0S micro-organismos anteriores, sdo observados nos
espectros quatro picos estreitos em 1125, 2105, 2168 e 3084 nm. A sobreposicdo dos
espectros de espalhamento Raman relativos a S. aureus é apresentada na figura 47. A emissao
concomitante de fotoluminescéncia também comprometeu os espectros Raman e, por esse

motivo, 0s dados obtidos a partir deles ndo sdo conclusivos.



Figura 44- Espectro de espalhamento Raman para a bactéria S. aureus pura, para dados ndo

Intensidade (u.a.)

normalizados.
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Figura 45- Espectro de espalhamento Raman para a bactéria S. aureus pura, para dados ndo

Intensidade (u.a.)

normalizados.
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Figura 46- Espectro de espalhamento Raman para a bactéria S. aureus apds quinze minutos da adigdo
de ELP, para dados ndo normalizados.

—— 5. aureus + ELP (15 min) |

5000 -

4000

3000 -

Intensidade (u.a.)

2000 4

1000 T I T I
3000 3500 4000

T
500 1000

T T
1500 2000 2500

Namero de onda (cm™)

Figura 47- Sobreposicdo dos espectros de espalhamento Raman da bactéria S. aureus, para dados nao
normalizados.
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o Espectros comparativos de todos 0s micro-organismos

A sobreposicdo dos espectros de espalhamento Raman dos micro-organismos puros,
com a adicdo de ELP e ap6s quinze minutos da adicdo de ELP sdo apresentados nas figuras
48, 49 e 50, respectivamente. Os resultados obtidos ndo sdo conclusivos, uma vez que a
emisséo concomitante de fotoluminescéncia pode ter omitido outros picos Raman que, por

sua vez, podem ser alterados quando o ELP € adicionado ao micro-organismo.

Figura 48 — Sobreposicao dos espectros de espalhamento Raman dos micro-organismos puros, para
dados ndo normalizados.
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Figura 49- Sobreposicdo dos espectros de espalhamento Raman dos micro-organismos com adi¢ao de
ELP, para dados ndo normalizados.
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Figura 50- Sobreposicdo dos espectros de espalhamento Raman dos micro-organismos ap6s quinze
minutos da adicao de ELP, para dados ndo normalizados.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho investigou alteracbes nos espectros de espalhamento Raman e de
fotoluminescéncia de micro-organismos quando era adicionado a eles o agente antimicrobiano
ELP, constituido do peptideo polycerradin. Os resultados obtidos para a técnica de
espalhamento Raman ndo foram conclusivos, uma vez que houve emissdo de
fotoluminescéncia concomitantemente. E necessario que sejam feitos estudos dessa técnica
utilizando uma fonte de excitacdo com energia ainda mais baixa para tentar suprimir a
emissdo de fotoluminescéncia, permitindo a obtencdo do espectro proveniente apenas de
espalhamento Raman.

Por outro lado, os resultados obtidos para a espectroscopia de fotoluminescéncia sao
bastante promissores. Para os trés micro-organismos estudados, que representam as espécies
de fungos, bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas, foi observada a diminuicdo da
razdo entre as intensidades dos picos, atribuida principalmente a significativa diminuicdo do
pico em 695 nm, quando o ELP é adicionado. Embora o mecanismo de acdo do peptideo
polycerradin ainda esteja sendo investigado, uma possivel explicacdo de sua atividade
antimicrobiana e da diminuicdo observada na intensidade do pico em 695 nm, quando o
mesmo foi adicionado aos micro-organismos, € a inibicdo da sintese do polissacarideo
glicano, presente na parede celular dos fungos e constituinte do heteropolissacarideo
peptidoglicano, principal componente da parede celular de bactérias. Esta interpretacéo
corrobora com o fato de que a porcentagem de diminui¢do na razédo entre as intensidades foi
maior para a bactéria gram-positiva S. aureus do que para a bactéria gram-negativa E. coli,

cuja camada de peptidoglicano € menos espessa.

Além disso, é observado que o espectro, ap0s quinze minutos da adicdo de ELP,
apresenta o pico em 695 nm com intensidade superior a do espectro colhido imediatamente
apos a adicdo do mesmo. Este comportamento ainda precisa ser investigado com mais rigor,
no entanto, é possivel afirmar que a resposta imediata a adicdo do ELP, observada nos
espectros colhidos, é a diminuicdo brusca do pico em 695 nm, que pode ser resultado da
mudanca estrutural da parede celular do micro-organismo, e, em seguida, a intensidade do

pico é ligeiramente aumentada conforme o micro-organismo vai sendo inibido e/ou morto.

Os espectros de fotoluminescéncia mostraram também uma boa relacdo sinal-ruido,
visto que materiais bioldgicos apresentam comumente sinais muito ruidosos e que nas
analises foi utilizada uma pequena quantidade de material a fim de reproduzir as condi¢Ges de

diagndstico clinico.
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Os resultados obtidos neste trabalho mostram, portanto, o grande potencial de
aplicacdo da espectroscopia de fotoluminescéncia para a identificacdo da inibicdo e/ou morte

dos micro-organismos, ao se adicionar um agente antimicrobiano.

Visto que ndo foram encontrados na literatura estudos que reportem alteragdes nas
propriedades espectroscopicas de micro-organismos, quando os mesmos sdo submetidos a
acdo de compostos antimicrobianos, mais estudos sdo necessarios para a confirmagdo dos

comportamentos descritos neste trabalho.

6 PERSPECTIVAS

Uma vez que a répida e eficiente identificacdo de micro-organismos, bem como o
acompanhamento da a¢do do agente antimicrobiano, € de relevada importéancia, ndo s para a
salde publica, no caso de doencas causadas por micro-organismos patogénicos, como também
para a industria sucroalcooleira, para tornar mais eficiente a fermentacéo alcoolica (detecgédo
de agentes contaminantes), e que o0s resultados obtidos neste trabalho sdo bastante
promissores, visamos, posteriormente, a correlacdo entre a razdo entre as intensidades dos
picos, obtida através de espectros de fotoluminescéncia, com a porcentagem de inibicdo e/ou
morte dos micro-organismos, obtida por medidas de densidade Optica, a fim de desenvolver
um biossensor que identifiqgue os micro-organismos e determine a porcentagem de inibicéo
deles, quando um agente antimicrobiano €é adicionado, através de espectros de

fotoluminescéncia.
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