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RESUMO

Melaninas sdo bio-oligdmeros de ocorréncia natural que podem ser
encontradas na pele, no cabelo, nos olhos, no cérebro e também em
alguns animais marinhos. Entretanto, a extracdo das melaninas naturais
nem sempre € viavel devido ao custo elevado dos reagentes utilizados e
normalmente obtém-se um baixo rendimento no processo. Neste
contexto, destacam-se as melaninas sintéticas, que podem ser produzidas
em laboratdério com um custo mais baixo e considerdvel rendimento.

Um dos precursores das melaninas sintéticas é o L-3,4-
dihidroxifenilalanina conhecido como L-DOPA que livre em condicdes
reacionais produz a eumelanina, responsavel pela coloragdo escura e em
presenca de cisteina produz a feomelanina, que da origem a coloracédo
mais clara, esses precursores se agregam entre 3 a 9 unidades indol para
formar a estrutura oligomérica da melanina.

Neste contexto, este trabalho tem por objetivo descrever a preparacéo,
purificagdo e caracterizagcdo de melaninas quimicamente modificadas
pelos aminoéacidos serina, treonina e cisteina (feomelaninas), a fim de se
obter os compostos ser-DOPA, thr-DOPA e cys-DOPA respectivamente
e seus complexos de Cu(ll) e Zn(lI1), bem como descrever as interaces
com o corante catiénico azul de metileno avaliando suas toxicidades e
atividades antioxidantes.

A caracterizacdo espectroscopica das melaninas modificadas mostrou a
presenga de trés grupamentos majoritarios: acido carboxilico, quinona-
imina e catecol. Estudos em solucdo por titulagdo potenciométrica
mostraram a presen¢a do grupamento tiol na melanina cys-DOPA, e
todas as melaninas apresentaram baixa toxicidade em células NIH-3T3
com uma relevante atividade antioxidante tendo destaque para a ser-
DOPA que apresentou um ECs para o ensaio de DPPH de 1,02 pg mL™,
valor esse proximo dos padrdes utilizados.

Os estudos de interagcdo com os ions Cu(ll) e Zn(ll) revelaram que a
formacdo dos complexos é altamente dependente do pH, em que na
faixa acida para a ser-DOPA e thr-DOPA ocorre a formacdo das
espécies [M(QI)'] e [M(Ac)*], com o aumento do pH detectou-se a
espécie [M(Cat)] e [M(QI),], e em valores de pH acima de 8 as espécies
[M(Cat),*] e [M(QI)(Cat)] foram detectadas. J& com a melanina cys-
DOPA ocorre a formacdo das espécies [M(Tiol)’], [M(QD'] e
[M(QI)(Tiol)], com o aumento do pH foi evidenciado as espécies
[M(Cat)] e [M(Cat)(Tiol)], sendo esta Gltima ndo detectada para Cu(ll),
e em valores de pH acima de 7 as espécies [M(QI),] e [M(Cat),*] foram
observadas.



Todos os complexos obtidos apresentaram uma baixa toxicidade em
células HUVEC, e também uma relevante atividade antioxidante com
destaque para o complexo cys-DOPA-Zn(II) com valor de 25,24 pg mL’
! para o ensaio de DPPH.

As interagdes com o corante azul de metileno foram caracterizadas por
métodos espectroscopicos, e os resultados obtidos revelaram que a
adsorcdo do azul de metileno pelas melaninas é dependente do pH da
solucdo. A maior adsor¢do ocorreu em pH 7 e 6 para a ser-DOPA e cys-
DOPA respectivamente e a melanina thr-DOPA apresentou baixos
valores de adsorcdo em toda faixa de pH. O modelo cinético que
apresentou a melhor correlagdo entre os dados experimentais foi o de
pseudo-segunda ordem para todos os sistemas estudados e os dados de
equilibrio de adsorcdo foram melhor correlacionados pela isoterma de
Langmuir em sua forma linear apresentando g, de 162,07 e 109,89 mg
g™ para as melaninas cys-DOPA e ser-DOPA respectivamente.

Palavras-chave: Melaninas, Aminoacidos, Complexos de Cu(ll) e
Zn(I1), Adsorcéo, Azul de Metileno



ABSTRACT

Melanins are bio-oligomers occurring naturaly. They can be found in
skin, hair, eyes, brain, and also in some marine animals, however, the
extraction of natural melanins is not always feasible due to the high cost
of the reagents used and the low yield in the process. In this context,
synthetic melanins can be a praticle solution, which can be produced in
the laboratory with a low cost and a high considerable yield.

One of the synthetic melanins  precursor is  L-3,4-
dihydroxyphenylalanine, known as L-DOPA that when free in reaction
conditions produces eumelanin, responsible for the dark coloring, and in
the presence of cysteine produces pheomelanin, which leads to a lighter
color pigment, these products are aggregated in 3 to 9 indol units to
form the oligomeric structure of melanin.

In this context, this work aims to describe the preparation, purification
and characterization of melanins chemically modified by the amino
acids serine, threonine and cysteine (pheomelanins) resulting in
compounds ser-DOPA, thr-DOPA and cys-DOPA respectively, and
their complexes with Cu(ll) and Zn(Il) metal ions, evaluating their
antioxidant activities and toxicities; as well as interactions with the
cationic dye methylene blue.

The spectroscopic characterization of the modified melanins showed the
presence of three major groups: carboxylic acid, quinone-imine and
catechol, and studies in solution by potentiometric titration showed the
presence of thiol grouping cys-DOPA melanin, all melanins presented
low toxicity in NIH-3T3 cells and a significant antioxidant activity with
emphasis on ser-DOPA which showed an EC50 = 1.02 ug mL™ for the
DPPH assay, a value close to the standards used in this work.

Interaction studies with Cu(ll) and Zn(Il) ions proved that the formation
of complexes is highly pH dependent, where in the acidic range for ser-
DOPA and thr-DOPA the species [M(QI)'] and [M(Ac)*] were formed,
the increase of the pH leads to the formation of [M(Cat)] and [M(QI),]
species and pH above 8 the [M(Cat),*] and [M(QI)(Cat)] species were
detected. On the other hand, in the cys-DOPA system at acidic pH the
species [M(Tiol)], [M(QI)*] and [M(QI)(Tiol)] were formed, with the
increase of the pH the [M(Cat)] and [M(Cat)(Tiol)] species were
evidenced, the latter is undetected for Cu(ll) system, and for pH above 7
the species [M(QI)] e [M(Cat),*] were observerd.

All complexes showed low toxicity in HUVEC cells, and also showed a
significant antioxidant activity, highlighting for the complex cys-DOPA.-
Zn(1) with a value of 25.24 pg mL™ for the DPPH assay.



The adsorption of methylene blue by melanins was characterized by
spectroscopic methods, and the results showed that adsorption of
methylene blue is dependent on the pH solution. The higher adsorption
occurred in pH 7 and 6 for the ser-DOPA and cys-DOPA melanin
respectively. Thr-DOPA showed low adsorption values independently of
the pH. The kinetic model that showed the best correlation omong the
experimental data was the pseudo-second order for all systems studied
and the adsorption equilibrium data were best correlated with the linear
Langmuir isotherm presenting g, values 162.07 and 109.89 mg g™ for
cys-DOPA melanin ser-DOPA respectively.

Keywords: Melanins, Amino acids, Cu(ll) and Zn(1l) complexes,
Adsorption, Methylene Blue
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1. Introducéo

O estudo das melaninas vem ganhando, nos Gltimos anos, uma
grande relevancia cientifica. No passado, a grande questdo era saber
qual a diferenca entre tipos diferentes de pele e cabelo, qual o tipo de
molécula era responsavel por essas diferencas de coloragcdo que
intrigavam os cientistas no final do século XIX. O grande avanco
cientifico contribuiu muito para os avan¢os no campo de caracterizacao
molecular, possibilitando para que atualmente possamos propor uma
estrutura para esta biomolécula. Vale lembrar que mesmo depois de cem
anos de pesquisas e avancos, as estruturas das melaninas ndo sdo
inteiramente conhecidas e modelos sdo propostos na literatura.

Atualmente, a melanina se apresenta como um bio-oligdmero,
agregando-se entre trés a dez unidades monoméricas contendo trés
grupamentos funcionais distintos e majoritarios: acidos carboxilicos,
quinona-iminas e difendis (em sua maioria catecol). Aquelas melaninas
responsaveis pela coloragdo escura de pele e cabelos sdo chamadas de
eumelaninas, e aquelas responsaveis pelas coloragcbes mais claras séo
chamadas de pheomelaninas, onde também sdo encontrados
grupamentos contendo enxofre como tidis e tiofenois.

A dificuldade de extrair as melaninas de fontes naturais como
cabelo e pele, por exemplo, levou cientistas a proporem métodos de
sintese deste bio-oligomero; as metodologias mais comuns encontradas
na literatura utilizam os precursores 5,6-diacetoxindol (DAI) ou 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) como reagentes de partida para obtencéo
das eumelaninas. Ja para as pheomelaninas utiliza-se do aminoacido
cisteina como fonte de enxofre, ja que esta molécula é adequada para a
reacdo de oligomerizagdo dos mondmeros indolicos.

A principal justificativa deste trabalho paira sobre o
desenvolvimento de melaninas modificadas com aminoacidos
guimicamente compativeis durante a melanogénese. Essas modificacbes
proporcionam as melaninas diversas fungdes e caracteristicas Unicas
como quelacdo seletiva de ions metalicos, atividades antioxidantes
distintas, diferentes solubilidades em agua, dentre outras caracteristicas
gue serdo estudadas.

Desta forma, este trabalho visa a sintese e caracterizacdo de
melaninas quimicamente modificadas utilizando o L-DOPA como
precursor e aminoacidos compativeis como modificantes, aplicando-as
em ensaios antioxidantes e interagindo-a com metais divalentes e
espécies catidnicas organicas.
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As quatro grandes areas de concentragdo da Quimica encontram-
se aplicadas neste trabalho: a Quimica Inorganica aplicada no estudo das
interacdes das melaninas com os cations metalicos Cu(ll) e zZn(ll), a
Quimica Organica na preparacdo das melaninas modificadas, calculo de
pK,’s e correlagdo de estrutura e atividade, e a Quimica Analitica e a
Fisico-Quimica nos métodos de caracterizacdo e medidas das interacdes
das melaninas com as espécies catidnicas.
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2. Revisdo Bibliogréafica e Estado da Arte

Este capitulo esta dividido em t6picos que elucidam um pouco o
historico das melaninas, bem como as aplicagdes que serdo abordadas
nesta tese de doutorado. Além de uma revisdo bibliogréfica, este
capitulo tem por objetivo refletir sobre o estado da arte em que as
melaninas se inserem na atualidade.

2.1. Avancos na elucidacéo estrutural das melaninas

Propor uma data especifica para quando as melaninas comegaram
a despertar a curiosidade de cientistas pode nos levar a cometer um
grande erro. Entretanto, um dos relatos mais antigos encontrados na
literatura é de autoria de Abel e Davis', que numa publicag&o no ano de
1896 questionaram a existéncia de um pigmento diferente encontrado
em diversas racas e que na época ndo chamava grande atencdo. Destaca-
se sua citagéo:

“Outra classe importante de substincias biologicas que possuem
cor sdo ainda menos compreendidas. Destas substancias sabemos
atualmente pouco mais que elas existem nos tecidos do corpo, nenhuma
delas tem sido o objeto de investiga¢do da quimica.”

Este artigo seria a inspiragdo para 0s quimicos realizarem
exaustivas pesquisas na area dos pigmentos naturais, sendo que em
1920, Young® publicou o primeiro artigo que relata a tentativa de
extracdo das melaninas da pele. E, finalmente, em 1926 as subunidades
das melaninas, 5,6-Dihidroxindol e Acido 5,6-Dihidroxindol-2-
Carboxilico (Figura 1) foram elucidadas por Raper®.

H H
HO N HO N
/ / coo
HO HO
DHI DHICA

5,6-dihidroxindol 5,6-dihidroxindol-2-carboxilato

Figura 1. Estrutura dos precursores naturais das melaninas.
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A partir deste momento inGmeras publicacdes sdo relatadas.
Vérios autores contribuiram neste campo de pesquisa como Giuseppe
Prota com grandiosos trabalhos na area, destacando-se por realizar a
primeira extracéo enzimatica de melaninas do cabelo com alta pureza®, e
por estudar as interacbes de metais na formacdo de melaninas
sintéticas®. Suas grandiosas contribuicdes sdo relembradas em sua
revisio sobre o tema®. A Figura 2 mostra um resumo das etapas da
extracdo da melanina do cabelo proposto por Prota e colaboradores
utilizando o0 método enzimatico.

Outra louvavel contribuicdo na area é de John Simon que
elucidou microscopicamente a morfologia de diferentes tipos de
melaninas’, comprovando que as melaninas naturais se apresentam em
formas de esferas ou bastonetes e as sintéticas sdo morfologicamente
amorfas. Simon trabalhou também com interacdes com metais® e ainda
com as primeiras atividades foto protetoras das melaninas® dentre outros
trabalhos™.
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g ‘*:z-:-— 0,1 M Tampio Fosfato pH = 7.4

Ditiotreitol / 37°C / 18h / Agit.

0,1 M Tampio Fosfato pH =74 |

Papaiina / 37°C / 18h / Agit.

Melaninas + Residuos de Queratina

Triton X-100
4h/37°C/ Ar
Centrifugado 4000rpm

W{_‘L) "
CpfsHEEo (B85 MELANINAS

Figura 2. Sintese das etapas da extracdo da melanina natural do cabelo.

J& tendo conhecimento dos mondmeros e ainda das
propriedades fisico quimicas das melaninas, Szpoganicz e
colaboradores™, por titulacdo potenciométrica, descobriram um novo
grupamento que compunha a estrutura das melaninas, a quinona-imina.
Assim, os trés grupamentos majoritarios presentes nas melaninas sdo:
acido carboxilico, quinona-imina e catecol (Figura 3). A elucidagéo dos
grupamentos foi de suma importancia para 0s avangos, no que se tratava
da caracterizagdo estrutural das melaninas; pode-se entdo propor com
mais detalhes as caracteristicas eletroquimicas das melaninas, suas
afinidades por ifons metalicos e ainda mapear com maior precisdo a
tipologia desses bio-oligdbmeros.
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/ ’
N\__/ A\
=
N
N OH HO N
Acido Carboxilico (AC) Quinona-imina (QI)
HO
HO H

Catecol (Cat)

Figura 3. Grupamentos majoritarios presentes nas melaninas.

Uma vez elucidado os grupamentos funcionais presentes nas
melaninas, caracterizado seus mondmeros, e tendo provas de que a sua
agregacdo se apresenta na forma de oligdmeros'?, restava saber como
essas melaninas estdo organizadas no espaco. Prota’® propds uma
agregacao dos oligdbmeros por ligacGes de hidrogénio até a formacéo de
uma estrutura complexa, que € o modelo mais aceito hoje em dia,
entretanto, especulacdes sobre as agregagdes das melaninas séo
facilmente encontradas na literatura em trabalhos recentes. Bielawski e
colaboradores’® em 2012 relataram uma teoria diferente, onde foi
proposto que 0os mondmeros ndo se agregam por ligaces covalentes e
sim por ligagdes de hidrogénio e interagdes do tipo m-stacking entre si,
se baseando em experimentos de ressonancia magnética nuclear. Logo
ap6s esta publicacdo, Lee e colaboradores™®, derrubaram a teoria
proposta por Bielawski, utilizando novamente espectrometria de massas
e ainda calculos computacionais e mostraram, novamente, que as
ligacGes de hidrogénio estdo presentes entre o0s bio-oligbmeros, mas
apenas apo6s a formacdo das ligacdes covalentes. Ambas as propostas
estdo apresentadas na Figura 4A e 4B.
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Figura 4. (A) Estrutura proposta por Bielawski e colaboradores:
melaninas estruturadas por ligacdes de hidrogénio e sem participacdo
covalente, retirada da referéncia 13 (B) Estrutura de Hong e
colaboradores: melaninas apresentando ligagdes de hidrogénio, mas
entre seus oligdbmeros, com a participacdo de ligacdes covalentes intra-
monomérica, retirada da referéncia 14.
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2.2. Melanogénese

A melanogénese é 0 mecanismo proposto na literatura®® para a
formacdo das melaninas (eumelanina e pheomelanina) a partir da
tirosina sob a aglo da tirosinase, mostrado no Esquema 1. Esse
mecanismo cujo ponto chave é a atividade enzimatica € o mais aceito
dentre todos os modelos propostos para a formacgdo das melaninas,
sendo um amplo processo que ocorre em todos os tipos de organismos
ao longo da escala filogenética. Esse mecanismo consiste de uma série
de reagdes que envolvem apenas uma enzima melanogénica na maioria
das espécies, enquanto em mamiferos é regulamentada pela acédo
combinada de um conjunto de células: melandcitos.

O mecanismo proposto foi provado utilizando tirosinase em
concentracBes controladas e isolado o intermediario L-dopacromo, e
observa-se no Esquema 1 que durante a biossintese da eumelanina, a L-
dopaquinona sofre uma reacdo quimica intramolecular de adi¢do 1-4 ao
anel aromatico, e que o grupo amino da L-dopaquinona leva a um
produto de adi¢do de Michael ciclizando para produzir a L-ciclodopa,
sendo este intermediario rapidamente e espontaneamente oxidado para o
L-dopacromo. Nesta etapa duas reacOes podem ocorrer: a
descarboxilagdo do L-dopacromo produzindo o 5-6-dihidroxindol e o
rearranjo intramolecular produzindo o 5-6-dihidroxindol-2-carboxilato,
ocorrendo espontaneamente a polimerizacdo desses dois intermediarios
formando as eumelaninas.

Para as pheomelaninas, observa-se a adicdo do aminodcido
cisteina apds a formacdo da L-dopaquinona e para 0 sucesso desta
reacdo necessita-se de moléculas de baixo peso molecular contendo
grupamentos tidis ou hidroxilicos como o aminoacido citado ou como
em nosso trabalho substituimos a cisteina por serina e treonina. Na
presenca desses compostos ocorre uma rapida conjugacdo entre o L-
dopaquinona e o grupamento de entrada -OH ou -SH gerando
intermediarios contendo oxigénio ou enxofre. O mecanismo proposto
para esta etapa, consiste no ataque nucleofilico do grupamento tiol a
molécula de L-dopaquinona obtendo como produto o cisteinildopa, e por
fim, este produto sofre diversos rearranjos e desidratacdo que levam a
formacédo da alanil-hidroxi-benzotiazina que polimerizam naturalmente
formando as feomelaninas.
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melanogénese, a partir da tirosina e em presenga da tirosinase.
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2.3. Melaninas quimicamente modificadas por aminoéacidos

Melaninas modificadas por aminoécidos é um tema atual, no qual
existe apenas um artigo publicado na literatura sobre o assunto™. Ele
descreve um processo de modificacdo quimica de melaninas extraidas
de fungos pelo aminoacido arginina. Em sua parte experimental, os
autores descrevem simplificadamente que o0s aminoacidos foram
colocados em contato com as melaninas. A mistura foi mantida sob
agitacdo por 30 minutos e em seguida foi centrifugada para coletar a
melanina. Esse processo pode representar apenas uma adsor¢do e nédo
uma modificagdo quimica, levando em conta a capacidade das
melaninas de interagirem com pequenas moléculas por adsor¢éo.

Entretanto, inspirado neste artigo, conhecendo-se 0 mecanismo de
formagdo das melaninas, Esquema 1, e ainda, sabendo-se que as
pheomelaninas sintéticas contém a cisteina em sua rota'®*®, sugerimos
utilizar a mesma rota sintética para preparacdo de mais duas melaninas,
aqui chamadas melaninas modificadas, com os aminoacidos serina e
treonina. Basicamente, utiliza-se como reagente de partida o 3,4-
dihidroxifenilalanina e com a adigdo da enzima tirosinase chega-se no
precursor dopaquinona®’. Nesta etapa, com a adicéo de cisteina chega-se
as cisteinildopaquinonas, naturalmente formando as benzotiazinas por
ciclizagdo do grupamento cisteinico ligado ao dopa e, por fim,
polimerizando e formando as pheomelaninas'®®®. O processo de
preparacgdo simplificado é apresentado no Esquema 2.

Analogamente a rota proposta por Chedekel®®, e utilizando
aminoacidos com cadeia principal contendo trés atomos de carbono,
foram sintetizados outros dois tipos de melanina chamadas neste
trabalho de ser-DOPA e thr-DOPA. A cys-DOPA (pheomelanina)
também foi sintetizada e aplicada aos mesmos processos que foram
submetidos as outras duas para comparacdo e elucidacdo de suas
propriedades fisico-quimicas, atividades antioxidantes e ainda interacdo
com espécies catibnicas.
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Esquema 2. Preparagdo da feomelanina.

Na etapa de sintese, vale lembrar, que a tirosinase desempenha
um papel primordial na obtencdo do produto com alto grau de pureza.
Essa metaloenzima de Cu(ll), classificada como monooxigenase é
encontrada em organismos vivos como animais e plantas’. E
responsavel pela acdo de cresolase e ainda catecol oxidase. O Esquema
3 mostra 0 mecanismo proposto por Solomon®® da acéo desta enzima.
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Esquema 3. Mecanismo simplificado de acéo da tirosinase.

Como cresolase, o oxigénio do monofenol coordena-se
primeiramente ao centro de cobre(ll), entdo ocorre a ruptura da ponte
oxo, promovendo a ligacdo com o oxigénio, por fim, ocorre a liberacéo
da quinona correspondente e consequente regeneracao do catalisador.

Ja como catecol oxidase oxidando o0 DOPA ocorre a coordenagéo
do difenol ao centro binuclear pelos dois oxigénios, a ponte oxo é
rompida e subsequentemente ocorre a geragdo da quinona
correspondente, todavia outra molécula de DOPA pode ser oxidada
coordenando-se aos centros de cobre e gerando mais uma quinona, com
formagéo da espécie deoxi da enzima que logo é regenerada para mais
um ciclo catalitico.
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Nossa visao acerca das melaninas modificadas por aminoacidos é
promissora. As estruturas dos aminoacidos utilizados para esta
modificacdo sdo apresentadas na Figura 5.

HS OH HO OH HO OH

NH, NH, NH,

cisteina serina treonina

Figura 5. Aminoacidos utilizados na modificacdo quimica das
DOPA-melaninas

Observam-se nas estruturas dos aminoacidos dois grupamentos
diferentes ligados ao carbono B da cadeia, um grupamento hidroxila e
outro tiol. A modificagdo das melaninas por esses aminoacidos
promovera caracteristicas diferentes para os bio-oligbmeros,
principalmente no que diz respeito a quelagéo por ions metalicos. Uma
melanina modificada pela cisteina (pheomelanina) ganha um carater
mais macio do que uma modificada pela serina, isso reflete na
seletividade de coordenacdo por ions metdlicos com dureza
intermediaria como Cu(ll) e Zn(Il); ou ainda na interacdo com pequenas
moléculas catidnicas, onde o pKa da melanina é fundamental para haver
maior ou menor interacdo. A Figura 6 mostra a proposta dos monémeros
obtidos através das melaninas modificadas pelos aminoacidos, estruturas
inspiradas no trabalho de Simon e colaboradores™.
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Figura 6. Modelos estruturais propostos para as subunidades
majoritarias obtidas através da modificacdo quimica de DOPA-
melaninas com aminoacidos cisteina, serina e treonina respectivamente.

Nos modelos podemos observar os grupamentos majoritarios que
contém as melaninas como acidos carboxilicos, mono e difendis e ainda
heterociclicos contendo enxofre. Outro grupamento que também esta
presente nas melaninas foi identificado por Szpoganicz'' e
colaboradores, que é a quinona-imina, resultante da tautomerizacéo dos
grupamentos indolicos.

2.4. Agdo antioxidante das melaninas

Os antioxidantes sdo definidos como compostos que sdo capazes
de inibir a oxidagdo de um determinado &tomo, molécula ou substrato.
No organismo, evitam uma série de reacbes maléficas como a
prolifera%éo de radicais livres e ainda inibem outras reacGes de
oxidacdo”®. Uma das funcdes das melaninas no organismo é a de
antioxidante”"?*; presente na pele, cabelo, olhos e cérebro evitam danos
a esses meios através das reacdes fotoquimicas e redox.

Definida como um antioxidante natural, as melaninas possuem
grupamentos fendlicos que séo os responsaveis pela agdo antioxidante.
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Outros compostos como &cido galico, cafeico e demais polifendis
contendo gruzpamentos dihidroxidos possuem geralmente um grande
poder redutor®?.

A grande vantagem dos antioxidantes naturais é sua baixa
toxicidade, podendo ser utilizado seguramente e apresentando baixos
efeitos colaterais, servindo também como conservantes de alimentos e
ainda como componentes de cremes na indUstria de cosméticos e
farmacéutica®®. A Figura 7 mostra alguns polifenéis com atividade
antioxidante.

OH
OH
OH oH
HO OH QOCH4
HO o} o OH
HO o]
Acido Galico Acido Cafeico Acido Vanilico

Figura 7. Férmula estrutural de alguns polifendis com acéo
antioxidante.

Entretanto, as fontes de melaninas sdo escassas e geralmente de
dificil obtencdo®, sendo necessarios reagentes caros e exigindo uma
exaustiva purificacdo. Sendo assim, as melaninas sintéticas tornam-se
um meio viavel para obtengdo desses compostos de modo simplificado e
de baixo custo quando comparado com a extragcdo de meios naturais.
Portanto, a modificacdo quimica dessas melaninas com aminoacidos
podera proporcionar uma baixissima toxicidade e diferentes atividades
antioxidantes. Hearing e colaboradores®’ relatam que alguns precursores
envolvidos na Melanogénese exibem certa citotoxicidade como, por
exemplo, o DHI livre que impediu o crescimento de 78% de células em
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96 horas. Assim, é importante realizar o ensaio de citotoxicidade das
melaninas sintetizadas neste trabalho.

Existem inimeras maneiras de medir a atividade antioxidante de
um determinado composto, que varia de ensaios envolvendo
determinadas reag¢fes quimicas a métodos instrumentais. Destacam-se
na literatura ensaios envolvendo a captura de radlcals livres utilizando o
composto 22d|fen|I -picril-hidrazil (DPPH)?®, e também ensaios de
poder redutor®®*® onde se utiliza um padrao, geralmente &cido
ascorbico, e ¢ medido a capacidade do composto de reduzir o ion
Fe(l11); o resultado é expresso em mg de composto por grama de acido
ascorbico, sendo essas metodologias utilizadas em nosso trabalho. Nos
métodos instrumentais destaca-se 0 uso de eletroquimica, voltametria
ciclica e onda quadrada, pois processos redox gque ocorrem na superficie
do eletrodo podem ser correlacionados com processos biolégicos via
reacbes quimicas. Baseado no fato que bons antioxidantes devem
oxidar-se facilmente, pardmetro como potencial do pico de oxidacdo
(Epo) € potencial de meia onda (E;/,) podem ser utlllzados para predizer
a capacidade antioxidante de determinada molécula®

No caso das melaninas, sua capacidade ant|OX|dante é atribuida
aos grupamentos catecolatos presentes na molécula que podem oxidar-se
facilmente a o-quinonas (Figura 8).

\ -2H'/2¢ \

+2H /2¢
Ho N o

Iz

Catecol Quinona

Figura 8. Par redox catecol/quinona, equilibrio responsavel pela
acdo antioxidante das melaninas.

Estudos eletroqwmlcos e espectroeletroqwmwos das melaninas
foram reportados por Farmer®, Costa® e colaboradores. Esses estudos
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elucidam o par redox apresentado na Figura 8 e ainda as diferencas
eletroquimicas em presenca de ions metélicos. Todavia, eles ressaltam a
formacdo de filmes de melaninas na superficie do eletrodo que podem
vir a dificultar as medidas eletroquimicas. Por fim, a realizacdo de
correlacdes entre medidas eletroquimicas e determinacdes in situ sdo
fundamentais para se conhecer a capacidade antioxidante real de uma
determinada molécula.

2.5. Interagdo das melaninas com ions metélicos

A capacidade das melaninas interagirem com ions metalicos é
uma caracteristica importantissima, pois resulta em uma série de efeitos
que alteram as propriedades biol6gicas destes pigmentos®, e ainda estas
interacBes sdo utilizadas como ferramenta para elucidagéo estrutural da
prépria melanina™. Como mostrado na Figura 3, a melanina possui seus
principais grupos quelantes derivados de monémeros contendo atomos
de oxigénio doadores. Ja foi mostrado em trabalhos anteriores, a grande
capacidade de melaninas naturais extraidas do cabelo e sintéticas
derivadas do DHI de interagirem com o fon Fe(ll)*. Essa forte
interacdo se deve as caracteristicas acidas e basicas do centro metalico e
do ligante, respectivamente. Seus complexos sdo estabilizados
termodinamicamente por efeito quelato®. E fons divalentes como Cu(ll)
e Zn(Il) também exibem uma grande interacdo com as melaninas™. O
estudo mais impressionante foi efetuado por Liu e colaboradores que
relatam que a melanina exibe uma interagdo maior com os ions Mg(ll),
Ca(l1), Sr(1l) e Cu(ll) quando comparada com o0 EDTAY.

Entretanto, as interacbes das melaninas por centros metélicos
dependem fundamentalmente do pH do meio e, geralmente, a
coordenacdo é favorecida com o aumento do pH, a variacdo da
concentracdo hidrogeniénica do meio ndo apenas favorece a
complexagdo mas também, rege o tipo de complexo que serd formado e
a proporcdo estequiométrica.

Observando apenas 0s grupamentos presentes nas eumelaninas,
vemos uma predominéncia de grupos funcionais denominadas de bases
duras que coordenam bem metais duros como, por exemplo, cations
trivalentes. Ja as pheomelaninas que contém enxofre (Figura 6) podem
favorecer a interagdo com metais como Cu(ll) e Zn(ll), sendo que um
artigo recente relata a interacdo de complexos procedentes desses metais
com DOPA melaninas®, entretanto sem investigar quais espécies eram
formadas. Na farmacologia, melaninas sdo alvo de metalodrogas como
relatado no trabalho anterior e até hoje ndo foi realizado nem um estudo
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comparativo, detalhado, entre as interacdes de Cu(ll) e Zn(ll) com —eu e
pheomelaninas utilizando os modelos monoméricos mais aceitos na
literatura. Este estudo proposto nesta tese contribuira de forma positiva
para o entendimento da coordenacdo desses metais com as melaninas e
mostrara a seletividade de interacdes metal-melanina em funcédo do pH
do meio e do tipo de melanina estudada. O Esquema 4 (a) mostra as
principais interacdes reportadas na literatura das melaninas sintéticas
DHI com Cu(ll) e zn(I)** como também mostra o trabalho das
interacdes com o fon Fe(l11)* recentemente publicado e apresentado no
esquema 4 (b).
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2.6. Interacdo das melaninas por moléculas organicas
catidnicas

Os grupos majoritarios presentes nas melaninas séo classificados
como 4&cidos fracos, como visto anteriormente, e sofrem grande
influéncia do pH quando em solucdo, e até mesmo no estado sélido.
Geralmente, como relatado na literatura, com o aumento do pH as
melaninas se apresentam na forma anidnica e ficam mais susceptiveis as
interacdes com ions metalicos como visto na sessdo 2.5 e as interagdes
com pequenas moléculas organicas neutras, por ligacdes de hidrogénio,
e catiénicas, como relatado recentemente por Pescina e colaboradores™.
Entretanto, eles apontam alguns aspectos interessantes e dificultosos
nesses estudos de interacdo: primeiro que melaninas extraidas de
diferentes fontes possuem diferentes afinidades pela mesma espécie;
segundo, que as melaninas naturais que eles utilizaram no trabalho
podem trazer dificuldades em medir estas intera¢fes, pois necessitam de
uma exausta caracterizacdo e também uniformidade nos processos de
extracdo para obter a mesma organizacdo intermolecular em todas as
amostras; e por ultimo, hd poucos estudos sobre as interacfes de
espécies organicas com as melaninas. Neste trabalho foram relatadas as
interacdes das melaninas com levofloxacino, prednisolona, propanolol e
ainda azul de metileno.

As aplicacBes oriundas dessas interacbes sdo diversas e as
interagcBes com farmacos nos déo informagdes sobre como determinada
molécula com alguma atividade especifica pode ser retida no corpo
pelas melaninas. Além disso, uma certa estabilidade de interacdo entre
melanina-farmaco pode nos levar a um sistema promissor de liberacdo
controlada de farmacos (drug-delivery)®.

Ja as interacbes por azul de metileno, que é um corante
largamente utilizado tanto na medicina para tratamento da
metahemoglobinemia *, e na industria para tingimento; a fronteira de
aplicacdes se torna ainda maior podendo chegar até um remediador de
residuos nas industrias téxteis, tendo em vista que até alguns tipos de
cefalopodes produzem melaninas, tornando-as de facil obtenc&o®’.

Entretanto, hd poucos experimentos que descrevem o sistema de
interacdo entre as melaninas e essas moléculas, sendo que ainda temos
poucas referéncias na literatura. N@o se sabe, por exemplo, qual o
mecanismo de adsorgdo, nem por qual grupamento a melanina ir4
interagir, e com o intuito de caracterizar essas interagfes, propomos
neste trabalho estudar as interagdes das trés melaninas sintetizadas pelo
corante azul de metileno, estrutura apresentada na Figura 9. Os
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resultados contribuirdo nos estudos das interacbes de melaninas e
espécies catidnicas.

HsC CH;

\N S X N+/

CHs CHs

Figura 9. Férmula estrutural do azul de metileno.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Preparar, caracterizar e estudar as interacdes das trés melaninas
guimicamente modificadas por aminoacidos, cys-DOPA, ser-DOPA e
thr-DOPA, com os ions Cu(ll), Zn(lIl) e o corante azul de metileno, bem
como, avaliar suas citotoxicidades e atividades antioxidantes.

3.2. Objetivos Especificos

e Preparar e purificar as melaninas quimicamente
modificadas utilizando como precursor o L-DOPA e o0s
aminocidos cisteina, serina e treonina.

e Investigar a presenca residual de precursores por
LC-MS.

e Sintetizar os complexos de Cu(ll) e Zn(ll) com cys-
DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA pelo método de Bilinska
modificado.

e Caracterizar as melaninas e seus respectivos
complexos no estado solido por CHNS, FTIR, TGA, EDS,
SAXS, calculos tedricos e elucidar suas morfologias por
microscopia eletrnica de varredura.

e Calcular os valores de pK, dos grupamentos
presentes em cada melanina e medir suas afinidades pelos ions
Cu(l) e zZn(ll) por  titulacdo  potenciométrica,
espectrofotométrica e quantificar os grupamentos acidos pelo
método de Schnitzer e Gupta.

e Elucidar as espécies redox ativas nas melaninas e
nos seus respectivos complexos por voltametria ciclica e onda
quadrada.

e Avaliar as interacbes das melaninas pelo corante
azul de metileno utilizando modelos cinéticos e isotermas de



56

Lagmuir e Freundlich no pH ideal de adsorcdo, e caracterizar 0s
produtos finais por métodos espectroscopicos.

e Realizar ensaios de citotoxicidade dos compostos
sintetizados frente a células NIH/3T3 de fibroblastos bovinos e
células humanas endoteliais sadias - HUVEC.

e Medir as atividades antioxidantes de cada melanina
pelos métodos de captura de radicais livres — DPPH e poder
redutor, correlacionado-as com 0s respectivos potenciais
eletroquimicos de oxidacéo.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Reagentes utilizados

Os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos de fontes
comerciais e foram utilizados sem purificacdo prévia e sem outros
procedimentos especiais: L-DOPA, L-cisteina, L-serina, L-treonina e
enzima tirosinase em po liofilizado extraida de fungos na concentracao
maior que 1000 unidades por mg de sdlido, e todos obtidos da Sigma-
Aldrich; acido cloridrico 37% (Nuclear QMC), hidroxido de potassio
livre de CO, em ampolas da Backer dilut-It, argbnio e nitrogénio 99%
de pureza (White Martins), ftalato acido de potassio (Reagen S.A.),
EDTA dissodico (Vetec), eacetona P.A. (Nuclear QMC), hidrogénio
fosfato de s6dio mono/di basico (VETEC), cloreto de cobre dihidratado
e nitrato de zinco hexahidratado, cloreto de potassio, brometo de
potassio, acetato de célcio, hidroxido de bario, ambos (VETEC); cloreto
de 3,7-bis(dimetilamino)fenotiazinio — azul de metileno (Sigma-
Aldrich); agua bidestilada e fervida produzida em nosso laboratério.
Células de soro fetal bovino(FBS), estreptomicina, e meio dulbecco
(DMEM) foram adquiridos por Invitrogen (Carlsbad, CA). (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), e dimetilsulfoxido
(DMSO) adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

4.2. Preparacdo e purificacdo das melaninas quimicamente
modificadas

A preparagdo das melaninas quimicamente modificadas foi
inspirada no trabalho de Chedekel e colaboradores'®, muito utilizado em
trabalhos atuais na sintese das pheomelaninas. Esta sintese consiste na
reacdo do L-DOPA com os aminoacidos L-cisteina, L-serina e L-
treonina em presenca de tirosinase. O Esquema 5 resume a preparacao
das melaninas modificadas. A preparacdo detalhada consiste em
solubilizar 0,36 mmol de L-DOPA em uma solucdo aquosa de tampéo
fosfato 0,1M pH = 7,4 a 37°C. Apds a solubilizagdo completa do
reagente de partida adiciona-se uma quantidade minima de tirosinase e,
um minuto ap6s adicdo do catalisador, a solucdo apresenta uma cor
alaranjada caracteristica da formacdo de dopaquinonas'®. Neste
momento, adiciona-se uma quantidade de 0,71 mmol de aminoécido
previamente dissolvido na minima quantidade de tampdo fosfato.
Quando cisteina é adicionada a solugo, ela torna-se marrom, e quando
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serina ou treonina é adicionada, a solugdo torna-se preta. O tempo para
finalizar estas reagdes esta entre 36 a 48 horas.

HO.
oH tampéo fosfato 0.1M pH = 7.4

HS OH tirosinase / O
NHy " _— CyS-DOPA
Ho NH; agitacdo
37°C
L-Dopa oS 48h

HO
oH tampéo fosfato 0.1M pH = 7.4
tirosinase / O
s o M ———== »  ser-DOPA
agitagdo

37°C
L-Dopa ser 48h

Ho CHy 0
OH tampéo fosfato 0.1M pH = 7.4

* HOJ\{)J\OH mb thr-DOPA
agitagfo
NH, 37°C
L-Dopa thr 48h

MHz
HO

Esquema 5. Processos reacionais para formacdo das melaninas
guimicamente modificadas: cys-DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA.

Apos 48 horas de reacdo, adiciona-se 2 mL de HCI 1M e a
solucéo é centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos. O solido resultante é
coletado e lavado intensamente com agua bidestilada para eliminagdo
total de vestigios de cloreto existentes, realizando sempre o teste com
nitrato de prata. Depois da lavagem o sélido é colocado em 30 mL de
uma solugéo acetona:agua 2:1 a 50°C e filtrado a quente para eliminag&o
de qualquer outro cation que podera estar presente e de dimeros dos
aminoacidos e do L-DOPA. O sdlido resultante purificado, entdo, foi
submetido as caracterizacdes e utilizado para o estudo das interacGes
com as espécies catidnicas, citotoxicidade e atividades antioxidantes.

4.3. Preparacdo dos complexos de Cu(ll) e Zn(Il) com
melaninas

As sinteses dos complexos de cys-DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA
com os fons Cu(ll) e Zn(Il) foram realizadas pelo método de Bilinska™®
com pequenas modificagdes. Massas de aproximadamente 100 mg de
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cada melanina foram solubilizadas em solugdes de Cu(ll) e Zn(ll) na
propor¢do molar 2:1 melanina:metal e o pH foi ajustado em valores de
3, 7 e 10, pela adigdo de KOH 0,1M. As solugdes permaneceram sob
agitacdo por 24 horas sob atmosfera inerte e, posteriormente, a mistura
reacional centrifugada a 4000 rpm e o sélido obtido foi submetido a
secagem a vacuo para futuras caracterizag@es.

4.4, Estudos de interacédo das melaninas por azul de metileno

Os estudos para uma avaliagdo detalhada da interacdo de cada
melanina com o azul de metileno e uma explicacdo de um possivel
mecanismo de adsorcdo foram obtidos através de experimentos
avaliando o efeito do pH, cinética e isotermas de adsorcdo detalhadas a
seguir, seguindo a metodologia de Laus e colaboradores* com pequenas
modificacdes:

4.4.1. Efeito do pH

Como descrito na revisdo bibliografica, as melaninas sofrem
grande influéncia do pH do meio, portanto, a avaliacdo do efeito da
variacdo da concentragio de ion H* na solucio, nunca estudada antes,
em funcdo da quantidade de azul de metileno que interage com a
melanina é o primeiro passo que deve ser dado nesta etapa.

Utilizou-se massas variando entre 2-5 mg de melanina e coloca-
las em 50mL de uma solugdo contendo 100 mg L™ do corante azul de
metileno sob agitacdo vigorosa e em auséncia de luz por 24 h a
temperatura ambiente, variando-se o pH entre 3 e 8 . Ao final de cada
experimento a mistura final serd centrifugada a 4000 rpm e o
sobrenadante coletado e analisado por espectroscopia de UV-Vis em
664 nm. Sera determinada a quantidade de azul de metileno na matriz de
melanina em cada pH pela equacéo (1).

1) q= (Co—-Ce)V
m

Onde q é a quantidade de azul de metileno adsorvida (mg g™), C, e C é
a concentracdo de corante azul de metileno, em solucéo, antes e depois
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do processo de adsorcdo, respectivamente, (mg L™), V é o volume da
solucdo (em litros) e m é a massa de melanina utilizado (em gramas).

4.4.2. Cinética de adsorcao

A cinética de adsorcao revela, além do mecanismo de adsorcéo, a
guantidade de soluto que é retirada da solucdo em funcéo do tempo, que
é de grande importancia para aplicacGes de interacdo de farmacos ou
ainda, remediacdo de residuos por adsor¢do em matrizes complexas.

Os estudos de cinética foram realizados utilizando massa de
melanina entre 2-5 mg no valor de pH ajustado com aquele que obteve
melhor adsorcdo, misturados em uma solucdo contendo 50 mL de
solucdo aquosa de corante na concentracdo de 100 mg.L™ e foi deixada
sob agitagdo por 1 hora, inicialmente, para que o equilibrio de adsorcéo
seja atingido. Apds periodos pré-estabelecidos, aliquotas de 200 uL do
sobrenadante foram retiradas e diluidas para um volume adequado para
a analise por UV-Vis em 664 nm.

Para verificacdo do mecanismo cinético da adsor¢do do corante
na superficie da melanina foi utilizado o modelo linear de pseudo-
primeira (PFO) e segunda (PSO) ordem. As equagdes de cada modelo
sdo descritas a seguir em (2) e (3) respectivamente, onde ¢ € g, S0 as
concentragcBes adsorvidas no equilibrio e no tempo t (h)
respectivamente, k; (h™) e k, (g mg™ h™) sdo as constantes de primeira e
segunda ordem respectivamente.

dq _

dt k1 (qe - qt) ; (2) equacéo diferencial de pseudo primeira

ordem

In(qe - qt)t = In(qe - qt)t0 - kl (t _to) : (3) equacdo de PFO

integrada;

aplicando as condic@es iniciais t, = 0 e g, em t, = 0, a equacdo final que
sera utilizada para o estudo do mecanismo de PFO (4) é:
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In(g, —0,) =Inq, —Kt @

Plotando-se um grafico In(ge-g:) vs t obtém-se como coeficiente angular
k; e como coeficiente linear In ge.

As equacdes que descrevem o0 modelo de PSO na forma
diferencial e integral (5) e (6) respectivamente sao:

d
d_? - kz (qe — 0 )2 ; (5) equacéo diferencial de pseudo segunda
ordem.
1 1
(q _q ) = (q _q ) kz(t_to); (6) equacdo de PSO
e t/t e t/0
integrada.

Aplicando as mesmas condigdes iniciais da equagao anterior, obtém-se a
equacao que serd utilizada para estudar este mecanismo (7):

t 1 1
T v g to

g k0. g,

Plotando-se um grafico t g;? vs t obtemos como coeficiente angular g, e
como coeficiente linear k.

O modelo cinético mais apropriado sera avaliado pelos modelos das
equacdes linearizadas utilizando o coeficiente de correlacdo R® para
julgar a adequacdo de cada um. De posse dos valores de k e g, €
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possivel obter a velocidade de adsor¢do inicial, h, por meio da equagédo

(8):
h= k-qe2 ®)

4.4.3. Isotermas de adsorcéo

As isotermas descrevem quantitativamente o fendmeno de
adsorc¢do. Os resultados nos fornecem a quantidade do azul de metileno
que é adsorvido por unidade de massa das melaninas e a concentracéo
do corante em solucéo no equilibrio a uma temperatura constante. Dois
modelos matematicos foram utilizados neste trabalho para relacionar a
capacidade de adsor¢do e a concentragdo final do adsorvato. Séo eles a
Isoterma de Langmuir que suporta a teoria de que a superficie do
adsorvente é uniforme com sitios de adsorcdo iguais. A equacao em sua
forma linearizada que descreve esse processo é apresentada (9) a seguir:

C 1

e

1
— = +—C,: (9) onde:
qe KLqm qm

C. € (¢ sdo, respectivamente, a concentracdo do azul de metileno
na solucdo em mg.L" e a quantidade adsorvida em mg.g™, qm é a
capacidade maxima de adsorcdo em mg.gt e K_ é a constante de
Langmuir em mg L™. O coeficiente angular da curva Ce/qge vs C. NOs
fornece gn, e o linear K.

Outro modelo matematico que utilizaremos é o de Freundlich que
descreve o equilibrio em superficies heterogéneas, onde a quantidade
adsorvida é a integracdo de todos os sitios. A equacdo que descreve esse
modelo (10) é:

log g, =log K¢ + b log C, (10): onde:
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C. € (¢ sdo, respectivamente, a concentragdo do azul de metileno
na solucdo em mg L™ e a quantidade adsorvida em mg g™ e bg e K séo
as constantes de Freundlich. Os valores de bg variam entre 0 e 1, sendo
gue, quanto mais heterogénea a superficie, mais o valor de b se
aproximara de zero.

O dultimo modelo utilizado neste trabalho é a isoterma de
Dubinin-Radushkevich — DR, que é aplicado para avaliar se o
mecanismo de adsor¢do é de natureza fisica ou quimica, a forma linear
da isoterma de D-R é apresentada na equacéo 11:

2
In qe =1In qm —Ke : (11) onde:

Om € Qe S80, respectivamente, a capacidade maxima de adsorcéo
em mg.L™ e a quantidade adsorvida em mg.g™ e k ¢ a constante de D-R,
e & é descrito na equacéo 12:

1
g=RT In(l+—
( Ce)

; (12) onde:

R é a constante dos gases, 8,314 J.K™.mol™, T é a temperatura em
escalalabsoluta e Ce é a concentracdo do azul de metileno na solugdo em
mg.L".

A partir da equacdo de D-R é possivel obter a energia livre de
adsorcdo, E, que descreve a energia envolvida na adsor¢do de um mol de
soluto em solucéo na superficie do adsorvente. A energia ¢ calculada a
partir da equagéo 13:

E

1
= \/ﬂ ; (13) onde:
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E é a energia envolvida na adsorcao e k é a constante de DR.

Os resultados de E definem se o processo de adsorg¢éo é quimico
ou fisico, sendo que para valores inferiores de 8 kJ.mol-1, indica um
processo fisico, em contrapartida valores acima de 8kJ.mol-1 indicam
gue 0 processo é quimico.

Experimentalmente, colocou-se uma massa de 5 mg de cada
melanina em 10mL de solucBes contendo concentracbes de azul de
metileno variando entre 10 e 100 mg.L™, ajustado para o valor de pH
ideal, em frascos fechados por 24 horas sob agitagdo constante e em
auséncia da luz. Apos esse tempo centrifugou-se as amostras e o
sobrenadante analisado por UV-Vis em 664 nm.

4.5. Métodos de Caracterizagéo
4.5.1. Andlise Elementar

As analises dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
enxofre foram realizadas em um analisador elementar modelo Flash EA
1112 series CHNS-O Marca: Thermo Electron Corporation no
Laboratério de Analise e Caracterizagdo Quimica da Pontificia
Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

4.5.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um
espectrdmetro Jasco FTIR-4100 no Laboratério de Materiais do Atelié
de Conservagdo-Restauracdo de Bens Culturais Moveis — ATECOR da
Fundagdo Catarinense de Cultura, utilizando pastilhas de KBr e no
modo de 64 scans.

4.5.3. Termogravimetria

Os termogramas foram obtidos em um analisador
termogravimétrico modelo TGA-50, marca Shimadzu, no Departamento
de Quimica da UFSC. Amostras contendo cerca de 10 mg foram
aquecidas e submetidas a andlise em um intervalo de temperatura
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variando de 100 até 700 C° com uma taxa de variagdo entre 3-5 C%min
dependendo da amostra.

4.5.4. Microscopia Eletronica de Varredura

O estudo morfolégico das melaninas modificadas, bem como seus
complexos foi realizado utilizando MEV em um equipamento
marca/modelo JEOL JSM-6390LV no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica da UFSC.

4.5.5. Cromatografia Liquida com detector Espectrémetro de
Massas

As andlises de aminoécidos residuais nas trés melaninas
sintetizadas foram realizadas por LC-MS utilizando uma coluna ZIC-
HILIC (Merck) com a temperatura ajustada em 30 °C no Laboratério de
Eletroforese Capilar da UFSC.

Neste experimento, a fase mével foi constituida de acido formico
0,1% e metanol, utilizando os modos de gradiente linear e isocratico,
como segue: 10 min a 25% de &cido férmico 0,1%, de 25 a 90% de
acido foérmico 0,1% em 20 min, 15 min a 75% de &cido férmico 0,1%.
Taxa de fluxo da fase mével: 100 pL/min. Em todas as analises, 0
volume injetado foi 2,0 uL e o tempo total de analise 35 min, com pré-
condicionamento de 10 min.

O cromatografo liquido (Agilent 1200; Agilent Technologies,
Inc., Waldbronn, Germany) foi acoplado a um espectrémetro de massas
com fonte de ionizagdo por electrospray (3200 Qtrap; Applied
Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada) e foi usado o0 modo negativo
de ionizacdo com os seguintes parametros da fonte: a interface ion-spray
foi mantida em 350°C e voltagem do ion-spray 5500 V. O software
Analyst (versdo 1.5.1; Applied Biosystems) foi utilizado para o registro
e tratamento dos dados.

4.5.6. Eletroquimica

A elucidacdo das espécies redox nas melaninas modificadas foi
realizada utilizando um potenciostato-galvanostato modelo PAR
VersaSTAT 3 com trés eletrodos: trabalho — carbono vitreo, referéncia —
Ag'/AgCI, eletrodo auxiliar — fio de platina. Todas as analises foram
realizadas em solugdo aquosa utilizando cloreto de potéssio como
eletrélito suporte, sob atmosfera de nitrogénio a temperatura ambiente.
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4.5.7. Titulagéo Potenciométrica

As titulagbes potenciométricas foram realizadas em solucao
aquosa contendo 50 mg de cada melanina, solubilizadas em 30 mL de
agua bidestilada e fervida. Cada solucdo experimental foi titulada
utilizando um titulador automatico modelo Methrom TITRINO PLUS
350. Os valores de pH foram obtidos utilizando um eletrodo combinado
Ag/AgCI. As solugBes permaneceram em uma célula termostatizada a
25°C e atmosfera inerte com forga idnica controlada por KCI 0,1M
durante todos os experimentos. O pH inicial de cada experimento foi
ajustado para 2,5 com HCI 0,100 M e titulado com uma solu¢do 0,100
M de NaOH. O tempo para atingir o equilibrio em cada valor de pH foi
ajustado para 10 minutos. As constantes dos equilibrios acido/base
presentes em cada melanina foram calculadas com a ajuda do programa
Best7* e as respectivas curvas de distribuicio das interagdes foram
desenhadas com o programa Species®.

Apo6s a obtencdo das constantes de acidez dos grupamentos
presentes nas melaninas, foram conduzidos 0s experimentos na presenca
dos cations Cu(ll) e Zn(ll) para medir as constantes de afinidade das
melaninas com esses ions. Os experimentos foram conduzidos da
mesma maneira que foram para as melaninas sozinhas, mas na presenca
de 1:1 e 1:2 equivalentes de metal.

4.5.8. Titulagdo Espectrofotométrica

As titulagdes espectrofotométricas foram realizadas em solucdes
contendo 3 mg L* de cada melanina e solubilizadas em solugdes
aquosas com valores de pH variando entre 7 e 14,5. Coletou-se
espectros para cada solucdo na regido entre 200 e 500nm em um
Espectrofotdmetro Varian, modelo Cary 50Bio no Laboratério de
Bioinorgénica e Cristalografia - UFSC.

4.5.9. Espectrometria de energia dispersiva de Raios-X

Também chamada de microanalise por energia dispersiva — EDS,
consiste na incidéncia de um feixe de elétrons sobre o complexo
metalico, os elétrons mais externos dos a&tomos e 0s ions constituintes
sdo excitados, mudando de niveis energéticos. Ao retornarem para sua
posicdo inicial, liberam a energia adquirida que é emitida em
comprimento de onda no espectro de raios-x. Um detector instalado na
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camara de vacuo do MEV mede a energia associada a esse elétron*’. O
experimento foi realizado paralelamente com o de microscopia
eletrénica de varredura citado no item 4.5.4.

4,5.10. Calculos Teoricos

Os célculos tedricos dos possiveis dimeros presentes em cada
melanina e seus respectivos espectros vibracionais, foram realizados
empregando a Teoria do Funcional da Densidade e correlacdo de troca
funcional BP86*¢*° em conjunto com a base TZVP>.. Os célculos foram
realizados utilizando o programa Gaussian03®2. O trabalho foi
desenvolvido nas dependéncias do Grupo de Estrutura Eletrénica
Molecular do departamento de Quimica da UFSC, sob orientagdo do
Prof. Dr. Giovanni Finoto Caramori e no Laboratério de Fotoquimica
Molecular — LFQM da Universidade Federal Fluminense sob orientagéo
do Prof. Dr. Fabio da Silva Miranda.

4.5.11. Espalhamento de Raios-X a baixos angulos - SAXS

As andlises de SAXS foram realizadas no Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron em Campinas — S&o Paulo. Foram utilizadas as
respectivas condi¢bes operacionais: 0,59 metros de distancia da amostra
para detector, fonte sincrotron de raios-X monocromaticos com féton
8.0keV de energia correspondente ao comprimento de onda de raios-x
1.4 A. As amostras foram medidas em tubos de quartzo capilares
cilindricos com um didmetro interno de 1 mm.

45.12. Determinacdo da acidez total e carboxilica pelo
método de Schnitzer e Gupta

O método da determinacdo da acidez de Schnitzer e Gupta é
utilizado, originalmente, para deteccdo da acidez total e carboxilica de
substancias himicas®®. Proposto em 1965 é utilizado até hoje>*. As
substancias hlmicas estdo presentes no solo e apresentam estrutura
contendo diversos grupamentos doadores como carboxilatos, ftalatos,
salicilatos e catecolatos. A determinacdo desses grupamentos por essa
técnica consiste em duas reacgBes distintas, uma para determinacdo da
acidez total e outra para determinagdo da acidez carboxilica, sendo a
acidez fendlica obtida pela diferenca entre as duas. Essa mesma
metodologia serd aplicada para as melaninas na tentativa de correlagdo
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com os dados de titulacdo potenciométrica, e os dois experimentos seréo
descritos a seguir:

4.5.12.1. Determinacgéo da acidez total

A determinacgdo da acidez total consiste na reacdo da melanina
com excesso de hidroxido de bério que reagird tanto com os
grupamentos carboxilicos, bem como com as quinona-iminas e
catecolatos, como mostrado na reacéo a seguir:

2 AH + Ba(OH),” BaA, + 2 H,0

A solucdo permanece sob agitacdo constante por 24 horas e com
atmosfera inerte. A suspensdo formada ¢ filtrada e lavada com H,0
bidestilada e fervida, sendo o filtrado titulado com HCI 0,1M até a
viragem. O mesmo volume de Ba(OH), utilizado para reacdo também é
utilizado no branco. A diferenca entre os volumes de acido gastos na
titulagho do excesso de Ba(OH), do branco e da amostra,
respectivamente, é utilizada no calculo da acidez total das melaninas.

4.5.12.2. Determinacao da acidez carboxilica

Analogamente ao experimento anterior, a determinacéo da acidez
carboxilica consiste na reagdo das melaninas com uma solugdo contendo
excesso de acetato de célcio segundo a reagdo:

2 R-COOH + (CH;CO0),Ca & (R-CO0O"),Ca + 2 CH;COOH

A solucdo permanece em agitagdo durante 24 horas, sob
atmosfera inerte e a suspensao ¢ filtrada e lavada com agua bidestilada e
fervida. O filtrado, entdo, é titulado com NaOH até a viragem. O mesmo
volume de acetato de célcio adicionado & solugdo de melanina é também
adicionado ao branco. A diferenca entre os volumes de base gastos na
titulacdo da amostra e do branco foram utilizados para o célculo da
acidez carboxilica das melaninas.
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Como citado anteriormente, o resultado entre a diferenca da
acidez total e a acidez carboxilica resultara na acidez fendlica,
representando 0s grupamentos catecolatos presentes nas melaninas.

4.6. Citotoxicidade

As células NIH/3T3 foram semeadas em placas de crescimento e,
na sequéncia foram adicionadas solugdes aquosas das melaninas
modificadas, cys-DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA em concentracfes
variando entre 10-500 mmol L. As células foram tratadas durante 24 h.
Apos a incubacdo, as células foram lavadas com meio de cultura fresco
e 5 mg mL™ de MTT foi adicionado, seguido por incubagdo durante 2
horas a 37°C. O precipitado formatado foi dissolvido em 100 mL de
DMSO e a absorvancia foi medida a 540 nm, utilizando um micro-
sistema de leitor de microplacas Biotekelx 800, todos os experimentos
foram feitos em triplicata. Esses ensaios foram realizados no
Laboratério de Nanobiotecnologia do Centro de Ciéncias da Salde da
UFSC, sob orientacdo da Profa. Dra. Tania Beatriz Creczynski Pasa.

4.7. Atividade Antioxidante

4.7.1. Captura de radicais livres utilizando DPPH

O ensaio para a determinacdo da atividade antioxidante utilizando
o radical livre DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil) baseia-se no método
descrito por Bouchet e colaboradores®, com algumas modificagdes.

Uma solucdo metandlica de DPPH 0,004% foi preparada
momentos antes do uso. A mistura de 2 mL de solu¢do de DPPH com 1
mL de solugdo de cada composto em concentragfes variando entre 10 -
50 ug.mL™ é agitada e ap6s 30 minutos, é feita a leitura em um
espectrofotdmetro a 517 nm, comparando-se esta leitura a um branco
gue consistem em uma solucdo de DPPH na auséncia de amostra. A
percentagem de atividade antioxidante é dada pela formula (Ao — Ai /
Ao0) x 100, onde, Ao e Ai correspondem a absorvancia da solucdo na
auséncia e presenca do composto. O grafico da % de decréscimo na
absorvancia do DPPH em funcéo da concentra¢do do composto fornece
a ECs, a concentracdo de amostra necessaria para causar 50% de
atividade antioxidante.
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4.7.2. Determinacdo do poder redutor

O ensaio para a andlise da atividade antioxidante através da
determinacdo do potencial redutor baseia-se no método de Price &
Butler, proposto por Waterman e colaboradores®.

Em 100 pL dos compostos na concentragdo de 1000 mg L™ s&o
adicionados 8,5 mL de &gua deionizada. Adicionou-se posteriormente
1,0 mL da solucdo de FeCl; 0,1 mol LY e apos 3 minutos 1,0 mL da
solucdo de ferricianeto de potassio 0,008 mol L™. Apés 15 minutos, é
realizada a leitura da absorvancia da solucdo em espectrofotdmetro a
720 nm. O aparecimento da cor azul da Prussia é indicativo de potencial
redutor. A andlise deve ser feita em triplicata. Como branco, ¢ utilizada
uma solucdo preparada conforme o procedimento acima, sem a adigdo
da amostra. Faz-se uma curva de calibracéo utilizando solucBes padrbes
de &cido ascdrbico. O potencial redutor das amostras é expresso em mg
de acido ascérbico por g de amostra.

4.7.3. Capacidade Antioxidante total

As capacidades antioxidantes totais foram avaliadas pelo método
do fosfomolibdénio. Para 0,1 mL de vérias concentracfes de compostos,
1 mL da solucéo reagente de acido sulfdrico (0,6 mol L™), fosfato de
sodio 28 mM e molibidato de aménio a 4 mM foram adicionados e
incubou-se a 95° C durante 90 min. Apds resfriamento até a temperatura
ambiente, a absorvancia foi medida a 695 nm. A atividade antioxidante
foi expressa como o niimero de equivalentes de acido ascorbico™.

4.7.4. Ensaios de quelagéo pelo ion Fe(ll)

SolugBes dos compostos (1 mL) em diferentes concentragdes
foram misturadas de forma homogénea com 0,05 mL FeCl, (2 mmol L
1), e adicionou-se 0,2 mL de solucéo ferrozina (5 mmol L™). As misturas
foram agitadas e deixadas em repouso a temperatura ambiente durante
20 min, os valores de absorvancia (Aamestra) das misturas foi medida em
562 nm. Metanol foi utilizada como solugdo de controle, como em
branco (Apranco) € NaEDTA foi usado como controle positivo. A
porcenta%;em de quelagio pelo fon Fe** (%) = 100 % [(Apranco — Aamostra) /

Abranco])5 .
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5. Resultados e discussao

5.1. Resultados e discussdo — Caracterizacdo, citotoxicidade e
atividade antioxidante de DOPA-melaninas modificadas com
aminoacidos

5.1.1. Analise elementar

As quantidades de carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e
oxigénio presentes na cys-DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA estdo
presentes na Tabela 1. Pode-se observar quantidades semelhantes nos
teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio em ambas melaninas.
Entretanto, a quantidade de oxigénio presente na cys-DOPA é menor
devido a presenca do fragmento que possui o anel heterociclico com
enxofre e ndo com oxigénio como mostrado na Figura 6. Especula-se
gue o restante do oxigénio presente na cys-DOPA é todo da contribuicao
dos grupamentos acidos carboxilicos, quinona-iminas e catecois, sendo
gue nas ser-DOPA e thr-DOPA existe a presenca de heterociclicos de
oxigénio como mostrado nas estruturas da Figura 6.

Tabela 1. Quantidades de carbono, hidrogénio, nitrogénio,
enxofre e oxigénio presente nas trés melaninas modificadas.

Sample C% H% N% S% O%*
cys - DOPA 45,8 4,3 7,7 16,0 26,2
ser - DOPA 49,1 3,8 7,7 - 39,4
thr - DOPA 44,5 3,8 7,6 - 44,1

* Obtido pela diferenca de massa de C,H,N e S.

A Tabela 2 apresenta uma comparacdo entre a composi¢do
elementar de melaninas encontradas na literatura, e as sintetizadas neste
trabalho.
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Tabela 2. Composicdo elementar das melaninas modificadas com
amino4cidos preparadas neste trabalho e comparadas com outras da
literatura®’.

Melanina Composicao elementar / &tomos de N
ser-DOPA C7.43H6.90N104.47
cys-DOPA C12.04H15.82N2S1,0406.78
thr-DOPA Cé.85H6.03N105 09
dopa-melanina C757H678N104.72
melanina DHI C7.78H6.04N103 96
melanina DHI + Cs.09H6.43N105 15
DHICA
Melanina DHICA Cg.41H7.04N106.76
pheomelanina sintética C11.23H12.93N2S0.9506.37
Melanina derivada de C11.51H13.08N2S0.9506.17
cisteinildopa
Melanina de animais C7.61H575N1O0g 50

marinhos (sépia)

Pode-se observar na Tabela 2, que as quantidades de enxofre presente na
cys-DOPA sdo condizentes com as pheomelaninas sintéticas
encontradas na literatura e as quantidades dos outros elementos €
proporcional a melaninas sintetizadas com o precursor DHI e DHICA, e
ainda extraida de animais marinhos — sépia melanina. Sendo assim,
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nossa proposta estrutural é condizente com a andlise elementar e ainda
com outros tipos de melaninas presentes na literatura.

5.1.2. Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho do precursor serina, L-DOPA e do

produto ser-DOPA estdo apresentados na Figura 10. Os espectros do
amino4cido serina é muito semelhante ao do L-DOPA, tendo em vista
que o Ultimo é derivado do aminodcido tirosina, apresentando
caracteristicas tipicas desses aminoécidos™®®. O produto ser-DOPA
apresenta bandas caracteristicas em 3407cm™ relativo aos estiramentos
vO-H, 1620cm™ relativo aos estiramentos vC=0 de 4cidos carboxilicos,
ombros em 1520cm™ atribuidas ao vC=0 do tautdmeroquinona-imina e
1052cm™ relativo aos estiramentos vC-O.
A grande diferenca entre os precursores ¢é visivel quando comparado
com os aminodcidos livres, entretanto, vale destacar as principais
mudancas espectrais. A banda fina em 3484cm™ e 3406cmrelativo aos
estiramentos vO-H da serina e L-DOPA livres ndo é mais observada no
espectro da melanina, onde pode-se encontrar uma banda alargada com
méaximo em 1407cm™ referente aos vO-H dos grupamentos &cidos
carboxilicos e catecdis. Ainda observa-se o deslocamento da banda da
carbonila presente nos precursores de 1628cm™ e 1661cm™ da serina e
L-DOPA para 1620cm™ no produto. Esse deslocamento espectroscépico
para maiores nimeros de onda pode estar associado ao menor grau de
liberdade do grupamento carboxilico presente no produto final. Por
altimo, citamos a auséncia da banda em 2045cm™ referente ao uN-H do
aminoacido livre, comprovando a existéncia do nosso produto sem
impurezas de serina®.
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Figura 10. Espectros de infravermelho dos precursores serina, L-DOPA
e do produto ser-DOPA.

A Figura 11 apresenta os espectros da cisteina pura, do L-DOPA
e do produto cys-DOPA. Assim como a ser-DOPA, observam-se as
bandas caracteristicas dos grupamentos doadores majoritarios. Bandas
em 3418cm™ relativas ao estiramento vO-H, 1619cmrelativo aos
estiramentos vC=0 e 100lcm™ relativo aos estiramentos vC-O
caracterizam 0s grupamentos catecol, acido carboxilico e quinona-
imina. Outro detalhe importante é a presenca de uma possivel carbonila
diferente com estiramento em 1715cm™ atribuida possivelmente a um
acido carboxilico ligado ao anel quinolinico contendo enxofre como
heteroatomo. Destaca-se também o deslocamento em torno de 40cm™ da
banda relativa ao vC-O devido a sobreposi¢do com os estiramentos vC-S
que so caracteristicos nesta regido do espectro®.

As diferencas espectrais dos precursores para o produto final sdo
semelhantes aos discutidos anteriormente para a ser-DOPA, observa-se
uma banda larga em 1619cm™ quando comparado com a cisteina e o L-
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DOPA e também o deslocamento da banda da carbonila caracterizando
um ambiente com menores graus de liberdade e maiores forcas
intermoleculares entre os oligdbmeros.

cys-DOPA

f u T u T u T u T u T g T u 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

a -1
nimero de onda / cm

Figura 11. Espectros de infravermelho dos precursores cisteina, L-
DOPA e do produto cys-DOPA.

A Figura 12 apresenta os espectros dos precursores treonina, L-
DOPA e do produto thr-DOPA. Este ultimo apresentando bandas
caracteristicas em 3414, 1626 e 1062cm™ relativo aos estiramentos vO-
H, vC=0 e vC-O respectivamente caracterizando 0s grupamentos
majoritarios. Também apresenta uma banda fraca em 2960cm™ atribuido
ao estiramento vC-H metilénico presente nesta melanina. Analogamente,
nas outras melaninas modificadas observam-se a auséncia das bandas
peculiares dos precursores treonina e L-DOPA caracterizando o produto
formado. A formacéo de uma banda larga com maximo em 3414cm™
também é observada além do deslocamento da banda da carbonila de
1635cm™ para a treonina livre e 1626cm™ para a thr-DOPA.
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Figura 12. Espectros de infravermelho dos precursores treonina, L-
DOPA e do produto thr-DOPA.

Os espectros das trés melaninas para melhor comparagéo estdo
apresentados na Figura 13. E possivel observar nos trés espectros uma
banda em 2920 cm™ atribuida aos estiramentos vC-H dos carbonos com
hibridizacao sp® presentes na estrutura (anel de 6 membros — Figura 6 ),
comprovando assim a presenca deste fragmento na estrutura oligomérica
da melanina.

A atribuigdo das bandas relativas as melaninas livres é de suma
importadncia para posterior caracterizacdo dos seus respectivos
complexos, e a atribuicdo de qual grupamento se coordena com o centro
metélico, além da caracterizagéo de alguns dos seus grupamentos.
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Figura 13. Espectros de infravermelho das trés DOPA-melaninas
sintéticas modificadas com aminoacidos: cys-DOPA, ser-DOPA e thr-
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5.1.3. Andlise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas e suas respectivas derivadas sao
apresentadas nas Figuras 14 e 15 respectivamente. A anlise
termogravimétrica é a melhor ferramenta na tentativa de caracterizar
alguns grupamentos presentes nas melaninas, mesmo sabendo que a
melanina é termicamente estavel®?. Podemos observar na Figura 14 que
a ser-DOPA e a thr-DOPA sdo termicamente estaveis perdendo metade
da sua massa em temperaturas maiores de 750°C, resultados esses de
acordo com termogramas da da DOPA-melanina pura sem modificacao
com aminoécidos®. Entretanto, a cys-DOPA apresenta uma perda de
massa maior que as outras duas melaninas sintetizadas neste trabalho.

100 H

> ser-DOPA

-

80

60

% massa

thr-DOPA

40

L T g T g T g T
0 200 400 600 800

TI°C
Figura 14. Termogramas das melaninas sintéticas.

Entre 33 e 219°C a cys-DOPA apresenta uma pequena perda de
massa, correspondente a 2,44% da inicial, entretanto em 250° C ocorre
uma brusca perda de massa que atribuimos aos grupamentos contendo
enxofre como heterodtomo e aos grupamentos tidis, esses podem
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proporcionar uma menor interacdo intramolecular entre os oligdbmeros
gue consequentemente estdo mais suscetiveis a sofrerem decomposicéao
térmica.
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Figura 15. Derivadas dm/dT dos termogramas das melaninas sintéticas.

Prado e colaboradores® realizaram estudos semelhantes com
substancias humicas, que possuem estrutura semelhante as melaninas, e
obtiveram o mesmo perfil de termograma, e atribuem as perdas de
massas iniciais aos grupamentos funcionais terminais dessas estruturas.
Uma vez que a ligacdo de hidrogénio presente nos grupamentos
carboxilicos é mais forte que as presentes em grupamentos hidroxilicos
livres, pode-se atribuir as perdas de massa até 400° C aos grupamentos
iminicos e catecois.
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A Tabela 3 apresenta um resumo da variacdo da temperatura com
a variacdo de massa de cada intervalo de temperatura para as trés
melaninas. Observa-se que a ser-DOPA, cys-DOPA e thr-DOPA
apresentam 40,86; 33,26 e 38,36% de formacgdo de residuo apds a
andlise. Conclui-se que mesmo em altas temperaturas existe certa
estabilidade térmica de ambos os produtos.

Tabela 3. Resumo dos percentuais de perda de massa (Am) de
cada melanina nos intervalos de temperatura (AT).

Melanina AT (°C) Am (%)

37-125 2,76

Ser-DOPA 162 - 410 22,29

414 - 749 20,72

750 - 902 14,37

Residuo 39,86

33-219 2,44

Cys-DOPA 311 -750 64,30

Residuo 33,26

30 - 140 2,43
Thr-DOPA 140 - 249 16
250 - 320 7,3

330 - 660 18,7

700 - 902 17,21

Residuo 38,36
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5.1.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector
MS - LC-MS

Com o objetivo de verificar a pureza das trés melaninas cys-
DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA foi realizado o experimento de LC-MS
afim de identificar possiveis residuos de aminoacidos cisteina, serina e
treonina respectivamente. A Tabela 4 apresenta os parametros utilizados
para a realizacdo desta analise.

Tabela 4. Massas monitoradas e energia de ionizagdo utilizada no
espectrometro de massas

Analito  Ton pai fon DP* EP* CEP*CE*CXP*
(m/z) guantitativo
(m/z)
Cisteina 122,84 75,9 16 75 10 15 4
Serina 105,984 65 41 105 10 15 4
Treonina 120,075 74,1 21 45 10 13 4

*DP — Potencial Inicial; EP — Potencial de Entrada; CE — Energia
de Colisdo; CEP — Potencial de colisdo; CXP —Potencial de colisdo na
saida da célula.

Os resultados das analises cromatogréaficas revelaram que todas as
amostras analisadas estdo livres de aminoacidos residuais, evidenciando
a pureza das trés melaninas sintetizadas em relagdo aos precursores
utilizados.

A motivacdo para realizacdo desta analise foram os resultados
obtidos por titulacdo potenciométrica, sessdo 5.1.7, onde na curva de
titulagdo da cys-DOPA observou-se um tampdo em valores de pH
préximos de 8 onde ficou-se em ddvida quanto a presenca de cisteina
livre, referente ao equilibrio &cido-base do tiol presente em sua estrutura
com pKa semelhante em torno de 8%. A importancia da comprovacéo da
auséncia de aminodcidos residuais livres é fundamental para a
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continuidade dos trabalhos, tanto no que tange a atividade antioxidante,
guanto a interacdo com espécies catidnicas.

5.1.5. Microscopia Eletronica de Varredura

A técnica de microscopia eletronica de varredura € utilizada com
frequéncia para a verificacdo da morfologia de melaninas, tanto naturais,
quanto sintéticas’>*®®. As micrografias da melanina ser-DOPA com 85,
750, 2000 e 15000 vezes de aumento sdo apresentadas na Figura 16a.
Observa-se a 85 vezes de aumento que os fragmentos apresentam-se
com valores entre 200-1000um, e ainda com caracteristicas amorfas em
toda sua extensdo comprovado pelas micrografias com aumentos
maiores. Diferentemente da ser-DOPA, a melanina modificada com
cisteina, cys-DOPA, apresenta particulas um pouco menores quando
observadas a 85 vezes de aumento e observa-se na Figura 16b, o
fragmento variando entre 20 e 200um. As micrografias com maiores
aumentos apresentam camada lateral variando de 20 a 40pum em uma
estrutura amorfa. Outras melaninas sintéticas presentes na literatura
apresentam essa caracteristica diferente das melaninas naturais que
possuem uma morfologia mais organizada, geralmente em formas
esféricas ou em bastonetes®”®.

A melanina thr-DOPA apresenta peculiaridades morfologicas
diferentes das outras melaninas como pode ser observado na Figura 16c.
Com um aumento de 85 vezes pode-se observar que os fragmentos séo
menos uniformes com valores de tamanho variando entre 100 e 200um e
nos aumentos de 2 e 15mil vezes observa-se uma estrutura mais amorfa
guando comparado com as duas melaninas, supostamente organizada em
camadas, fendmeno esse inédito até o momento. Especula-se que pela
caracteristica da molécula de treonina utilizada como modificante e
ainda observando a possivel estrutura da thr-DOPA, as forcas
intermoleculares existentes entre os oligbmeros seja muito menor
quando comparado com a ser-DOPA e cys-DOPA e por existir pequena
interacdo pode afetar a sua morfologia tornando a estrutura menos
organizada que as demais.
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Figura 16a. Imagens de MEV da melanina ser-DOPA com 85, 750, 2000 e 15000 vezes de

aumento respectivamente.
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Figura 16b. Imagens de MEV da melanina cys-DOPA com 80, 750,

2000 e 15000 vezes de aumento respectivamente.
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Figura 16c. Imagens de MEV da melanina thr-DOPA com 80, 750, 2000 e 15000 vezes de

aumento respectivamente.
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5.1.6. Eletroquimica

O perfil eletroquimico de cada melanina além de caracterizar o
par redox catecol/quinona nos fornece informagdes acerca da facilidade
de cada grupamento catecol presente na melanina de oxidar-se. Os
voltamogramas ciclicos referentes as melaninas sintetizadas neste
trabalho estdo presentes na Figura 17. Os processos redox detectados
foram classificados como quasi-reversiveis e irreversiveis, sendo o
numero de elétrons envolvidos proximo de 2 para o primeiro processo,
correspondendo a oxidagdo do catecol em sua respectiva quinona —
Figura 18.

Pode-se observar no voltamograma que a melanina modificada
com a serina apresenta um E,, = -0,362V seguido da cys-DOPA e thr-
DOPA com potenciais Ey, = -0,267V e E,, = 0,0669V respectivamente.
Justifica-se o baixo potencial de oxidacdo da melanina modificada com
a treonina, levando em consideracdo o efeito indutivo do grupamento
metilénico na molécula, que pode dificultar a saida do hidrogénio
ionizavel do grupamento catecol para a formacdo da espécie oxidada. O
processo redox envolvido neste caso é mostrado na Figura 8.

Comparado com o trabalho de Farmer e colaboradores®, que
realizaram experimentos de eletroquimica de melaninas sintéticas DHI e
DHICA e obtiveram um potencial de oxidagdo proximo de zero volt,
podemos concluir que a ser-DOPA e a cys-DOPA oxidam-se mais
facilmente que as melaninas DHI e DHICA e, em contrapartida, ao
processo de oxidacdo da thr-DOPA ocorre com mais dificuldade quando
comparado com o trabalho citado.

As propriedades eletroquimicas podem ser correlacionadas com
as atividades antioxidantes das melaninas em estudo, sendo que uma boa
aproximacdo pode ser obtida, levando em consideracéo o fato que bons
agentes redutores oxidam-se facilmente, em outras palavras, quanto
mais negativo o potencial necessério para promover a oxidacao,
teoricamente, pode representar uma maior atividade antioxidante®".
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Figura 17. Voltamogramas ciclicos de todas as melaninas obtidos em
100 mV/s a 25°C em pH 7,4. Eletrélito suporte: 0,1 mol L™ tampéo
fosfato pH 7,4; trabalho: carbono vitreo, referéncia Ag/Ag®, contra
eletrodo: fio de platina.
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Figura 18. Par redox catecol/quinona elucidado pela técnica de
voltametria ciclica.

5.1.7. Titulag&o potenciométrica

Os experimentos em solucdo sdo muito Uteis para a determinagéo
do pK, das espécies presentes nas melaninas®’, contribuindo para
identificacdo dos equilibrios 4&cido/base e consequentemente
caracterizando cada espécie em solucdo. Os resultados desse estudo
contribuem para o entendimento de propriedades e fenbmenos
associados a sua aplicabilidade; como a coordenacdo de ions metélicos,
eletroquimica, elucidacdo estrutural, correlacdo com as atividades
antioxidantes e explicar os fendmenos de adsorcdo®. A curva de
titulagdo potenciométrica para as trés melaninas sintetizadas é
apresentada na Figura 19.
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Figura 19. Curvas de titulagdo potenciométrica das melaninas cys-
DOPA, ser-DOPA e thr-DOPA sob atmosfera inerte de argbnio. T =
25°C, = 0,1 KCl, eletrodo de vidro combinado.

Observa-se na Figura 19 que a melanina ser-DOPA e thr-DOPA
apresentam trés regides tamponadas bem definidas. A primeira regiao
em valores de pH entre 3 e 4 devido ao equilibrio do grupamento acido
carboxilico, a segunda regido entre pH 6 e 7 caracteristico da
desprotonacdo dos grupamentos quinona-iminas, também identificado
por Szpoganicz e colaboradores™, e por Gltimo, uma regido tamponada
entre pH 10 e 11 caracteristico da desprotonacdo do grupamento
catecol.

Ja na cys-DOPA todas as regides tamponadas presentes nas
outras duas melaninas sdo observadas na sua curva de titulagdo,
entretanto, nota-se também que a cys-DOPA apresenta uma quarta
regido tamponada proximo de pH 8,5. Atribuiu-se essa regido ao
grupamento tiol que possivelmente estd presente na estrutura,
condizente com a proposta apresentada na Figura 6 e relatada na
literatura, que por este experimento pode-se detectar que aquele
grupamento esta protonado em meio acido. Especula-se a ocorréncia de
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uma hidrdlise acida resultando na abertura do anel de seis membros, e
consequentemente gerando um tiofenol substituido cujo pKa relatado na
literatura é em torno de 8%. Apés a titulacdo, foram calculadas as
constantes de equilibrio acido base para cada melanina, presentes na
Tabela 5. Todos os experimentos foram realizados em condicdes
igualitarias.

Tabela 5. -Log das constantes de dissociagdo dos grupamentos

majoritarios presentes em cada melanina.

Equilibrio* Cys- Ser- Thr-
DOPA** DOPA** DOPA**
[ACT[H)/[HAC] 3,33 3,36 4,25
[QITH)/[HQN 6,83 6,96 6,94
[R-ST[HV[R-SH] 8,29 - -
[HCat][H*]/[H.Cat] 10,99 10,85 11,06
[Cat*][H"])/[HCat] 14,28%** 14,07%** 14,45%**

*Ac — acetato, QI — quinona-imina, Cat — Catecol **valores obtidos
pela media de trés titulagdes ***valores de pKa obtidos por titulagdo
espectrofotométrica.
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onwnnrR = Cadeia oligomérica

HS HS

Hs-

Figura 20. Equilibrio &acido/base de cada grupo caracteristico das
melaninas. O pKa 3 é presente apenas na cys-DOPA.

A partir dos valores de pKa dos grupamentos presentes em cada
melanina, podemos propor os respectivos equilibrios — Figura 20 e fazer
algumas consideracGes em relagdo a sua estrutura e previsdao das
atividades antioxidantes. Estruturalmente, podemos admitir que a
presenca da metila na estrutura da thr-DOPA influencia os valores de
pKa devido ao efeito indutivo presente neste grupamento, que acarreta
na formacdo de uma base conjugada menos estavel que as duas outras
melaninas. Além das consideracGes estruturais, os valores de pKa dos
grupamentos catecol, que sdo 0s maiores responsaveis pela acdo
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antioxidante, poderdo nos levar a uma previsdao de qual melanina tera
melhor atividade. Para que ocorra a oxidacdo do grupamento catecol a
sua respectiva quinona, ha liberacdo de dois proétons; sendo assim,
aquela melanina que possivelmente apresentara a melhor atividade
antioxidante serd aquela que exibe o menor pKa do grupamento catecol
gue neste caso é a ser-DOPA. A Figura 21 apresenta a curva de
distribuicao de espécies em solucdo para as trés melaninas estudadas.
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Figura 21. Curvas de distribuicdo de espécies das melaninas
modificadas por aminoaciodos; (A) ser-DOPA, (B) cys-DOPA e (C) thr-
DOPA.
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5.1.8. Determinac¢do da acidez total e carboxilica pelo método de
Schnitzer e Gupta

A determinacdo da acidez carboxilica pelo método de Schnitzer e
°¥% ¢ um método rapido, préatico e barato para a avaliacdo
guantitativa de grupamentos carboxilicos e outros com pKa na faixa
acida e neutra utilizado para substancias htmicas. Observa-se na Figura
22 as curvas de titulacdo dos filtrados em presenca de acetato de calcio
resultantes da mistura com cada melanina. Verifica-se que os filtrados
gue mais consumiram base em ordem crescente foram a cys-DOPA, ser-
DOPA e thr-DOPA respectivamente.

12

Branco
it cys-dopa
10 - — -thr-dopa
- ser-dopa

-log [H]
[--]
1

volume KOH 0,0997 M/ mL

Figura 22. Curvas de titulacdo para determinacdo da acidez carboxilica
das melaninas.

A Tabela 6 apresenta os valores de mmol g™ de cada grupamento
determinados por titulagdo potenciométrica e pelo método de Schnitzer
e Gupta, comparado com a quantidade de grupamentos acidos
carboxilicos — Ac. Observa-se uma boa correlacdo com os valores
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encontrados pelo método de Schnitzer e Gupta, respeitando as
guantidades em ordem crescente de cada grupamento.

Ja para a acidez total, 0 método de Schnitzer e Gupta ndo se
mostrou eficiente para o calculo dos mmols presentes nas melaninas sem
uma correlacdo com os encontrados por titulacdo potenciométrica.
Obteve-se como resultado pelo método potenciométrico valores de
acidez total de 0,3606; 0,3552; 0,3528mmol/g de melanina e 0 método
de Schnitzer e Gupta 0,45750; 0,4999; 0,43650mmol/g de melanina para
ser-DOPA, cys-DOPA e thr-DOPA respectivamente. Pode-se justificar a
ndo eficiéncia a uma possivel hidrolise basica da estrutura das melaninas
em presenca do hidroxido de bario, entretanto, ndo tentamos caracterizar
esses produtos de degradacéo.
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Tabela 6. Quantidade de mmoles g determinados por titulacéo

potenciométrica e pelo método de Schnitzer e Gupta.

Ac Ql Tiol Cat Acidez  Acidez
Carboxil Total**
ica*** *
Ser-DOPA 0,04024  0,13693 - 0,18343 0,04078 0,45750
Cys-DOPA 0,03577  0,09303 0,03671 0,18970 0,03679 0,49999
Thr-DOPA 0,02666  0,09589 - 0,23030 0,01931 0,43650

*Ac — acetato, QI — quinona-imina, Cat — Catecol **valores obtidos

pela media de trés experimentos *** Método de Schnitzer e Gupta
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5.1.9. Titulagédo espectrofotométrica

O estudo de titulagdo espectrofotométrica é fundamental para a
determinacdo de valores de pK, acima de 12, onde é o limite da titulacao
potenciométrica. Os espectros eletrénicos em funcdo do pH, bem como
o grafico de Abs vs pH com sua respectiva derivada primeira estdo
apresentados na Figura 23.

Os valores de pKa para a desprotonagdo do segundo atomo de
hidrogénio ionizado presente no grupo catecol sdo muito importantes,
uma vez que podem ser correlacionadas com a atividade anti-oxidante, e
foram determinados por titulacdo espectrofotométrica apresentando
valores de 14,28; 14,07 e 14,45 para a cys-DOPA, ser-DOPA e thr-
DOPA e valores de Amax = 235, 283 e 290nm, respectivamente. Estes
valores foram detectados com base nas maiores alteragcdes nos valores
de absorvancia com a adi¢ao de uma base e sao relativos as transicoes 7-
7* caracteristicas de compostos contendo catecol em sua estrutura®” ",

Os valores de Amax para a ser-DOPA e thr-DOPA séo préximo,
entretanto, para a cys-DOPA tem um valor de Ay = 235nm podendo
estar associado a um processo mais energético do que a ressonancia
observada nas outras duas melaninas. Por essa melanina apresentar
grupamentos tidis e sabendo-se que podem estar livres ou ciclizados na
forma de benzothiazinones®, e sendo o tiol mais 4cido que o hidréxido
consequentemente possui um deslocamento hipsocrémico quando
comparado com as outras duas melaninas.

Além disso, 0 aumento na absorvancia é proporcional ao
aumento do pH, fato esse atribuido a susceptibilidade para a formacéo
do grupamento catecolato, que apresenta ressonancia quando em sua
forma bésica.
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Figura 23. Espectros eletronicos de cada melanina com adigdes
sucessivas de KOH 4M e respectivas curvas pH vs AbSya, onde (A)
cys-DOPA; (B) ser-DOPA,; (C) thr-DOPA.
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Os valores de pKa para a desprotonacdo do segundo atomo de
hidrogénio ionizado presente no grupo catecol sdo muito importantes,
uma vez que podem ser correlacionadas com a atividade anti-oxidante, e
foram determinados por titulacdo espectrofotométrica apresentando
valores de 14.28,14.07 e 14.45 para a cys-DOPA, ser-DOPA e thr-
DOPA e valores de Amax= 235, 283 e 290nm, respectivamente. Estes
valores foram detectados com base nas maiores alteragdes nos valores
de absorvancia com a adi¢do de uma base e sdo relativos as transi¢des 7-
7* caracteristicas de compostos contendo catecol em sua estrutura®” ",

Os valores de Amax para a ser-DOPA e thr-DOPA séo proximo,
entretanto, para a cys-DOPA tem um valor de An=235nm podendo
estar associado a um processo mais energético do que a ressonancia
observada nas outras duas melaninas. Por essa melanina apresentar
grupamentos tidis e sabendo-se que podem estar livres ou ciclizados na
forma de benzotiazinonas®, e sendo o tiol mais 4cido que o hidréxido
consequentemente possui um deslocamento hipsocrémico quando
comparado com as outras duas melaninas.

Além disso, 0 aumento na absorvancia é proporcional ao aumento
do pH, fato esse atribuido a susceptibilidade para a formacdo do
grupamento catecolato, que apresenta ressonancia quando em sua forma
bésica.

5.1.10. Espalhamento de raios-X a baixos angulos — SAXS

As curvas de SAXS para as trés melaninas sintetizadas nesse
trabalho sdo apresentadas na Figura 24. Estudos de espalhamento de
raios-X é um dos métodos mais efetivos para o estudo de estruturas de
macromoléculas em especial de melaninas e substancias himicas™®. A
organizagdo molecular das melaninas no espaco determinada por SAXS
apresentou propriedades de sistemas fractais. Para esses sistemas €
muito utilizada a lei de poténcia, power-law, que é uma funcdo da
intensidade do espalhamento I(q) = g™ que é associado com a dimenséo
fractal do s6lido, sendo Dy, = o para o < 3; D = 6 — o for 3 < a <4, onde
Dnm e D, sdo fractais de massa e superficie respectivamente®®.
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Figura 24. Curvas de SAXS no estado sélido das melaninas
modificadas com aminoacidos.

O termo fractal foi introduzido pelo matematico Bendit
Mandelbrot para designar objetos e estruturas complexas dotadas da
propriedade de autosimilaridade™. Estruturas que possuem detalhe em
uma certa faixa de escala de comprimento, com sua forma igualitaria em
cada escala de observacéo, sendo assim, uma parte da estrutura ampliada
ter4 a mesma forma em qualquer grau de aumento™. No caso das
melaninas sdo bio-oligbmeros formados por repeti¢cdes de unidades DHI
e DHICA, sendo realmente a estrutura fractal um modelo apropriado
para a descricao desse tipo de moléculas.

A Tabela 7 apresenta os parametros fractais obtidos por SAXS
neste estudo, e concluimos que todas as melaninas apresentam fractais
de massa, isto €, sistema onde a sua massa € proporcional a area
superficial, resultados que confirmam os estudos de microscopia
eletrénica onde pode-se observar toda sua extensdo amorfa e com area
superficial constante.
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Tabela 7. Pardmetros de fractais obtidos por SAXS para as melaninas

Melanina |a D R®
Ser-DOPA 2,26 Dn=2,26 0,9951
Cys-DOPA 2,70 Dn=2,70 0,9893
Thr-DOPA 2,62 Dm=2,62 0,9902
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5.1.11. Calculos tedricos
A quimica computacional nos ajuda a elucidar a otimizagéo de
estruturas propostas e prever suas propriedades fisico-quimicas®.

Observa-se na Figura 25 a estrutura otimizada para um provavel dimero
presente na ser-DOPA.
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Figura 25. Estrutura otimizada de um possivel dimero presente no
oligbmero ser-DOPA.

No caso das melaninas, é uma ferramenta importantissima pois
aliada as técnicas de caracterizacdo experimentais nos fornecem
informacGes acerca da composicao de provaveis dimeros, grupamentos
doadores e seu comportamento no espago, sendo parte dos resultados
utilizados na discussao da sessdo 5.1.11 dessa tese publicados por Costa
e colaboradores®estando presente na Figura 27. A Figura 26 apresenta o
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espectro vibracional tedrico e experimental respectivamente para o
dimero da ser-DOPA

T T T T T T 1 T T T T T T T T T T 2
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500

nimero de onda / cm’! nimero de onda / cm’’

Figura 26. Espectros vibracionais, FTIR, da melanina ser-DOPA -
experimental e tedrico da espécie dimérica respectivamente.

Observa-se no espectro tedrico sem correcdes 0s seguintes modos
vibracionais/niimeros de onda: vO-H (3754cm™), uN-H (3665cm™), vC-
Hens (2990cm™), vC=0 (1771ecm™), vC-O (1100cm™) e vAromaticos
(684cm™). Todos os modos vibracionais observados na sessdo 5.1.2
confirmando a presenca do dimero sugerido e ainda dos grupamentos
majoritarios presentes nas melaninas: acido carboxilico, quinona-imina e
catecol também simulados’®.
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Figura 27. Estruturas otimizadas para 0s grupamentos majoritarios
presentes nas melaninas, onde: (a) carboxilico, (b) quinona-imina e (c)
catecol.

As Figuras 28 e 29 apresentam a otimizagdo estrutural do possivel
dimero presente na estrutura da cys-DOPA, bem como seu espectro
vibracional — FTIR simulado e tedrico. Observa-se que a simulacio
contou com a presenca de um heterociclico contendo um éter de
enxofre, oriundo da adicdo da cisteina a molécula de L-DOPA, proposta
essa coerente com a Melanogénese.

Para a cys-DOPA a optimizagdo estrutural foi fundamental para o
entendimento de como essa espécie dimérica se apresenta. Observa-se
dois tipos de &cidos carboxilicos diferentes na estrutura, essa proposta
foi evidenciada apés a caracterizacdo experimental por FTIR discutida
na sessdo 5.1.2. Esses acidos carboxilicos estdo ligados ao C7 e C20 —
ligados diretamente ao anel contendo enxofre como heterodtomo e os
ligados ao C10 e C21 que correspondem ao anel iminico.

0 972
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Figura 28. Estrutura otimizada de um possivel dimero presente no
oligbmero cys-DOPA.

Ao observarmos o espectro de infravermelho tedrico para esta
melanina, notamos as seguintes bandas: 3634cm™ relativo ao
estiramento vO-H dos acidos carboxilicos ligados ao anel iminico,
3554cm™ relativo aos estiramentos vN-H, 3475cm™ relativo ao vO-H do
acido carboxilico vizinho do anel heterociclico contendo o éter de
enxofre e por Gltimo, nesta regido 3363cm™ atribuido ao vO-H dos
fendis e catecdis, no espectro experimental ocorre uma sobreposicéo de
bandas nesta regido, onde foi possivel uma atribuicdo mais sensivel apés
a realizagdo dos célculos tedricos. Ainda neste sistema, pode-se atribuir
a banda em 1694cm™ ao vC=0 do 4cido carboxilico adjacente ao anel
contendo enxofre e outra banda em 1742cm™ relativo aos outros
carboxilicos. Estas bandas também foram observadas no espectro
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experimental e comprovaram a existéncia de dois acidos carboxilicos
diferentes presentes na estrutura da cys-DOPA.
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Figura 29. Espectros vibracionais, FTIR, da melanina cys-DOPA -
experimental e tedrico da espécie dimérica respectivamente.

Por Gltimo, observa-se os estiramentos vC-O e vC-S em 1100cm™
e 1042cm™ respectivamente e os modos de vibracdo de anéis aromaticos
substituidos em 652cm™.

Os resultados dos calculos da thr-DOPA sdo apresentados nas
Figuras 30 e 31, onde mostram a otimizacdo estrutural e 0s espectros de
infravermelho experimental e tedrico respectivamente.
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Figura 30. Estrutura otimizada de um possivel dimero presente no
oligbmero thr-DOPA.

Observa-se na estrutura do dimero da thr-DOPA estrutura
semelhante a ser-DOPA, entretanto, com a presenca de um grupamento
metilénico —CHj; oriundo do aminoacido treonina que estd ligado no
carbono B em relagdo a carbonila, essa estrutura do provavel dimero
obedece a0 mecanismo proposto para a formacdo das DOPA melaninas.

Os estiramentos caracteristicos no espectro tedrico de
infravermelho sdo observados em 3760cm-1 relativo ao vO-H, 3664cm™
atribuido ao vN-H, 1753cm™ referente ao vC=0, 1161cm™ e 623cm™
correspondente aos estiramentos presentes em anéis aromaticos
substituidos. A presenca de um possivel —CH3 terminal é atribuido a
banda em 2990cm™ observada também no espectro experimental, dando
suporte a existéncia deste possivel dimero na estrutura da thr-DOPA.

Os resultados encontrados para os calculos tedricos das melaninas
sintetizadas neste trabalho estdo em consonéancia com poucos trabalhos
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encontrados na literatura sobre o assunto® ¢, mostrando que métodos

computacionais aliados & quimica sdo ferramentas importantissimas para
a caracterizacdo de sistemas complexos como as melaninas.
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Figura 31. Espectros vibracionais, FTIR, da melanina thr-DOPA -
experimental e tedrico da espécie dimérica respectivamente.

5.1.12. Citotoxicidade

Uma das justificativas da preparacdo de melaninas quimicamente
modificadas é a sua aplicagdo como antioxidante, sendo que esses
produtos devem ter uma baixa toxicidade. Com base na justificativa e
em diversos trabalhos encontrados na literatura que relatam relevante
toxicidade em células sadias””®"* de subprodutos da Melanogénese,
optou-se pela realizacdo desses ensaios.

A Figura 32 apresenta os gréficos de citotoxicidade das trés
melaninas preparadas neste estudo em concentra¢fes variando de 10 a
1000mg L™. Observa-se que ndo houve diminuicio consideravel na
porcentagem de células testadas mesmo acima de 500 mg L™ A
melanina que demonstrou maior toxicidade foi a ser-DOPA com
viabilidade celulares de 87,623 e 88,283% em 500 e 1000 mg L?
respectivamente, sendo que em concentracdes menores ndo se observou
esse efeito.
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Figura 32. Gréficos de viabilidade celular das melaninas.

5.1.13. Ensaios antioxidantes
5.1.13.1. Atividade por quelacao pelo ion Fe(ll)

As trés melaninas avaliadas através da quelacdo pelo ion Fe(ll)
apresentaram dependéncia da concentracdo e um consideravel resultado
de ECso com valores de 18,80; 31,12 e 50,72 g/mL para a ser-DOPA,
cys-DOPA e thr-DOPA respectivamente. A Figura 33 apresenta o
grafico da concentracdo de melanina vs a porcentagem de complexacédo
com o ion Fe(ll) e a Tabela 8 apresenta os valores obtidos comparados
com outros padrfes presentes na literatura. Observa-se que a ser-DOPA
apresenta ECso quatro vezes maior que o padrdo EDTA e melhor
atividade que a Rutina e o BHT, ja a cys-DOPA apresenta valores de
ECsomelhores que o padrdo Rutina e por dltimo, o thr-DOPA também
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apresenta um valor consideravel de quelagdo pelo ion Fe(ll) entretanto,
com menor eficiéncia quando comparado com os outros padrdes.
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Figura 33. Curvas de quelacdo do ion Fe(ll) pelas melaninas sintéticas.

5.1.13.2. Poder redutor

Os valores do ensaio de poder redutor para ser-DOPA, cys-DOPA
e thr-DOPA sdo 2162,09; 1411,77 e 540,70mg de acido ascorbico / g de
melanina respectivamente - Tabela 8. Quando comparado com o0s
padrdes utilizados em nosso trabalho observa-se um poder redutor da
ser-DOPA maior que a Rutina e o BHT, j& as outras melaninas
apresentaram valores abaixo dos padrdes.

5.1.13.3. Capacidade antioxidante total

O resultado da analise da capacidade antioxidante total avaliada
pelo método de fosfomolibdenio é observado na Tabela 8. Valores de
752,36; 495,89 e 302,78 mg de acido ascdrbico / g de melanina para a
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ser-DOPA, cys-DOPA e thr-DOPA respectivamente. Quando
comparado com os padrdes Rutina e BHT novamente a ser-DOPA
apresenta valores superiores que ambos, entretanto, a cys-DOPA
apresenta melhores valores do que o padrdo BHT.

5.1.13.4. Captura de radicais livres utilizando DPPH

O uso do DPPH na avaliacdo antioxidante de compostos modelo é
muito utilizada, principalmente no estudo de polifendis, modelos
estruturais semelhantes as melaninas™®. A Figura 34 apresenta um
gréfico variando a concentracdo de melanina e o seu respectivo valor da
% de DPPH restante em solugdo, observa-se que os valores dependem
da concentracdo. Os valores de ECsg, obtidos para ser-DOPA, cys-DOPA
e thr-DOPA sdo 1,02; 7,69; 27,60 respectivamente. A melanina
modificada com a serina apresenta valor mais expressivo que 0s padrdes
testados Rutina e BHT, todavia, as outras duas melaninas apresentam
valores superiores.
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Tabela 8. Atividade antioxidante das melaninas modificadas por
aminoacidos e padrBes conhecidos da literatura

Amostra Comp|6><(a9)510 Poder Redutlozr Capacidade DPPH CVv
porFe(l) — (mg AAE g antioxidant  (ECsong mL™)
(ECsog L5 me ¢) e total N Epo
(mg AAE g7)* (V)
Cys- 31,12 + 1411,77 = 495,89 + 7,69 £ -0,345
DOPA 0,45 13,57 1,05 0,12
Ser-DOPA 18,80 = 2162,09 + 752,36 = 1,02 £ -0,362
0,25 10,08 1,17 0,01
Thr- 50,72 + 540,70 £ 1,12 302,78 = 27,60 £ +0,067
DOPA 0,74 0,99 0,17
Rutin 4135+ 1622,10 = 310,43 = 2,78+ ----
0,16 11,76 1,87 0,17
BHT 20,65 * 1641,89 548,24 + 6,74+ -
0,29 14,23 1,23 0,21
EDTA  4,65+0,02

1. Valores de ECsy para 50% de quelagdo com o ion Fe(ll); 2.
Resultados em mg de 4cido ascérbico g de composto. Cada resultado é
expressado em termos de + SD.
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5.1.13.5. CorrelacGes

Uma das metodologias utilizadas para discussdo dos dados das
atividades antioxidantes e a origem dessa atividade sdo as correlacfes
com as propriedades quimicas que essas moléculas possuem®™®’. O
grafico presente na Figura 35 mostra a melhor correlagcdo obtida
utilizando trés parametros: Ep,, poder redutor e a medida de ECso com
relacdo ao DPPH, apresentando um R? = 0,9811.

®
2000 ser-DOPA
o pKa =10.85
% .
Té cys-DOPA
pKa=10.99

thr-DOPA

Figura 35. Gréfico de correlacdo dos pardmetros ECsq (DPPH), poder
redutor e potencial de oxidacdo de cada melanina.

A Tabela 9 apresenta os valores de R? e os coeficientes de
correlacdo de Pearson utilizados para avaliacdo de correlagdo entre
atividades antioxidantes e estrutura®™'® para as diversas correlagdes
envolvendo os valores de pKa do grupamento catecol, E, e as
atividades antioxidantes. Observa-se uma 6tima correlacdo linear entre o
valor do pKa do catecol e a atividade antioxidante total, quanto menor o
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valor o pKa do grupamento catecol maior a atividade antioxidante total,
10,85; 10,99 e 11,06 para ser-DOPA, cys-DOPA e thr-DOPA
respectivamente, mostrando a grande contribuicdo desse grupamento
para a atividade antioxidante. Para o parametro de potencial de pico de
oxidacdo a melhor correlagdo foi com a % de captura do DPPH, onde a
melanina que teve o menor potencial de oxidagdo apresentou o melhor
ECso.

Todavia, apds a analise dos coeficientes lineares, questionou-se
os valores das atividades antioxidantes teriam relagdo direta entre si, ou
entre os valores das propriedades fisico quimicas de todas as melaninas
e optou-se pelo método de correlacdo de Pearson para realizar essa
avaliacdo. Esse método consiste na mensuracdo do grau de relacdo
linear entre duas variaveis quantitativas'®’. Esse coeficiente varia de -1 a
1, onde o sinal indica a direcdo positiva ou negativa entre as variaveis.
Uma correlagdo perfeita (-1 ou 1) indica que o valor de uma varivel
pode ser estimado ao se saber o valor da outra, por outro lado, valores
préximos de zero indicam que ndo existe relacdo alguma entre as
variaveis.

Observam-se na Tabela 9, bons coeficientes de Pearson para
todas as correlagdes propostas, apresentando valores acima de 0,8, onde
Dancey e colaboradores'® classificam como uma correlagdo forte.
Portanto, existe uma relacdo intrinseca entre as atividades antioxidantes
avaliadas por diversos métodos e as propriedades fisico-quimicas de
cada melanina.

Tabela 9. Correlagdes entre as atividades antioxidantes das melaninas
com suas propriedades fisico-quimicas.

Correlagao R* r (Pearson)
Fe(l11) x Poder redutor 0,9845 -0,9961
Fe(I) x Antioxidante 0,9613 -0,9775

total
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Fe(ll) x DPPH
Fe(ll) X Ego
Fe(ll) x pKacay

Poder redutor x
Antioxidante total
Poder redutor x DPPH

Poder redutor x Ep,
Poder redutor x pKaca

Antioxidante total x
DPPH

Antioxidante total x Ep,

Antioxidante total x

pKa(cat)
DPPH x Ep,

DPPH x pKaa)

0,9558

0,7548

0,8008

0,9693

0,8896

0,6284

0,8936

0,7501

0,6179

0,9763

0,9145

0,6895

0,9889

0,9367

0,9489

0,9923

-0,9720

-0,9023

-0,9729

-0,9354

-0,8420

-0,9940

0,9783

0,8914
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5.2. Resultados e discussdo — Caracterizacdo, atividade antioxidante e
citotoxicidade de complexos metalicos de Cu(ll) e Zn(Il) com DOPA-
melaninas modificadas com aminoécidos

5.2.1. Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de infravermelho é uma potente ferramenta para
caracterizacdo de complexos metalicos, quando os espectros sao
comparados com o ligante livre, principalmente no caso das melaninas
que se pode caracterizar qual grupamento esta interagindo com o ion
metélico e comparar com outras técnicas de caracterizagdo. Sendo que
geralmente, o modo vibracional estudado, sofre um deslocamento para
menores comprimentos de onda quando complexado com o metal™®.

No caso das melaninas, esse estudo é de suma importancia, pois
0s melanomas demonstraram ser excepcionalmente sensiveis a
aumentos de determinados sais de metal bivalente; por exemplo, Zn(ll)
e de Cu(ll), estes que Podem induzir a morte do melanoma em
concentrages minimas'’®® e tendo em vista qual grupamento
interagem com o metal, pode-se propor um mecanismo de acdo de
mimeéticos de melaninas como os compostos estudados neste trabalho.

Os espectros de infravermelho da melanina ser-DOPA e dos
complexos de Cu(ll) e Zn(ll) estdo presentes na Figura 36. Para o
sistema ser-DOPA-Cu(ll) observa-se deslocamentos no estiramento
vC=0, onde na ser-DOPA livre este modo é observado em 1620cm™ e
em pH 3, 6 e 9 em 1600, 1558 e 1580cm™ respectivamente, revelando
uma interagdo com o grupamento carboxilico e quinona-imina nesses
valores de pH. O estiramento vC-O que livre é 1052cm™, j& em valores
de pH 6 e 9 séo de 1015 e 1000cm™, sendo o dGltimo mais deslocado
devido a interacdo com o grupamento catecol que é observado também
em solucdo por titulagdo potenciométrica.
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Figura 36. Espectros de infravermelho da melanina ser-DOPA e dos

complexos de Cu(ll) e Zn(ll) variando o pH.
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Para o sistema ser-DOPA-Zn(ll) observa-se deslocamentos
menores que o complexo de Cu(ll), apresentando vC=0 de 1612, 1605 ¢
1602cm™ em valores de pH 3, 6 ¢ 9 respectivamente. J4 para o vC-O
valores de 1046 e 1021cm™ para pH 6 em 9 séo observados.

O estiramento vO-H ndo sofreu mudanga significante em ambos
casos devido ao grupamento catecol protonado na faixa de pH estudado.

Os valores de deslocamento estdo de acordo com a série de
Irving-Williams, sendo que os valores da variagdo entre grupamento
livre e grupamento complexado sdo maiores para o ion Cu(ll) quando
comparado com o Zn(ll).

Os espectros da melanina cys-DOPA, bem como de seus
respectivos complexos de Cu(ll) nos valores de pH 3, 6 e 9 estdo
apresentados na Figura 37. Ao observarmos os espectros de
infravermelho dos complexos e compararmos com 0s da ser-DOPA-
Cu(ll), observamos que existe uma diminuicdo de simetria da estrutura
da cys-DOPA complexada, devido ao grande nimero de estiramentos
observados. Para a caracterizacdo dos complexos nos trés diferentes
valores de pH utilizamos as principais bandas que caracterizam 0s
grupamentos majoritarios das melaninas. Observa-se em todos 0s
espectros pelo menos duas bandas caracteristicas de cada estiramento,
evidenciando claramente que existem diferentes tipos de ambientes
guimicos envolvidos na estrutura complexada.

No sistema cys-DOPA-Cu(ll) observa-se que em valores de pH
3 existem bandas em 3404 e 3328cm™ relativo aos estiramentos vO-H,
1625cm™ e 1588cm™ atribuido a0 vC=0 e 1105 e 967cm™ relativos a
estiramenos vC-O. Para este valor de pH existe o0s maiores
deslocamentos nas bandas referentes ao estiramento vC=0 e vC-O
guando comparado com a cys-DOPA livre podendo o centro metalico
estar coordenado pelo grupamento quinona-imina. J& em valores de pH
6 observa-se uma quebra maior de simetria em comparacdo com pH 3,
sendo as principais bandas observadas em 3233 e 3141cm™ referente ao
v0-H, 2917 e 2997cm™ atribuido ao vC-H, 1610 e 1580cm™ atribuido
a0 vC=0 e bandas em 1172 e 998cm™ referentes ao vC-O. Esses valores
revelam que possivelmente as melaninas estdo coordenadas por
diferentes grupamentos doadores, no caso acido carboxilico e quinona-
iminas. Em pH 9 observam-se estiramentos caracteristicos dos
grupamentos majoritarios em 3233 e 3131cm™ relativos ao vO-H, 2997
e 2927cm™ atribuido ao vC-H, 1619 e 1580cm™ referente ao vC-O e
1170 e 950cm™ referentres ao vC-O, quando comparado com a melanina
livre pode-se concluir que existem valores de deslocamento maiores do
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estiramento vC-O podendo estar atribuido a interagdo com o grupamento
catecol, e a presenca de possiveis espécies mistas nesse valor de pH
envolvendo grupamentos catecol e quinona-imina.

No complexo cys-DOPA-Zn(Il) observa-se pouca alteracdo na
simetria do complexo em pH 3 quando comparado com o sistema cys-
DOPA-Cu(ll), neste valor de pH observa-se bandas caracteristicas em
3420, 1609 e 990cm™ relativo aos estiramentos vO-H, vC=0 e vC-O
respectivamente. Em pH 6 se observa uma diminui¢cdo da simetria
estrutural do complexo sendo observado um aumento no numero de
estiramentos em 3233 e 3228cm™ atribuidos ao estiramento vO-H, 2917
e 2997cm™ relativos ao estiramento vC-H, 1606 e 1560cm™ atribuidos
a0 vC=0, 1093 e 1004cm™ relativo ao vC-O. Esses valores revelam que
a melanina cys-DOPA pode estar coordenada com mais de um
grupamento doador, neste pH possivelmente carboxilico e quinona-
imina. Em valores de pH 9, observa-se pouca variacdo de simetria
guando comparado com o pH 6, onde destaca-se as bandas que
representam 0s grupamentos majoritarios presentes nas melaninas em
3327 e 3264cm’* atribuido ao vO-H, 2923 e 2902cm™ relativo ao vC-H,
1601 e 1550cm™ relativo ao estiramento vC=0, 1093 e 955cm™
atribuido ao vC-O. Analogamente ao complexo de Cu(ll) pode-se
verificar que existem valores de deslocamentos superiores relativo ao
vC-O quando comparados com o pH 3 e 6, associando-se a interacdo
com o grupo catecol neste valor de pH e ainda possivel espécie mista
envolvendo catecol e quinona-imina.
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Figura 37. Espectros de infravermelho da melanina cys-DOPA e dos

complexos de Cu(ll) e Zn(Il) variando o pH.

Os espectros de infravermelho da thr-DOPA livre e dos
sistemas thr-DOPA-Zn(I1) e thr-DOPA-Cu(ll) podem ser observados na

Figura 38.
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Figura 38. Espectros de infravermelho da melanina thr-DOPA e dos
complexos de Cu(ll) e Zn(Il) variando o pH.
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Para o sistema thr-DOPA-Cu(ll) pode-se acompanhar o0s
deslocamentos das bandas comparados com o ligante livre em trés
valores de pH, para a banda relativa ao estiramento v-OH observa-se
bandas em 3417, 3381 e 3400cm™ para valores de pH 3, 6 e 9
respectivamente. As bandas referentes ao v-C=0 se apresentam em
1620, 1611 e 1606cm™ para os valores de pH 3, 6 e 9 respectivamente.
O estiramento v-C-O é observado em valores de 1060, 1038 e 1033cm™
para os valores de pH 3, 6 e 9 respectivamente. Analisando os valores de
estiramento e comparando-os com os da thr-DOPA livre pode-se
concluir que em valores de pH &cidos ocorre a coordenacdo pelos
grupamentos carboxilicos, em pH 6 o maior aumento de deslocamento
do estiramento v-C=0 indica uma coordenacdo pelo grupamento
quinona-imina e em valores de pH alcalinos pelo grupamento catecol.

No sistema thr-DOPA-Zn(ll) analogamente aos outros
complexos, acompanhou-se a formagdo do complexo variando o0s
valores de pH observou-se bandas relativas ao estiramento v-OH em
3416, 3382 e 3328cm™ para os valores de pH 3, 6 e 9 respectivamente.
Estiramentos em 1624, 1615 e 1620cm™ atribuidos ao v-C=0 s&0
vertificados em valores de pH 3, 6 e 9 respectivamente. Os estiramentos
v-C-O sdo observados em 1058 e 1052 para valores de pH 6 e 9
respectivamente. Em pH 6 verificou-se duas bandas em 1031 e 1012cm’
! sendo atribuidos a possiveis interacdes por mais de uma espécie neste
valor de pH. Analisando as principais bandas e comparando-as com as
presentes na melanina thr-DOPA livre, pode-se concluir que em valores
de pH 3 ocorre uma interagdo com os grupamentos carboxilicos, em
valores de pH 6 pode estar ocorrendo interacdo com o grupamento
carboxilico e quinona-imina devido a formacdo de duas bandas e em
valores de pH 9 ocorre a coordenagdo pelo grupamento catecol.

5.2.2. Andlise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas e as derivadas para os complexos
de Cu(ll) e Zn(ll) com a melanina ser-DOPA estdo apresentadas nas
Figuras 39 e 40 respectivamente. Assim, como apresentado na sessao
5.1.3, novamente observamos a estabilidade térmica das melaninas®.
Ambos os complexos apresentam perdas de massa semelhantes e com
temperaturas maiores que a melanina livre, evidenciando a interacéo e
estabilidade térmica em presenca dos ions metalicos. Para o complexo
de Cu(ll) observa-se uma perda de massa inicial até 435°C referente a
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21,98% da massa original e até 902°C uma perda de massa de 33,03%,
podendo ser atribuidas a descarboxilacdo dos grupamentos acidos e
pirdlise dos outros grupamentos doadores respectivamente. Entretanto,
para o complexo de Zn(ll) essas temperaturas Sdo menores, onde em
416°C ocorre uma perda de massa de 20,72% e até 902°C uma perda de
37,20%. Ainda evidencia-se a presenca de 44,99 e 42,04% de residuos
para a ser-DOPA Cu(ll) e Zn(lIl) respectivamente atribuido aos 6xidos
metélicos e residuos de melaninas.
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Figura 39. Termogramas da melanina sintética ser-DOPA e dos seus
complexos com Cu(ll) e Zn(ll).
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Figura 40. Derivadas dm/dT dos termogramas referentes aos complexos
ser-DOPA-Cu(ll) e ser-DOPA-Zn(I1) respectivamente.

Os termogramas e derivadas para os complexos de Cu(ll) e
Zn(11) com a melanina cys-DOPA estdo presentes nas Figuras 41 e 42
respectivamente. Analogamente a ser-DOPA o0s termogramas dos
complexos sdo muito semelhantes ao do ligante livre, observando-se
perdas de massa com temperaturas superiores, correspondentes a
estabilidade térmica dos complexos formados com a cys-DOPA. Para o
complexo cys-DOPA-Cu(ll) observa-se uma primeira perda de massa
até 303°C referente a 47,5% da massa inicial e mais 15,18% até 700°C.
Para o complexo cys-DOPA-Zn(Il) a mesma tipologia de perda de
massa é observada com 47,5% de perda até 354°C e 13,39% até 700°C,
restando 50,08 e 39,11% de residuos respectivamente para 0s complexos
de Cu(ll) e Zn(ll) referentes aos oOxidos metalicos e residuos
termoestaveis de melaninas.

Recentemente, Novikova'® e colaboradores realizaram estudos
de caracterizacdo da formacdo do complexo de Sn(Il) com cisteina livre
utilizando anélises termogravimétricas e observaram um perfil de perda
de massa referente a descarboxilagdo do aminoécido semelhante ao
encontrado em nosso estudo, sendo mais uma evidéncia da
caracterizacdo da primeira perda de massa observada nas melaninas.
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Figura 41. Termogramas da melanina

complexos de Cu(ll) e Zn(ll).
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Os termogramas e as derivadas para os complexos de Cu(ll) e
Zn(I1) com a melanina thr-DOPA estdo apresentados nas Figuras 43 e
44 respectivamente. Assim, como as outras melaninas, observa-se um
perfil semelhante ao ligante livre, todavia com temperaturas de
decomposicdo maiores relativa a estabilidade térmica do complexo.
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Figura 43. Termogramas dos complexos thr-DOPA-Cu(ll) e thr-DOPA-
Zn(I).

O complexo thr-DOPA Cu(Il) apresenta duas perdas de massa
representativas até 409°C relativo a 20,94% da massa original e até
750°C relativo 36,99% da massa inicial. Entretanto, o complexo de
Zn(ll) apresenta até 449°C uma perda de 24,58% da massa inicial e até
750°C uma perda de 34,8%. Por Gltimo, observa-se a formacao de 42,07
e 40,62% de residuos respectivamente para os complexos de Cu(ll) e
Zn(I1) referentes aos 6xidos metalicos e residuos de melaninas.

De modo geral, pode-se dizer avaliando os residuos dos metais
e comparando-os com as das melaninas livres e com outros trabalhos
utilizando TGA para caracterizacio de complexos™®*® que os
grupamentos doadores representam um pouco mais de 15% em massa da
estrutura das melaninas. O detalhamento dos percentuais de perda de
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massa (Am) de cada complexo nos intervalos de temperatura (AT) esta

presente na Tabela 10.
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Figura 44. Derivadas dm/dT dos termogramas referentes aos complexos
thr-DOPA-Cu(ll) e thr-DOPA-Zn(I1) respectivamente.
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Tabela 10: Resumo dos percentuais de perda de massa (Am) de cada
complexo nos intervalos de temperatura (AT).

Melanina AT (°C) Am (%)
45— 153 3,13
Ser-DOPA Cu(ll) 153 - 435 18,85
435 - 727 15,65
727 —902 17,38
Residuo 44,99
45 -172 5,94
Ser-DOPA Zn(11) 172 - 416 14,78
416 - 715 23,81
715 -902 13,43
Residuo 42,04
43 — 205 4,32
Cys-DOPA Cu(ll) 205 - 302 30,42
302 -700 15,18
Residuo 50,08
Cys-DOPA Zn(I1) 43217 0,99
217 - 354 46,51
354 -700 13,39
Residuo 39,11
30-120 2,85
Thr-DOPA Cu(ll) 120 - 409 18,09
409 - 585 34,29
585 — 750 2,7

Residuo 42,07
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35142 2,01

Thr-DOPA Zn(11) 142 — 292 4,17
292 — 449 18,4

449 — 750 34,8

Residuo 40,62

5.2.3. Microscopia Eletrénica de Varredura

Analogamente as melaninas livres, sessdo 5.1.5. utilizou-se a
técnica de MEV para caracterizacdo dos complexos de Cu(ll) e Zn(ll).
As Figuras 45a e 45b apresentam as micrografias dos complexos ser-
DOPA-Cu(ll) e ser-DOPA-Zn(Il) com aumentos de 85, 750 e 2000
vezes.
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Figura 45a. Imagens de MEV do complexo ser-DOPA Cu(ll) com 80,
750 e 2000 vezes de aumento respectivamente.

Observa-se nas Figuras 45a e 45b regides amorfas interfolhadas
com estruturas laminares variando de 5 a 20um com alta rugosidade —
Aumento de 2,000 vezes. Uma correlagdo com sua fractalidade pode ser
obtida analisando os resultados de espalhamento de raios-X, sessdo
5.2.7, onde observa-se a passagem da estrutura de fractal de massa
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presente na melanina livre para fractal de superficie, tanto no complexo
ser-DOPA-Zn(I1) quanto no ser-DOPA-Cu(ll).

X80 20

30kV  X2,000 10pm LCME-UFSC

Figura 45b. Imagens de MEV do complexo ser-DOPA Zn(Il) com 80, 750 e
2000 vezes de aumento respectivamente.
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As Figuras 45c e 45d apresentam as micrografias dos complexos
cys-DOPA-Zn(I1) e cys-DOPA-Cu(ll). Observa-se que foram estruturas
altamente amorfas sem uma sequéncia pré-definida, diferente da cys-

DOPA livre que apresentava estrutura fragmentada.

X80 30kV X750 20um

30KV X2,000 "ME-UFSS 4
Figura 45c. Imagens de MEV do complexo cys-DOPA Cu(ll) com 80,

750 e 2000 vezes de aumento respectivamente.
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X80

ok, *

Figura 45d. Imagens de MEV do complexo cys-DOPA Zn(ll) com 80, 750 e

2000 vezes de aumento respectivamente.

As Figuras 45e e 45f apresentam as micrografias dos complexos
thr-DOPA-Cu(ll) e thr-DOPA-Zn(Il). Morfologicamente, observa-se
diferenca entre os dois complexos, pois 0 complexo de cobre apresenta
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uma superficie completamente lisa e o0 de zinco apresentando pequenas
rugosidades em sua estrutura.

”

30kV X750  20pm

30kv  X2,000 & LCME-UFSC

Figura 45e. Imagens de MEV do complexo thr-DOPA Cu(ll) com 80,

750 e 2000 vezes de aumento respectivamente.
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30kV X750 20pum

30kVv  X2,000 10pm LCME-UFSC

Figura 45f. Imagens de MEV do complexo thr-DOPA Zn(ll) com 80, 750 e

2000 vezes de aumento respectivamente.
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5.2.4. Microanalise por Energia Dispersiva de Raios-X

A técnica de microanalise por energia dispersiva de Raios-X é
amplamente utilizada na caracterizacdo qualitativa de sistemas
complexos™®**® neste contexto foi utilizada para identificacdo de
Cu(ll) e Zn(ll) nos compostos de coordenacdo isolados com as
melaninas. A Figura 46 apresenta os espectros de EDS dos complexos
de Cu(Il) e Zn(Il) com a ser-DOPA.

Figura 46. Espectros de EDS dos complexos ser-DOPA Cu(ll) e ser-
DOPA Zn(ll) respectivamente.

Observa-se a presenca de Cu(ll) no complexo ser-DOPA-Cu(ll) e
Zn(11) no complexo ser-DOPA-Zn(ll), sendo comprovada a presenga
desses metais nas amostras. Verifica-se a presenca de Cl em pequenas
quantidades no complexo ser-DOPA-Cu(ll), podendo estar associado
como contra fon na forma de cloreto.

Na Figura 47 observa-se 0s espectros de EDS para os complexos
de Cu(ll) e Zn(I) com a cys-DOPA, a identificacdo dos ions metélicos e
ainda a presenca de enxofre tipico em melaninas do tipo pheomelanina,
gue contém enxofre como precursor, dando suporte também a estrutura
do ligante livre.

20
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Figura 47. Espectros de EDS dos complexos cys-DOPA Cu(ll) e cys-
DOPA Zn(Il) respectivamente.

A Figura 48 mostra os espectros de EDS dos complexos de Cu(ll)
e Zn(l1) com a melanina thr-DOPA.. Observa-se a presenca dos dois ions
metalicos nos complexos comprovando sua formacédo e ainda em ambos
compostos a presenca de Cl, sendo atribuido como contra ion tanto no
thr-DOPA-Cu(ll) quanto no thr-DOPA-Zn(l1).

20
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Figura 48. Espectros de EDS dos complexos thr-DOPA Cu(ll) e thr-
DOPA Zn(ll) respectivamente.

5.2.5. Eletroquimica

Os voltamogramas ciclicos e de onda quadrada do complexo ser-
DOPA-Cu(ll) podem ser observados na Figura 49.

Verifica-se que variando a velocidade de varredura nao
possuimos uma relacdo direta e proporcional com os potenciais de
reducdo e oxidacdo, sendo que a relacéo ip/vl’2 ndo é constante levando a
um processo eletroquimico quasi-reversivel™™®. Os voltamogramas
apresentam E,, = 0,194 e 0,152V para a voltametria ciclica a 100mV/S e
onda quadrada respectivamente, e E,. de -0,212 e -0,185 para ciclica e
onda quadrada nas mesma condi¢Bes. Esses pares sdo atribuidos ao
processo redox Cu(ll)/Cu(l) e ainda a oxidagdo do ligante deslocado
para valores mais positivos de Ep, e Ep.
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Figura 49. Voltamogramas ciclicos com velocidade de varredura
variando entre 50 e 250mV/s e voltamograma de onda quadrada do
complexo ser-DOPA-Cu(ll).
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A Figura 50 apresenta os voltamogramas ciclicos e de onda
quadrada para o complexo cys-DOPA-Cu(ll), com um pico de oxidacao
em 0,322V relativo ao processo Cu(l)/Cu(ll) irreversivel com Ep, de
0,322 e 0,331V referente ao voltamograma ciclico a 100mV/s e o de
onda quadrada, e observamos o pico de reducdo utilizando a técnica de
onda quadrada que apresentou um E, de 0,327V. Outros dois processos
redox podem ser vistos no voltamograma ciclico atribuidos ao ligante,
sendo um irreversivel Ep, de 0,0614V e outro quasi-reversivel com Eg,
de -0,050V e E, de -0,280V a 100mV/s, onde o par redox quase-
reversivel atribuido a reacdo catecol/quinona é deslocado para valores
mais positivos de Ey, quando comparados com a cys-DOPA livre, e 0
processo irreversivel atribuido a formagdo de semiquinonas que
geralmente sdo observadas em outros estudos eletroquimicos de
melaninas com o mesmo perfil®***",

Os voltamogramas ciclicos e de onda quadrada da thr-DOPA-
Cu(ll) estdo apresentados na Figura 51. Observa-se no voltamograma
ciclico Epc = -0,168 e Ep, = 0,04V referente ao par redox Cu(ll)/Cu(l)
gue ainda é visto um potencial catédico em -0,429V com valores de
corrente maiores em velocidade de varredura superior a 100mV/s que
também ¢ evidenciado na voltametria de onda quadrada, podendo ser
relacionado com a reducdo do ligante, sendo que o pico de oxidagdo
pode estar sobreposto com o da oxidagdo do metal. Ressalta-se que o
efeito indutivo eletrodoador do grupo metilénico da thr-DOPA foi
observado pela mudanga do potencial de oxidagdo para valores menos
positivos, quando comparado com as outras melaninas.

A Tabela 11 apresenta os valores de potencial de reducédo e
oxidacdo do metal nos complexos de Cu(ll) com as trés melaninas
modificadas.
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Figura 50. Voltamogramas ciclicos com velocidade de varredura
variando entre 50 e 250mV/s e voltamograma de onda quadrada do
complexo cys-DOPA-Cu(lI).
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Figura 51. Voltamogramas ciclicos com velocidade de varredura
variando entre 50 e 250mV/s e voltamograma de onda quadrada do
complexo thr-DOPA-Cu(ll).
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Tabela 11. Potenciais de oxidagio/reducdo (V vs Ag/Ag® Voltametria
ciclica e onda quadrada) para os complexos de Cu(ll) com cada
melanina modificada. VValores obtidos em pH 7 (tampéo fosfato 0,1M),
velocidade de varredura 100mV/s.

Cu(ly/Cu(ll) = Epa

cv sw cv sw
Ser-DOPA -0,215 | -0,185 0,194 | 0,152
Cys-DOPA - 0,327 0,322 | 0,331
Thr-DOPA 0,168 | -0,07 0,04 -0,01

A eletroquimica aplicada para caracterizacdo de centros redox
ativos tanto nas melaninas livres quanto nos complexos ndo foi trivial.
Pode-se ver nos experimentos dificuldades, principalmente devido a
baixa taxa de difusdo explicado pelo alto peso molecular resultando em
correntes faradaicas pequenas e ainda a contaminacdo dos eletrodos
devido adsorcdo em sua superficie, que exigiu exaustiva limpeza entre
as leituras.

Além dos parametros eletroquimicos, os estudos de voltametria
ciclica e onda quadrada sdo elucidativos no que diz respeito a estrutura
dos complexos de Cu(ll) com as melaninas, quando comparado com
outras macromoléculas contendo centros de Cu(ll) como
metaloproteinas. Nesses sistemas sdo relatados que os potenciais de
oxidacdo para o centro metalico sdo geralmente positivos™®*** o que
ocorre também em nosso sistema, como podemos observar na Tabela
11.

Com o comportamento eletroquimico apresentado pelas
melaninas neste trabalho abre-se a possibilidade de aplicagdes em
biosensores e eletrodos modificados, sendo que trabalhos iniciais ja
foram publicados com esse tipo de aplicagdo utilizando compostos
semelhantes? %,
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5.2.6. Titulacao potenciométrica

A Figura 52 apresenta as curvas de titulagdo experimental e
calculada da melanina ser-DOPA em presenca e auséncia dos ions
Cu(ll) e Zn(I1). Observa-se que as regides tamponadas em presenca dos
metais apresentam-se deslocadas devido a interagdo que ocorre com 0S
fons metalicos. Em trabalhos anteriores com metais divalentes o
grupamento carboxilico ndo foi considerado™, devido a caracteristica do
precursor ndo conter esse grupo.

12

ser-DOPA

menet et =+ ser-DOPA Cu(ll)
I
L . 4"{'M
10 4 e Vi o

e

/ / _/_/-,!/;:-;(c;l-\ Znql)

— /
L
g —
- 6 / K,,_}L""'
# {4 ——— Curva Experimental
/ /“f - Curva Calculada Best7
o
.
44 //f’ '/
A /
i
2 —1T r 1 T T T T T T T 7
0 1 2 3 4 5 6 7 8

volume KOH 0,1M / mL

Figura 52. Curvas de titulacdo da melanina Ser-DOPA em presenca e
auséncia de Cu(ll) e Zn(ll). Dados experimentais e calculados pelo
programa Best 7.
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Com a adicdo de mais um grupamento que interage com 0S
metais, no caso o carboxilico, a porcentagem de complexo formado com
0S grupamentos quinona-imina e catecol tendem a diminuir. Esse fato
pode ser comparado com outros trabalhos de equilibrio com melaninas
onde os diagramas de espécies dos grupamentos da melanina estdo em
menores proporcdes, quando comparados com eles livres'3*'% ¢ a
regido tamponada grande do Zn(ll) na faixa de pH alcalino pode ser
atribuida a dificuldade de chegar no equilibrio dos complexos e também
¢ observado quando feito experimentos com ligantes macrociclicos
como 0 BMXD*?,

A Figura 53 apresenta a curva de distribuicdo de espécies para 0
sistema ser-DOPA-Cu(ll), onde observa-se a formagdo da espécie
[Cu(QN)] em valores de pH 4cido com maximo de formacgdo em pH
3,09 e logK = 9,40, também em valores acidos existe a espécie
[Cu(Ac)’] com méaximo de formagio em pH 3,8 e 9,3% da espécie
formada com logK = 4,99. A formacdo desta espécie é limitada pela
guantidade pequena de grupamentos carboxilicos em comparacdo com
0s outros grupos, devido a descarboxilacdo das melaninas em meio
oxidativo. Em valores de pH proximo de 7 existem duas espécies
majoritarias competindo, [Cu(Cat)] e [Cu(Ql),] com maximos de
formagdo em valores de pH 8,3 e 7,03 respectivamente e valores de
constante logK = 20,72 e 8,55 respectivamente, ja em valores de pH
acima de 9 existe a formacdo das espécies [Cu(Cat),*] e [Cu(QI)(Cat)T]
com méximos de formagdo em pH 11,84 e 9,6 e logK 10,29 e 21,40
respectivamente.
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Figura 53. Curva de distribuicdo de espécies para o sistema ser-DOPA-
Cu(ll), onde (a) [Cu(Ql)']; (b) [Cu(Ac)']; (c) [Cu(Cat)]; (d) [Cu(Q)2] ;
(e) [Cu(Cat),"T; () [Cu(QI)(Cat)]

A curva de distribuicdo de espécies do sistema ser-DOPA-Zn(Il)
é apresentada na Figura 54. Pode-se observar a espécie [Zn(QI)'] como
majoritaria em valores de pH acidos com maximo em valor de pH 6,1 e
logK = 8,33; também é observada a espécie [Zn(Ac)'] com maximo em
pH 3,8 e apenas 6,05% devido a baixa concentragdo de grupamentos
carboxilicos nesta melaninas. Em valores de pH alcalino destaca-se a
espécie [Zn(Cat)] com maximo de formacdo em pH 9,54 com logK =
14,45 e as espécies [Zn(QI)(Cat)] e [Zn(Cat),*] com valores de logK =
13,75 e 8,96 respectivamente e maximos de formacéo e valores de pH
11,8.

Neste sistema verifica-se que as constantes de formacéo
obedecem a série de Irving-Williams para Cu(ll) e Zn(Ill) como
reportado por Szpoganicz e colaboradores™, e ainda esses dados em
associacdo com os espectros de infravermelho, sessdo 5.2.1., para 0s
complexos em diferentes valores de pH sugere-se que as estruturas séo
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semelhantes em estado so6lido e em solugdo, nos valores de pH

estudados.

80 4
704\
604 \ /
50 _

404 // \ ~

% espécie
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20 -

Figura 54. Curva de distribuicdo de espécies para o sistema ser-DOPA-
Zn(Ac)']; (c) [Zn(Cat)]; (d) [Zn(Ql)] ;

Zn(11), onde (a) [Zn(QN)']; (b)

(e) [Zn(QI)(Cat) T; (f) [Zn(Cat)

E

7

As curvas de titulago para a melanina cys-DOPA em presenca e
auséncia dos ions Cu(ll) e Zn(ll) sdo observadas na Figura 55.
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Figura 55. Curvas de titulacdo da melanina cys-DOPA em presenga e
auséncia de Cu(ll) e zn(ll). Dados experimentais e calculados pelo
programa Best 7.

Analogamente ao sistema metalico envolvendo a ser-DOPA
observa-se na Figura 55 que as curvas em presenca dos ions metalicos
encontram-se deslocadas quando comparadas com a melanina livre.
Esse efeito é atribuido a interagdo com os cations metalicos.

A curva de distribuicdo de espécies para o sistema cys-DOPA-
Cu(ll) é apresentada na Figura 56, onde verifica-se que na regido acida
ocorre a formagio das espécies [Cu(Tiol)] e [Cu(QI)*] com méximos
em pH 2,1 e 4,8 e logK = 9,01 e 14,68 respectivamente, com 0 aumento
do pH se observa a espécie [Cu(QI)(Tiol)] formando em valores de pH
acima de 4,5 com méaximo em 6,2 e log K = 18,58 e ainda [Cu(Cat)]
com maximo de formacdo em pH 6,3; em valores acima de pH 7
predominam as espécies [Cu(Cat),’] e [Cu(QI);] com maximo de
formagéo em pH 8,3 para ambas as espécies e valores de logK = 13,53 e
11,72 respectivamente.
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Figura 56. Curvas de distribuicdo de espécies para o sistema cys-
DOPA-Cu(ll), onde (a) [Cu(Tiol)']; (b) [Cu(QD']; (c) [Cu(QI)(Tiol)];
(d) [Cu(Cat)]; (€) [Cu(Cat),”T; (f) [Cu(QN2]

A curva de distribuicdo de espécies do sistema cys-DOPA-Zn(Il)
pode ser observada na Figura 57. Observa-se que em pH acido ocorre a
formacdo de trés espécies, [Zn(Tiol)*], [Zn(QI)] e [Zn(QI)(Tiol)] com
valores maximos de formacdo em pH 2,1; 5,88 e 7,5 e logK = 8,15;
13,16 e 16,49 respectivamente. Em valores de pH acima de 6 ocorre a
formacdo das espécies [Zn(Cat)] e [Zn(Cat)(Tiol)'] com maximos de
formacdo em pH 8,87 e 8,99 e valores de logK = 19,00 e 22,95
respectivamente; ja& em valores acima de 8,5 ocorre a formagdo da
espécie [Zn(Cat),” ] com maximo em pH 10,5 e logK = 10,33.

Em comparacdo com os sistemas ser-DOPA e thr-DOPA notamos
nitidamente que a presenca do grupamento tiol afeta drasticamente a
formag8o das espécies em solucdo da cys-DOPA, ficando evidente a
acidez de Pearson quando detectamos a espécie [Zn(Cat)(Tiol)] e a
auséncia desta espécie para o sistema Cu(ll), onde neste valor de pH a
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espécie majoritaria é [Cu(Cat),%] mostrando que o centro de Cu(ll) ¢

mais duro que o centro de Zn(ll).
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Figura 57. Curva de distribuicdo de espécies para o sistema cys-DOPA-
Zn(ll), onde (a) [Zn(Tiol)']; (b) [Zn(QN)'T; (c) [Zn(QN)(Tiol]; (d)
[Zn(Cat)]; (e) [Zn(Cat)(Tiol)]; (f) [Zn(Q)2]; (9) [Zn(Cat),"].

As curvas de titulagdo experimental e calculada da thr-DOPA
em auséncia e presenga dos cations Cu(ll) e Zn(Il) sdo apresentadas na
Figura 58. Analogamente a melanina ser-DOPA nota-se um
deslocamento das curvas em presenca dos metais devido a interagao

com os grupamentos funcionais da melanina.
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Figura 58. Curvas de titulacdo da melanina thr-DOPA em presenca e
auséncia de Cu(ll) e zn(ll). Dados experimentais e calculados pelo
programa Best 7.

A Figura 59 mostra a distribuicdo de espécies para o sistema thr-
DOPA-Cu(ll), onde observa-se que em valores de pH &cidos existe duas
espécies majoritarias, [Cu(QI)'] e [Cu(Ac)’] com valores de logK =
11,12 e 5,25 e maximos de formacdo em pH 3,1 e 3,6 respectivamente.
Em valores de pH proximo de 7 existem também duas espécies
principais [Cu(Cat)] e [Cu(QI),] com méaximos de formacdo em pH 7,6 e
7,4 e logK 8,92 e 21,25 respectivamente. J4 em valores de pH alcalinos
as espécies majoritarias sdo [Cu(Cat),*] e [Cu(QI)(Cat)] com méximos
de formacdo em pH 11,7 e 9,4 e logK 9,8 e 15,51 respectivamente.
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Figura 59. Curva de distribuicdo de espécies para o sistema thr-DOPA-
Cu(ll), onde (a) [Cu(QN)'T; (b) [Cu(Ac)'T; (c) [Cu(Cat)]; (d) [Cu(Ql)a] ;
(&) [Cu(Cat),"T; (f) [Cu(QI)(Cat)]

A Figura 60 apresenta as curvas de distribuicao de espécies para o
sistema thr-DOPA-Zn(ll). Observa-se em valores de pH &cidos a
formaco das espécies [Zn(QI)*] e [Zn(Ac)*] com méaximo de formag&o
em valores de pH 5,05 e 4,3 e logK = 8,61 e 4,80 respectivamente. A
espécie [Zn(Cat)] pode ser observada com um maximo em pH 7,11
sendo predominante neste valor de pH. Em valores de pH basico
existem as espécies [Zn(Ql),], [Zn(Ql)(Cat)] e [Zn(Cat),*] com
méaximos em pH 8,86; 10,94 e 7,70 respectivamente e logK = 5,91;
15,51 e 9,8 respectivamente.

Analogamente as outras melaninas, as constantes dos complexos
de Cu(ll) possuem valores maiores quando comparados com as de
Zn(ll) e ainda as constantes do sistema thr-DOPA sdo um pouco
superiores quando comparadas com 0s mesmos complexos envolvendo a
ser-DOPA, provavelmente ligado ao efeito indutivo da metila presente

nesta melanina.
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Figura 60. Curva de distribuicdo de espécies para o sistema thr-DOPA-

Zn(11), onde (a) [Zn(QN']; (b) E

(e) [Zn(QN(Cat) ]; (f) [Zn(Cat),"].

Zn(Ac)']; (¢) [Zn(Cat)]; (d) [Zn(QD):] ;

A Tabela 12 apresenta um sumario com os valores das constantes
de formacdo calculadas para cada sistema, e 0 Esquema 6 mostra as
propostas estruturais para os equilibrios identificados por titulagdo

potenciométrica e espectrofotométrica.
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Tabela 12. Constantes de formagdo para os complexos de Cu(ll) e
Zn(I1) com as melaninas sintéticas. Onde Ac - acetato, QI — quinona-
imina e Cat — Catecol

Equilibrio / log K Ser- Ser- Cys- Cys- Thr- Thr-
DOPA DOPA DOPA DOPA DOPA DOPA
Cu(ll) Zn(ll) Cu(ll) zZn(ll) Cu(ll) 2Zn(l11)

[M(AC)] 499 4,10 - - 525 4,80
[M*][AcT]

M(QI)] 940 833 1468 1316 1112 86l
[M*][QI']

[M(QI),] 855 46 11,72 7,11 892 501
[M(QI)'][QI"]

[M (Cat)] 20,72 14,45 21,12 19,00 21,25 17,88
[M*][Cat*]

[M(Cat}] 1029 896 1353 10,33 1047 98
[M(Cat)][Cat* ]

[M(Cat)(Q)] 21,40 13,75 - - 2325 1551
[M(QIy][Cat*’]

Moy - - soL 8’ -
[M2][Tiol ]

[M(Cat)(Tol) ] - - - 22,95 - -
[M(Tiol)"][Cat?* ]

[M(QI)(Tid)] - - 1858 1649 - -
[M(QI) ][Tiol "]




Espécies protonadas
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* Espécies detectadas no sistema cys-DOPA

H,Cat
P
=\ PKa3
T \
Qi
I
Q o
N\
HO N
ﬂ M H
Ac
zcai
/
/

[M(Tlol) ]

[M(Cat)’]

Ac H,Cat
[M(TIOI)(QI)]

Qi Qi
-0. -0
r— M2 N g
Ac Ac
[M(Cat),™]

Esquema 6. Equilibrios envolvendo as melaninas modificadas por
aminoacidos e os ions divalentes Cu(ll) e Zn(ll).
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5.2.7. Espalhamento de raios-X a baixos angulos — SAXS

Analogamente aos experimentos realizados com as melaninas
livres, utilizou-se a técnica de SAXS para se obter informagdes de seus
agregados e demonstrou ser promissora para explicar as mudancas
conformacionais dos agregados moleculares que compde as melaninas.
A Figura 61 apresenta as curvas de SAXS para a melanina ser-DOPA e
seus complexos de Cu(ll) e Zn(ll). Obteve-se como resultado para 0s
complexos fractais de superficie com valores de Ds 2,39 e 2,13 para 0s
complexos de Cu(ll) e Zn(Il) respectivamente.

» ser-DOPA-Cu(ll)

=  ser-DOPA
ser-DOPA-Zn(ll)

(Q)

01 3n,
0.01 5

1E-3 4

T
1

Q/nm”’

Figura 61. Curvas de SAXS referentes a ser-DOPA livre e seu
complexo com Cu(ll) e Zn(Il)

A natureza fractal de superficie pode ser descrita como conjuntos
cujos interiores sdo compactos e apenas suas superficies séo
fragmentadas e irregulares’®, onde pode ser observada por microscopia
eletrénica de varredura.

As curvas de SAXS para cys-DOPA e os complexos de Cu(ll) e
Zn(1l) sdo apresentadas na Figura 62.
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cys-DOPA-Zn(Il)

1] - cys-DOPA
cys-DOPA-Cu(ll)

o1 _:;,‘

0.01 -

Q)

1E-3

1E-4

1E-5 1 —————

Q/nm’

Figura 62. Curvas de SAXS referentes a cys-DOPA livre e seu
complexo com Cu(ll) e Zn(Il).

Observa-se valores de D, 2,11 e 2,81 para 0os complexos de

Cu(ll) e Zn(11) respectivamente. A diminuigdo nos valores de Dy, para o

complexo de Cu(ll) quando comparado com a cys-DOPA livre indica a

passagem de estruturas compactas, para estruturas mais expandidas'’,
gue pode ser observado nos ensaios de MEV - Figura 45 ae b.

Os resultados dos ensaios de SAXS para os complexos de Cu(ll)

e Zn(11) com a melanina thr-DOPA podem ser observados na Figura 63.

O complexo thr-DOPA-Cu(ll) exibe um fractal de superficie com valor

de Ds de 2,64, e essa passagem pode ser explicada pela variacdo na

conformacdo, passando de formas menos alongadas para mais

alongadas, fragmentadas e irregulares’**?’.
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= thr-DOPA Zn(ll)
1 «  thr-DOPA
01 7, o thr-DOPA Cu(ll)

1(Q)
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1E-4 -

1E5 4,
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Figura 63. Curvas de SAXS referentes a thr-DOPA livre e seu
complexo com Cu(ll) e Zn(ll).

O complexo com Zn(ll) apresenta conformacdo espacial mais
compacta que o ligante livre, e ainda observa-se um pico em valores de
Q igual a 4,2 e 4,0 em ambos os complexos, sendo mais evidente no
complexo de Zn(ll) que pode ser atribuido a uma estrutura de treonina
terminal ligada a estrutura da melanina modificada como mostrado por
Stovgaard e colaboradores’® em ensaios de SAXS utilizando
aminodcidos livres, entretanto necessita-se de mais estudos estruturais
para investigacdo desta proposta. Todavia, a técnica de SAXS se
mostrou Util na elucidacdo estrutural das melaninas em diferentes
escalas de tamanhos, sendo esta a primeira contribuicdo desta técnica
para caracterizacdo deste tig)o de complexos que apenas era utilizado
para substancias himicas®'?*, combinada com outras técnicas™*
aminoacidos e proteinas'®®. A Tabela 13 apresenta um resumo de todos
0s dados obtidos por SAXS para os complexos de Cu(ll) e Zn(ll).
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Tabela 13. Pardmetros de fractais obtidos por SAXS para as melaninas
e seus respectivos complexos de Cu(ll) e Zn(1l)

Melanina |of D R’
Ser-DOPA 2,26 Dmn=2,26 0,9951
Ser-DOPA Cu(ll) 3,61 D, = 2,39 0,990
Ser-DOPA Zn(Il) 3,87 D,=2,13 0,9980
Cys-DOPA 2,70 Dn=2,70 0,9893
Cys-DOPA Cu(ll) 2,11 Dn=211 0,9963
Cys-DOPA Zn(ll) 2,81 Dy = 2,81 0,9984
Thr-DOPA 2,62 Dm=2,62 0,9902
Thr-DOPA Cu(ll) 3,36 Ds=2,64 0,9927

Thr-DOPA Zn(ll) 2,71 Dn=281 0,9924
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5.2.8. Citotoxicidade

Os graficos de citotoxicidade dos complexos de Cu(ll) e Zn(ll)
com as melaninas em células NIH-3T3 estdo apresentados na Figura 64.
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Figura 64. Citotoxicidade dos complexos de Cu(ll) e Zn(ll) com as
melaninas em células NIH-3T3. As células foram expostas aos
compostos por 24 horas.
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Observa-se na Figura 64 que o complexo thr-DOPA-Zn(11) e ser-
DOPA-Zn(Il) apresentam um CCs, de 28 e 21 mg L™ respectivamente,
se mostrando citotéxicos e reduzindo a viabilidade celular em mais de
80% na concentragdo de 100 mg L™ sugerindo um efeito causado pelo
zinco. Por outro lado, para o complexo Cys-DOPA-Zn(I1)/Cu(ll) nao foi
observado o mesmo perfil de resposta. Dessa forma, o aminoécido
presente no complexo também pode influenciar o efeito do composto
sobre a viabilidade celular, os outros complexos apresentam CCsgg
maiores que 100 mg L™

Devido a citotoxicidade encontrada partimos para 0S
experimentos utilizando células HUVEC, célula endotelial da veia
umbilical humana, onde todos os compostos apresentaram CCs, acima
de 100 mg L™ — Figura 65. A Tabela 14 resume os valores de CCs,
encontrados nas anélises realizadas.

Tabela 14. Valores de CCsq complexos de Cu(ll) e Zn(ll) com as
melaninas em linhagens celulares HUVEC e NIH-3T3.

CCs (Mg L™M)*

Composto
HUVEC NIH-3T3
Cys-DOPA-Zn(I1) > 100 > 100
Cys-DOPA-Cu(ll) > 100 > 100
Thr-DOPA-Zn(Il) > 100 28
Thr-DOPA-Cu(ll) > 100 > 100
Ser-DOPA-Zn(11) > 100 21
Ser-DOPA-Cu(Il) > 100 > 100

* Valores expressos em média.
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Figura 65. Citotoxicidade dos complexos de Cu(ll) e Zn(Ill) com as
melaninas em células HUVEC. As células foram expostas aos
compostos por 24 horas.
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5.2.9. Ensaios antioxidantes
5.2.9.1. Atividade por quelacao pelo ion Fe(ll)

Observam-se na Tabela 15 os valores de ECg, para 0s ensaios de
quelacdo pelo ion Fe(ll), que apresentaram 547,49; 508,26 e 230,78 g
mL" para ser-DOPA-Cu(ll), cys-DOPA-Cu(ll) e thr-DOPA-Cu(ll)
respectivamente, e para os complexos de zinco apresentaram os valores
91,42; 102,12 e 121,82 g mL™ para ser-DOPA-Zn(Il), cys-DOPA-Zn(l1)
e thr-DOPA-Zn(l1) respectivamente. Todas as amostras ficaram acima
dos padrdes rutina, BHT e EDTA, e pode-se observar que 0os complexos
de Zn(ll) apresentam valores de ECsy menores que os complexos de
Cu(ll), tendo destaque para o complexo ser-DOPA-Zn(ll) apresentando
valores de apenas 2 vezes menos ativo que o padrdo rutina; pode-se
associar esse fendmeno as menores constantes de formagdo dos
complexos com o centro de Zn(ll), que em presenca do Fe(ll) sofre
troca com o metal, mostrando que sdo0 menos estaveis ndo apenas
termodinamicamente mas cineticamente também.

5.2.9.2. Poder redutor

Os ensaios de poder redutor revelaram valores de 80,26; 86,44 e
190,78 mg de acido ascdrbico / g de composto para os complexos ser-
DOPA-Cu(ll), cys-DOPA-Cu(ll) e thr-DOPA-Cu(ll) respectivamente e
480,58; 430,23 e 360,65mg de acido ascérbico / g de composto para 0s
complexos ser-DOPA-Zn(lIl), cys-DOPA-Zn(ll) e thr-DOPA-Zn(ll)
respectivamente, valores encontrados na Tabela 15. Os valores mostram
uma tendéncia que foi observada também na quela¢do com o ion Fe(ll),
mostrando agora que o metal pode inibir o poder redutor das melaninas
guando comparado com elas livres, e que o poder de inibicdo do ion
Cu(ll) é maior que o do Zn(ll), sendo que analisando os resultados
observamos que 0s metais ndo participam no mecanismo do poder
redutor. Todos os valores encontrados foram menores que para 0S
padrdes rutina e BHT utilizados no trabalho.

5.2.9.3. Capacidade antioxidante total
Os valores da capacidade antioxidante total encontrados foram de

28,19; 30,45 e 67,02 mg de &cido ascérbico / g de composto para 0s
complexos ser-DOPA-Cu(ll), cys-DOPA-Cu(ll) e thr-DOPA-Cu(ll)



168

respectivamente; ja para os complexos de Zn(ll) os valores obtidos
foram 168,81; 151,12 e 126,79 mg de acido ascorbico / g de composto
para os complexos ser-DOPA-Zn(ll), cys-DOPA-Zn(ll) e thr-DOPA-
Zn(1l). Neste ensaio observa-se novamente que o metal promove uma
inibicdo da atividade antioxidante das melaninas quando comparado
com elas livres, entretanto, destaca-se a ser-DOPA-Zn(ll) e a thr-
DOPA-Zn(Il) com valores superiores a menos da metade do padrédo
BHT, os outros valores foram inferiores quando comparados com 0s
padrdes rutina e BHT.

5.2.9.4. Captura de radicais livres utilizando DPPH

Os resultados de ECs obtidos no ensaio de captura de radicais
livres utilizando DPPH para os complexos ser-DOPA-Cu(ll), cys-
DOPA-Cu(ll) e thr-DOPA-Cu(ll), Figura 66, foram 135,78; 126,87,
57,04 pg mL™ respectivamente; ja para os complexos de Zn(l1) foram
obtidos valores de ECsgq de 22,60; 25,24; 30,18 ug mL* para ser-DOPA-
Zn(ll),  cys-DOPA-zZn(Il) e  thr-DOPA-Zn(ll),  Figura 67,
respectivamente. Neste ensaio destaca-se 0 complexo ser-DOPA-Zn(ll)
com valor de ECg, aproximadamente 3 vezes maior que o do padrdo
BHT, mostrando a consideravel atividade de complexo, ja elucidada
pelo método da capacidade antioxidante total — Tabela 15. Todas as
amostras apresentaram ECs, maiores que os padrdes rutina e BHT.
Ressalta-se ainda que a ordem das atividades realizadas por captura de
radicais livres utilizando DPPH seguiu a ordem das melaninas livres
sendo os complexos de ser-DOPA com maiores atividades, seguidos dos
cys-DOPA e thr-DOPA. Assim, mais uma vez nota-se a inibicdo da
atividade antioxidante em presencga do centro metalico, mostrando que o
metal ndo participa do mecanismo de atividade antioxidante.
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Figura 66. Curvas de Captura de radicais livres — DPPH dos complexos
de Cu(Il) com as melaninas modificadas.



170

704
m  ser-DOPA-Zn(ll)
® cys-DOPA-Zn(ll)
654 A thr-DOPA-Zn(ll)
@ 60 M A
>
)
(2]
e 554 . A
@ n
il
o 50+ [ A
[a)
X n
45 ° A
40 . A
T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40

Figura 67. Curvas de Captura de radicais livres — DPPH dos complexos

concentracao / ug.mL'1

de Zn(l1) com as melaninas modificadas.




171

Tabela 15. Atividade antioxidante dos complexos de Cu(ll) e Zn(ll)
com melaninas modificadas por aminoacidos, comparativo com padrdes

utilizados no trabalho.

Amostra  Complexa¢ Poder Redutor Capacidade DPPH
ao por (mg AAE /g)>  antioxidant  (ECsopg mL™)
Fe(l1) e total
(ECsog mL?)? (mg AAE g)°

Ser- 547,49 + 80,26 + 0,05  28,19+0,02 135,78+ 0,54
DOPA- 1,55
Cu(ln

Ser- 91,42 + 480,58 +0,24 168,81+ 22,60+ 0,07
DOPA- 0,17 0,88

Zn(ll)

Cys- 508,26 + 86,44+0,19 30,45+0,18 126,87+0,22
DOPA- 1,23
Cu(ln

Cys- 102,12 + 430,23 £ 0,25 151,12 + 25,24+ 0,03
DOPA- 0,53 0,67

Zn(ll)

Thr- 230,70 + 190,78 +0,95 67,02+055 57,04+0,23
DOPA- 1,34

Cu(ln

Thr- 121,82 + 360,65+0,55 126,79 + 30,18 £ 0,93
DOPA- 0,73 0,04

Zn(ll)

Rutin 41,35+ 1622,10+ 11,76 310,43 2,78+ 0,17

0,16 1,87
BHT 20,65+0,29 1641,89+ 14,23 548,24 + 6,74+ 0,21

1,23
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EDTA  4,65+0,02

1. Valores de ECspara 50% de quelagdo com o ion Fe(ll); 2. Resultados em mg
de 4cido ascérbico g de composto. Cada resultado é expresso em termos de +
SD.

5.2.9.5. Correlactes

Analogamente as melaninas livres, sessdo 5.1.13.5., realizou-se
estudos de correlacfes, Tabela 16, dos complexos de Cu(ll) e Zn(ll)
com cada melanina. Neste caso, optou-se apenas pelo método de
correlagdo de Pearson, devido a complexidade do sistema.

Tabela 16. CorrelacGes entre as atividades antioxidantes dos complexos
de Cu(ll) e Zn(Il) com as melaninas modificadas

Correlacao r (Pearson)
Fe(Il) x Poder redutor -0,9352
Fe(I1) x Antioxidante total -0,9354
Fe(Il) x DPPH 0,9999
Poder redutor x Antioxidante total 0,9999
Poder redutor x DPPH -0,9348
Antioxidante total x DPPH -0,9354

Observa-se na Tabela 16 uma boa correlacdo entre as atividades
antioxidantes dos complexos metalicos com as melaninas, havendo uma
correlagdo linear positiva para as plotagens de Fe(ll) x DPPH e poder
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redutor x antioxidante total com correlagdes de 0,9999. Para as outras
plotagens existe uma relacdo linear negativa com coeficientes acima de r
> -0,9, mostrando também a boa correlacdo dos dados.
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5.3. Resultados e discussdo — Estudo da interacdo de DOPA-
melaninas modificadas com aminoacidos com o corante catidnico azul
de metileno

5.3.1. Espectroscopia de infravermelho

Os métodos de caracterizagdo da estrutura das melaninas
contendo o corante azul de metileno adsorvido em sua superficie foram
realizados apds os estudos de efeito do pH e cinética, utilizando os
valores de pH ideal de adsorgdo para cada melanina. A Figura 68
apresenta os espectros de infravermelho da ser-DOPA, do azul de
metileno e do produto resultante apds adsorcao, ser-DOPA-AM.

No espectro de infravermelho presente na Figura 68, observa-se o
deslocamento da banda da carbonila de 1623cm™ da ser-DOPA para
1602cm™, podendo estar a adsorgdo relacionada com os grupamentos
carboxilicos desprotonados e possivelmente o AM desprotona a
quinona-imina em valores de pH abaixo de 7, originando uma interacdo
eletrostatica como citado por Olivella e colaboradores.”® Pode-se
observar também a auséncia da banda em 1590cm™ relativo ao
estiramento uN-H da amina heterociclica, comprovando a hip6tese do
AM estar na sua forma catibnica. Verificamos ainda nos espectros do
AM puro e do ser-DOPA-AM bandas em 1339cm™ atribuido aos
estiramentos vC-N presentes no corante.

Para o sistema cys-DOPA-AM, Figura 69, observa-se um
deslocamento da regido da carbonila da cys-DOPA de 1621cm™ para
1596cm™ na amostra de melanina com o AM adsorvido e ainda uma
outra banda de intensidade moderada em 1500cm™, podendo estar
associado a uma carbonila de uma quinona-imina com AM adsorvido,
portanto analogamente a ser-DOPA, a adsor¢do no pH ideal também
ocorre  pelos grupamentos carboxilatos e  quinonas-iminas
desprotonadas, ainda existe uma banda em 1339cm™ nos espectros do
AM puro e cys-DOPA-AM atribuido ao estiramento vC-N.
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Figura 68. Espectros de infravermelho da melanina ser-DOPA, do
corante azul de metileno e da melanina modificada com serina adsorvida
com o respectivo corante.

Um fato interessante é o aumento dos modos vibracionais na
regido da impressdo digital. Especula-se que a adsor¢do do AM no pH 6
possa ocorrer também pelos grupamentos tidis, gerando multiplos
deslocamentos nas bandas do AM e consequentemente sobreposi¢do de
bandas, sendo o corante catibnico responsavel pelo abaixamento do pKa
do grupo tiol.

Por altimo, observa-se na Figura 70, 0s espectros para o sistema
thr-DOPA-AM, onde verifica-se 0 deslocamento da banda da carbonila
de 1626 para 1603cm™ da thr-DOPA livre e em presenca de AM
respectivamente, e a presenca de um ombro em 1704cm™ podendo ser
supostamente atribuido a uma carbonila do grupamento carboxilico que
esta interagindo com o corante, sendo que o experimento foi realizado
em pH 3.

Em todas as amostras a técnica de FTIR demonstrou ser eficaz na
caracterizacdo da presenca do corante na matriz da melanina, entretanto
necessita-se de outras técnicas para se propor um mecanismo correto de
adsorcao, sendo que se trata de um sistema muito complexo.
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Figura 69. Espectros de infravermelho da melanina cys-DOPA, do

corante azul de metileno e da melanina modificada com cisteina
adsorvida com o respectivo corante.
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corante azul de metileno e da melanina modificada com treonina
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5.3.2. Microscopia Eletronica de Varredura

As micrografias do compdsito ser-DOPA-AM com aumentos de
80, 720 e 2000 vezes estdo apresentadas na Figura 71. Diferentemente
da morfologia da ser-DOPA livre, quando em sua superficie esta
adsorvido o azul de metileno observa-se uma maior compactacao
formando um aglomerado mais fragmentada e ndo organizada, estrutura
essa que reflete em sua fractalidade como também observado nos
ensaios de SAXS na sessdo 5.3.4.

Em contrapartida, o0 compoésito cys-DOPA-AM, cujas
micrografias esto presentes na Figura 71b, com aumentos de 80, 750 e
2000 vezes apresenta uma estrutura mais lisa e com uma superficie com
menos imperfei¢cGes quando comparado com a cys-DOPA livre.

As referéncias do estudo morfoldgico de melaninas modificadas,
seus complexos e ainda interacdo com espécies catidnicas por MEV
ainda é limitado na literatura, por isso, com essas analises aqui descritas,
pioneiras para este fim, mostramos que ocorrem modificacdes
morfologicas nas melaninas dependendo do material que esta
interagindo com o sistema e pode-se fazer algumas correlagcGes com a
técnica de espalhamento de raios-X a baixos angulos.
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X2,000  10pm 10kV X750  20pm

X80 200pm LCME-UFSC
Figura 71a. Imagens de MEV da melanina ser-DOPA com o corante
azul de metileno adsorvido em sua superficie com 80, 750 e 2000 vezes

de aumento respectivamente.
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20kV X80  200pm LCME-UFSC

Figura 71b. Imagens de MEV da melanina cys-DOPA com o corante
azul de metileno adsorvido em sua superficie com 80, 750 e 2000 vezes

de aumento respectivamente.
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5.3.3. Microanalise por Energia Dispersiva de Raios-X

Observam-se na Figura 72 os espectros de EDS das melaninas
ser-DOPA e cys-DOPA com azul de metileno adsorvido em suas
superficies.
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Figura 72. Espectros de EDS das melaninas ser-DOPA e cys-DOPA
com azul de metileno adsorvido.

O experimento de EDS foi importante para caracterizagdo da
presencga de azul de metileno na amostra em ambas as melaninas, onde
observamos na Figura 9 que sua estrutura possui um atomo de enxofre e
foi possivel identificar a presenga deste nos sélidos adsorvidos, assim
mostrando que o corante esta adsorvido nas melaninas.

No espectro da ser-DOPA-AM verificamos a auséncia do atomo
de enxofre na melanina livre, j& em presenca do corante existe o pico
deste elemento, em contrapartida na cys-DOPA-AM o pico de enxofre é
maior que o da melanina livre.
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5.3.4. Espalhamento de Raios-X a baixos angulos - SAXS

O experimento de SAXS para caracteriza¢do do solido resultante
da interacdo entre o azul de metileno e as melaninas é importante para
identificacdo de alteragBes em suas estruturas. Observamos o modelo
fractal para as melaninas livres, sessdo 5.1.10, e aqui interpretamos 0s
dados da mesma maneira, as curvas sdo apresentadas na Figura 73.

o cys-DOPA-AM
=  ser-DOPA-AM
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Figura 73. Curvas de SAXS das melaninas cys-DOPA e ser-DOPA com
azul de metileno adsorvido.

Para a melanina ser-DOPA livre foi identificado um D, = 2,26 e
ja no composito ser-DOPA-AM houve uma mudanca em sua estrutura
apresentando um fractal de superficie com Ds = 2,30, sendo a passagem
atribuida pela variacdo na conformagéo, passando de formas menos
alongadas para mais alongadas, fragmentadas e irregulares’®, como visto
em alguns complexos de melaninas estudados neste trabalho.

Em contrapartida a cys-DOPA-AM apresenta um fractal de
massa, entretanto com valor menor que na melanina livre passando de
D,, = 2,70 para D, = 2,63, essa diminuicdo foi observada também
guando a melanina encontrava-se complexada com os ions metalicos
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indicando a passagem de estruturas compactas para estruturas mais
expandidas, lisas e sem muitas imperfeicbes como pode ser observado
nos experimentos de MEV na sessdo 5.3.2. A Tabela 17 apresenta um
resumo dos valores fractais calculados para as melaninas adsorvidas
com azul de metileno.

Tabela 17. Pardmetros de fractais obtidos por SAXS para as melaninas
com o corante azul de metileno adsorvido em sua superficie.

Melanina |a] D R’
Ser-DOPA-AM 3,70 Ds=2,30 0,9984
Cys-DOPA-AM 2,63 Dm=2,63 0,9979

5.3.5. Estudo do Efeito do pH

Como se pode observar na sessdo 5.1.7. as melaninas sofrem
modificacBes com a alteracdo do pH, e consequentemente mudancas
também em suas capacidades adsortivas. A Figura 74 mostra o efeito do
pH para a melanina ser-DOPA, onde observa-se que em valores de pH
entre 2 e 5 a capacidade de adsorc&o varia entre 55 e 76 mg g, ja a
partir de pH 6 temos um aumento da adsor¢do do AM pelas melaninas,
com maximo em pH 7 exibindo um g, de 92,66 mg g~. Em valores de
pH maiores que 8 observa-se a diminuicdo dos valores de Q.. Esses
dados podem ser explicados quando se observa os valores de pKa’s da
melaninas ser-DOPA, onde em pH &cido encontra-se todos os
grupamentos protonados, ja com o aumento do pH ocorre a
desprotonagdo dos grupamentos &cidos carboxilicos e quinona-imina
aumentando a capacidade adsortiva de grupamentos catidnicos. Em
valores de pH maiores ocorre a desprotonacéo de todos 0s grupamentos,
tornando a estrutura mais sollvel e assim diminuindo drasticamente a
capacidade de adsor¢do como suspenc¢do coloidal. Portanto, optou-se
pela realizacdo dos experimentos de cinética e isotermas de adsorcdo da
ser-DOPA no pH 7.
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Figura 74. Efeito do pH na adsorcéo do azul de metileno pela melanina
ser-DOPA.

Analogamente a ser-DOPA, observa-se nos estudos de efeito do
pH da cys-DOPA, Figura 75, fenbmeno semelhante, apresentando um
maximo de adsorcdo em pH 6, com g, equivalente a 91,69 mg g™
Especula-se que pela presenca dos grupamentos tidis identificados nesta
melanina, em valores de pH acima de 7 ocorre 0 aumento da
solubilidade da cys-DOPA, prejudicando a adsorcdo e
consequentemente levando a diminui¢do do valor de g.. Portanto, para
esta melanina o pH escolhido para os estudos de cinética e isotermas é 6.

O aumento do valor de g, proporcional ao pH esta associado aos
valores de pKa da melanina calculados, onde a desprotonacéao favorece a
interacdo eletrostatica com o corante azul de metileno, fenémeno este
observado também por Olivella e colaboradores'*! em trabalhos com
adsorvatos que contém grupamentos acidos, em valores de pH 6 a
adsortividade diminui devido ao aumento da solubilidade da melanina.
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Figura 75. Efeito do pH na adsorcéo do azul de metileno pela melanina
cys-DOPA.

Diferente das outras duas melaninas estudadas antes, a thr-DOPA
apresentou um perfil da variagdo da capacidade adsorvente em fungéo
do pH totalmente diferenciado, Figura 76, com maximos de adsorgdo em
valores de pH 3 e 8 exibindo um g, de 20,58 e 18,52 mg g~
respectivamente. Ndo procuramos nos aprofundar na justificativa deste
fendmeno, mas pode estar relacionado com os grupamentos metilénicos
presentes em alguns dimeros desta melanina identificado por célculos
tedricos, que possivelmente podem reprimir interacBes intermoleculares
fortes do tipo ligagbes de hidrogénio e z-stacking existentes entre os
monoémeros.™** Apés a realizacdo dos ensaios de efeito de pH para essa
melanina, decidiu-se a ndo realizacdo dos ensaios de cinética e isotermas
até que outros estudos elucidativos fossem realizados para explicar esse
fendmeno.
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Figura 76. Efeito do pH na adsorcéo do azul de metileno pela melanina
thr-DOPA.

5.3.6. Cinética de Adsorcao

Os experimentos de cinética foram realizados nos valores de pH
6timo de adsorgdo de cada melanina, sendo 7 para a ser-DOPA e 6 para
a cys-DOPA. Uma boa correlagido de R? elucida o mecanismo de
adsorcdo do AM pelas melaninas.**? Para avaliacdo de qual mecanismo
cinético se ajusta ao processo de adsorcao foram utilizados os modelos
de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e difusdo
intraparticula. A validade do melhor modelo foi avaliada através dos

graficos lineares log (ge — qr) em funcéo de t, t/q; em funcdo de te g; em
funcao de t*2 respectivamente.

A curva do decaimento da concentracdo do azul de metileno em
fungdo do tempo na presenca da ser-DOPA e da cys-DOPA é
apresentada na Figura 77. Observa-se, que 0s tempos para chegar ao
méaximo de adsorg¢do sdo diferentes 50 e 120 minutos para a ser-DOPA e



186

cys-DOPA respectivamente. A partir dos valores presentes neste grafico
sdo calculados os parametros discutidos acima.
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Figura 77. Cinética de adsorcdo do corante azul de metileno pelas
melaninas ser-DOPA e cys-DOPA.

Observa-se na Tabela 18 os valores dos parametros cinéticos do
sistema melanina-AM, sendo que os modelos de pseudo-segunda ordem
se mostraram mais significativos, apresentando valores de R? de 0,9962
e 0,9992 para a ser-DOPA e cys-DOPA respectivamente.

Além disso, os valores de g, encontrados pelos modelos de
pseudo-segunda  ordem sd3o  equivalentes aos  calculados
experimentalmente, com uma minima alteragéo, sendo 100 e 97,37mg.g"
! para ser-DOPA e cys-DOPA respectivamente, os valores
experimentais sd0 92,66 e 91,96mg.g™* para cada melanina.

Sendo 0 modelo de pseudo segunda-ordem o mais adequado
para explicar o mecanismo cinético, podemos afirmar que a adsorcéo
depende da concentracdo do adsorvato em solucdo e dos sitios de
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adsorcdo do adsorvente. Ressalta-se que a velocidade de adsorcdo é
dependente da quantidade de azul de metileno na superficie do
adsorvente, sendo a quimissor¢do a etapa determinante do mecanismo
cinético.”® Por dltimo, calculamos a velocidade de adsorcdo inicial (h)
com valores de 23,76 e 33,37mg.g™.min para a ser-DOPA e cys-DOPA
respectivamente.

As curvas linearizadas utilizando o modelo de pseudo segunda-
ordem para as melaninas ser-DOPA e cys-DOPA sdo apresentadas nas
Figuras 78 e 79.
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Tabela 18. Pardmetros cinéticos de adsorcdo do corante azul de
metileno pelas melaninas ser-DOPA e cys-DOPA.

Modelo cinético Parametros Ser-DOPA Cys-DOPA
Pseudo primeira g:(mg g™) 3,906 4,202
ordem ki (min™) 0,1320 0,0461
R? 0,8234 0,6321
Pseudo segunda g:(mg g™) 100 97,37
ordem ko(g mg™ 2,38x10° 3,52x10°
min™) 23,76 33,37
h(mg g™ 0,9962 0,9992
min™)
RZ
Difuséo
intraparticula ki(mg g™ 0,036 0,012
min™?) 0,4869 0,6510
RZ
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Figura 78. Linearizagcdo do modelo cinético de pseudo segunda ordem
para a adsorcdo da melanina ser-DOPA pelo corante azul de metileno.
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Figura 79. Linearizacdo do modelo cinético de pseudo segunda ordem
para a adsorcdo da melanina cys-DOPA pelo corante azul de metileno.
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5.3.7. Isotermas de adsorcéo

As isotermas de adsorcdo foram analisadas variando a
concentracdo do AM em solugdo e mantendo as massas de melanina
constante. Observa-se nas Figuras 80 e 81 as isotermas de adsor¢do da
ser-DOPA e cys-DOPA respectivamente, onde mostra a relagéo entre a
guantidade adsorvida g. na superficie da melanina e a concentragao
remanescente em solugdo do AM. Os graficos mostram que a
concentracdo de AM aumenta com o aumento da capacidade adsortiva
da melanina, chegando a um maximo de saturacdo em concentracoes
acima de 90 mg.L™ para a ser-DOPA e 70 mg.L™ para a cys-DOPA,
onde todos os sitios ja estdo ocupados.
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Figura 80. Isotermas de adsorcdo do corante azul de metileno pela
melanina ser-DOPA.
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Figura 81. Isotermas de adsor¢do do corante azul de metileno pela
melanina cys-DOPA.

Os dados experimentais foram tratados utilizando os modelos
de isotermas de Langmuir, Freundlich e D-R, os mais utilizados em
estudos deste tipo, a escolha do melhor modelo, como na cinética, foi
avaliada observando os valores de correlagio R® Os parametros
calculados estdo presentes na Tabela 19. Pode-se observar que 0s
valores de correlagdo para as isotermas utilizando o modelo de
Langmuir linear foram os mais relevantes, sendo 0,9886 e 0,9991 para a
ser-DOPA e cys-DOPA respectivamente.

Um dos principais parametros para avaliacdo da qualidade
do adsorvente é a capacidade efetiva de adsor¢do (gm) que apresentou
valores de 109,89 e 162,07 mg.g” para a ser-DOPA e cys-DOPA,
verificando-se que a cys-DOPA adsorve aproximadamente 1,6 vezes
mais 0 AM do que a ser-DOPA.

Comparando a capacidade maxima de adsorcdo de ambas as
melaninas, podemos especular que essa diferenca entre as duas esteja
atribuida a presenca de tidis na estrutura da cys-DOPA, sendo mais um
grupamento funcional que pode estar influenciando na adsorcdo de
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espécies catibnicas. Os graficos obtidos utilizando a equacdo de
Langmuir em sua forma linear estdo presentes nas Figuras 82 e 83.
Inimeros trabalhos na literatura também relatam o modelo linear da
isoterma de Langmuir como 0 mais adequado para descrever sistemas
semelhantes.™*" %

A partir da constante de D-R pode-se calcular a energia
livre de adsorgdo, onde foram obtidos os valores de 16,48 e 14,54 kJ
mol™ para a ser-DOPA e cys-DOPA respectivamente, caracterizando
que os processos de adsor¢do do azul de metileno na superficie da
melanina é de natureza quimica.
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Tabela 19. Parametros das isotermas de adsorcdo do corante azul de
metileno pelas melaninas ser-DOPA e cys-DOPA.

Isoterma Parametros Ser-DOPA Cys-DOPA
Langmuir am(mg g™ 112,72 158,64
ndo linear K. (L mg™) 5,083x10™ 2,703
R 0,9861 0,9651
Langmuir am(mg g™ 109,89 162,07
linear K. (L mg™) 5,690x10™ 2,085
R? 0,9886 0,9991
Freundlich
ndo linear Ke (mg g™) 14,420 89,881
be 0,4085 0,1457
R* 0,9409 0,8590
Freundlich
linear Ke (mg g™) 5,106 18,690
be 1,030 0,2218
R 0,8591 0,9788
D-R
linear Om (Mg g™ 88,86 52,60
k (mol* kJ™®) -1,84x10° -2,5x10°°
R 0,9466 0,9814
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Figura 82. Linearizagdo do modelo de isoterma de Langmuir na
adsorcéao do corante azul de metileno pelas melaninas ser-DOPA.
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Figura 83. Linearizacdo do modelo de isoterma de Langmuir na
adsorcao do corante azul de metileno pelas melaninas cys-DOPA.
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A Tabela 20 mostra valores de capacidade maxima de adsorcao
para outros adsorventes de azul de metileno e também os valores
encontrados neste estudo.

Tabela 20. Capacidade de adsorcdo maxima para alguns adsorventes de
azul de metileno encontrados na literatura.

Adsorvente qm (Mg g™) Referéncia
Alga Marrom 38,61 141
Alga Verde 40,2 142
Madeira pirolisada 80,0 143
Carvéo ativado 227,27 144
Minerais Argilosos 85,0 145
Zeolita 53,1 146
Biomassa Bruta 1,17 147
Biomassa Ativada 256,41 148
Diatomita 198,0 149
Ocular Melanin 280,50 39

ser-DOPA 109,89 Este trabalho

cys-DOPA 162,07 Este trabalho

Observam-se na Tabela 20 adsorventes oriundos de diversas
fontes, como por exemplo, matrizes inorgénicas zeolitas, diatomitas e
minerais argilosos; matrizes naturais algas, madeira e melaninas. Os
valores de g, da ser-DOPA e cys-DOPA s&o valores que competem com
outros adsorventes de matrizes organicas até mesmo com melaninas
extraidas de fontes naturais. Comparando-se a metodologia sintética
para preparacdo das melaninas modificadas com aminodcidos e
obtencdo de outras matrizes, concluimos que a relacdo de custo e méo
de obra é mais baixa em nossas melaninas. Outro ponto positivo é a
baixa toxicidade, cujos resultados foram apresentados na sessdo 5.1.12.
e ainda a versatilidade e seletividade em valores de pH 6 e 7.



196



197

6. Conclusdes e Perspectivas
6.1. Melaninas modificadas com aminoéacidos

No que tange as DOPA melaninas sintéticas modificadas por
aminoacidos, concluimos que a serina e a treonina sdo modificadores
eficientes segundo o mecanismo de Melanogénese descrito na literatura
para as pheomelaninas (cys-DOPA). As trés melaninas foram
sintetizadas, purificadas e caracterizadas com sucesso por técnicas
espectroscopicas, termogravimétricas, microscdpicas, computacionais,
eletroquimicas, de espalhamento e de separacdo; sendo que as melaninas
ser-DOPA e thr-DOPA sdo inéditas na literatura. Destaca-se a
caracterizacdo por SAXS que elucidou as estruturas fractais de ambas as
melaninas, comprovando mais uma vez sua similaridade estrutural com
as substancias humicas e ainda pode-se correlacionar os resultados com
sua morfologia elucidada por microscopia eletronica de varredura.

Os estudos em solucdo e espectroscdpicos confirmaram os
principais grupos presentes nas melaninas: &cido carboxilico, quinona-
imina e catecol. A melanina cys-DOPA apresentou um grupamento tiol
livre detectado por titulagcdo potenciométrica, sendo o primeiro estudo
na literatura a evidenciar esse grupo presente nesta melanina; esses
grupamentos e seus respectivos dimeros foram calculados
computacionalmente e apresentaram uma boa correlacdo com os dados
experimentais.

Todas as melaninas sintetizadas neste trabalho apresentaram uma
baixa citotoxicidade mesmo em concentracdes acima de 500 mg.L™" e
ainda uma boa atividade antioxidante que pode estar ligada a presenca
dos grupamentos fendlicos em sua estrutura. Essas atividades
antioxidantes tiveram um bom coeficiente de correlacdo de Pearson
entre si, e ainda uma boa correlagdo com os potenciais de oxidacdo e
pKas do grupamento catecol de cada melanina.

A primeira etapa de modificar quimicamente, purificar e
caracterizar as melaninas durante a melanogénese foi vencida, neste
momento se faz necessario a ampliacdo deste estudo para outras
moléculas que podem gerar compostos com atividades antioxidantes
ainda maiores. A perspectiva e proxima etapa do trabalho sera aplicar
esses pigmentos sintetizados na &rea bioldgica realizando ensaios de
fotocitotoxicidade, podendo ser promissoras moléculas a serem
utilizadas para evitar reacfes fotoquimicas no organismo e, ainda
aplicacdes tecnoldgicas como utilizagdo do pigmento para produgéo de
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tintas e como modificador quimico de eletrodos para identificacdo de
metais.

6.2. Interacdo das melaninas modificadas por ions metéalicos

No tocante as interacdes das melaninas modificadas por ions
metalicos, foram sintetizados os complexos de Cu(ll) e Zn(ll) com as
melaninas ser-DOPA, cys-DOPA e thr-DOPA e caracterizados por
métodos  espectroscopicos,  termogravimétricos,  microscopicos,
eletroquimicos, de espalhamento e os equilibrios em solugdo foram
estudados por titulagdo potenciométrica. De modo geral, concluiu-se que
as interagdes dos ions Cu(ll) e Zn(ll) com os grupamentos majoritarios
das melanianas sdo dependentes do pH do meio. Para as melaninas ser-
DOPA e thr-DOPA observou-se que em valores de pH acidos ocorre a
coordenacdo pelos grupamentos carboxilico e quinona-imina; com o
aumento do pH ocorre a interacdo com 0s grupos catecol e em valores
alcalinos existe a presenca de espécies mistas contendo catecol e
quinona imina complexados.

A melanina cys-DOPA por apresentar um grupamento tiol em sua
estrutura apresentou interagcdes um pouco distintas. Em valores de pH
acidos ocorre a interacdo com 0s grupamentos quinona-imina e tiol, e
com o aumento do pH ocorre a interacdo com espécies mistas
envolvendo tiol e quinona imina, e em valores de pH alcalinos a
interagcdo com os grupamentos catecol.

Com relagdo a morfologia dos complexos, concluiu-se um
aumento da rugosidade dos complexos de melaninas quando
comparados com elas livres e ainda todas as melaninas mantiveram as
estruturas fractais mesmo complexadas com os ions metalicos.

Para os complexos thr-DOPA-Zn(ll) e ser-DOPA-zZn(ll) foi
observada toxidade em células do tipo NIH-3T3, entretanto, para células
HUVEC ndo foi observado esse efeito, a toxicidade foi atribuida
possivelmente ao centro de zinco. Na melanina cys-DOPA-Zn(Il) ndo
foi observadada toxicidade expressiva, 0 que nos levou a concluir que
ndo apenas o metal utilizado influencia a toxicidade mas também o
amino4cido utilizado na modificacdo quimica de cada melanina.

Todos o0s complexos apresentaram uma boa atividade
antioxidante, entretanto, com uma menor atividade quando comparado
com as melaninas livres, concluindo-se que o centro metalico nédo
participa do mecanismo e ainda devido a interacdo com as melaninas
interfere sua capacidade antioxidante, e ainda as atividades
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apresentaram uma 6tima correlacdo de Pearson entre elas com valores
der>0,9.

Este estudo foi fundamental, pois mostrou que mesmo as
melaninas modificadas por aminoacidos exibem uma 6tima afinidade
por ions metalicos, e abriu um leque de opgdes para aplicacdes
tecnoldgicas como na area de armazenamento de energia; ambientais
contribuindo para interacdo de metais em aguas residuais e por Gltimo,
aplicacdes em cosmetologia onde pode ser realizado estudos com TiO,
aumentando a capacidade de absorcdo de radiacdo e assim sendo
estruturas potenciais para composicao de cremes e protetores solares.

6.3. Estudos da adsorc¢do do azul de metileno por melaninas

No que diz respeito a adsorcdo do azul de metileno a superficie
das melaninas, este trabalho contribuiu para uma area em que existia, até
agora, apenas um trabalho na literatura.*® Caracterizou-se a presenca do
corante na melanina depois de adsorvido por técnicas espectroscopicas e
a morfologicamente observou-se uma maior compacta¢do formando um
aglomerado mais fragmentado e ndo organizado. Estrutura essa que
reflete em sua fractalidade, como também observado nos ensaios de
espalhamento de raios-X.

Os estudos de efeito do pH mostraram que o fenbnemo de
adsorcao é dependente do pH, onde a ser-DOPA e a cys-DOPA exibem
um melhor pH de adsor¢cdo em valores de 7 e 6 respectivamente e a
melanina thr-DOPA apresenta baixos valores de adsor¢do em toda faixa
de pH.

Concluiu-se, com 0s experimentos cinéticos que a melhor
equacao que descreve os dados experimentais foi a de pseudo-segunda
ordem em todos os sistemas estudados, apresentando coeficientes de
correlacdo r > 0,99.

Os ensaios de equilibrio de adsor¢do mostram que a melhor
equacdo que ajusta os dados experimentais foi a isoterma de Langmuir
linear com r = 0,9991, onde a cys-DOPA e a ser-DOPA obtiveram
valores de @y de 162,07 e 109,89 mg g™ respectivamente e ainda a
isoterma de D-R revelou que a adsorcdo trata-se de um processo de
natureza quimica em ambas as melaninas.

Com esses resultados aumentaram as perspectivas da utilizagdo
de melaninas como adsorventes naturais e sintéticos, sendo que a
continuidade do trabalho pode objetivar a utilizacdo de outros corantes e
ainda farmacos para aplicagdes de liberagdo controlada de drogas,
utilizando as melaninas como estrutura ancoradora.
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Preparation, Characterization, Cytotoxicity and Antioxidant Activity of DOPA
Melanin Modified by Amino Acids: Melanin-Like Oligomeric Aggregates

Thiago G. Costa,” Mateus [J. Feldhaus," Felipe S. Vilhena,” Melina Heller,®
Gustave A. Micke,® Aldo S. Oliveira,” Inés M. C. Brighente,” Fabiola B. F. Monteira,®
Tinia B. Creczynski-Pasa® and Bruno Szpoganicz™®

*Laboratdrio de Equilibrio Quimico and *Laboratdrio de Eletroforese Capilar, Departamento de Quimica,
Universidade Federal de Santa Cataring (UFSC), CP 476, 88040-900 Floriandpolis-SC, Brazil

‘Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Campus Universitdrio, Bairro Trindade, CP 5069, 88040-970 Floriandpolis-SC, Brazil

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
CP 476, 85040-900 Floriandpolis-5C, Brazil

Twao new synthetic melanin-like oligomers inspired by the synthesis of pheomelanin (cys-DOPA)
were prepared using L-DHOPA as a precursor and the amine acids serine (ser-DOPA) and threonine
(thr-D{OPA) for modifications. The products obtained exhibited apprecisble antioxadant activity.
The compounds were characterized by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS),
elemental analysis and infrared spectroscopy. The pKa values of the groups present in each melanin
suspension were determined in aqueous solution by patentiomietric and spectrophotometric ttration.
Cytotoxicity assays showed an 1C,; > 500 mg L' resulting in non-toxic compounds for living
cells. Finally, cys-DOPA, ser-DOPA and the-DOPA. exhibited antioxidant activity determined by
the DPPH scavenging assay, with BTy, = 7.60, 1.02 and 27.60 mg L*, respectively.

Keywords: synthetic melanins, amino acid modification, antioxidant activity

Intreduction

Melanin is a natural pigment produced through
the oligomerization of 5,6-dihydroxyindole (DHI) and
3.6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid (DHICA ) catalyzed
by tyrosinase. It contains between 3 to 9 monomer units.!
It can be found in different species in nature including
fungus.? humans, vegetables* and marine life.” These
organisms produce melanin for protective application
in biological systems. In the literature, two major types
of melanin pigments are described: eumelanin and
pheomelanin, which exhibit dark and brown colors,
respectively.® Figure | shows the most accepted melanin
chemical structure described in the literature.”

Besides their biological functions, melanins have
a wide range of applications, including technological,
dermatological, medicinal and pharmacological, and they
are also being used in food products.*™ Recently, Ye et
al." described a method for fungal melanin extraction and

*a-mail: bruno.s@Eufsc b

Fipure 1. Most accepted melanin structure.

maodification with amino acids, and the sample obtained
showed antioxidant activity. Other authors have described
the antioxidant efficiency of other types of melanin'** and
other oligomeric compounds with phenolic groups. ' The
antioxidant activity can be attributed to the presence of
catechol groups in the structure,™ as shown in Figure 1.



219

ANEXO Il



220

Jowenal of If_bnrdinam'm Chemistry, 2014 Taylor & Francis
htp /dx.doi.org/10. 1080/00958972.2014.905686 Tasker & Frarats Gisug

Spectroscopy and theoretical studies of natural melanin
(eumelanin) and its complexation by iron(l1l)
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Increasing the pH

Eumelanin is an oligomeric pigment that has a high affinity for metl ions, which induces the forma-
tion of reactive oxygen species, causing melanoma cell apoptosis due to the acceleration of intracel-
halar or extracellular oxidative stress. Melanin in the skin and in dark hair, known as aumelanin, has
three main groups that serve as donors: carbooxylic acid, catechol, and quinone-imine. In this study,
aumelanin was extmcted and purified from dark hair using 2 modified Prota method and chamcter-
wed by elemental analysis. The sample shows the absence of sulfur-containing groups, and the mfra-
red spectrum shows chametenstic vO-H, C-H, vC=C, v(=0, and vC—0 stretches, which are
confirmed by eledronic structure caloulatons. The major interactions with Fe{llT) in solution are at
acidic pH values: [Fe(Ad)T™ and [Fe((i)T, and at neutral and alkaline pH values: [Fe(OHNCat)]
md [FelOHRCath ™, evalusted by electronic stucture calculations. Electron paramagnetic
mresonance measurements in the solid state showed that the species isolated at acidic pH provided
£=4.3, chamcteristic for high-spin Fe(lll) and the presence of a discrete semi-quinone with
£=2.003; at alkaline pH, it was observed that g=4.3, and thers was also a large increase in the
radical species, suggesting interaction of the metal ion with the catechal.

Keywards: Eumelanin, Metal-hinding interactions; Fe(Ill) complexes
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