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RESUMO
Recentemente, pesquisadores vém estudando a automontagem molecular que tém atraido
atencdo devido as possibilidades de serem utilizadas na fabricacdo de inimeros dispositivos.
As nanoestruturas sao atualmente de grande interesse na comunidade cientifica, principalmente
por poderem ser obtidas a partir de varios materiais aumentando o nimero de possibilidades de
aplicacdo tecnoldgica. A nanotecnologia é a aplicagdo do conhecimento cientifico baseada na
manipulacédo e controle da matéria para a escala nano, destarte, a fazer uso das propriedades e
fendmenos dependentes do tamanho e da estrutura, diferentes daqueles associados aos atomos
ou moléculas individuais. As nanoestruturas a partir de peptideos ja sdo conhecidas de longa
data e ainda interessam o meio cientifico principalmente devido a uniformidade da auto-
organizacdo, facilidade de modificacdo quimica e fisica, capacidade de se obter sistemas
geométricos distintos, versatilidade estrutural e biocompatibilidade. Esta area apresenta novas
possibilidades para o desenvolvimento de produtos de uso diario, com melhor desempenho,
custo de producdo reduzido e utilizando menos matéria-prima. Devido ao crescente interesse
do meio cientifico, a pesquisa com novos substratos € importante porque sdo relativamente
baratas, seguras, limpas e as recompensas financeiras oriundas de possiveis patentes sdo
relativamente altas. Além de proporcionar ao substrato diferentes funcionalidades, assegurando
melhorias no avango tecnoldgico. Recentemente alguns trabalhos tém realizado a
autoestruturacao a partir de aminoacidos, porém ainda sdo escassos, quando comparados a
estruturas de peptideos e dentro da classe dos peptideos, grande parte dos trabalhos investigam
0 peptideo difenilalanina. Entretanto com resultados promissores utilizando Tirosina observa-
se um aumento no numero de trabalhos que se prestam a entender as estruturas baseadas em
aminoacidos. Logo, objeta-se nessa pesquisa determinar se a Tirosina é capaz de se auto montar
em diferentes solventes e concentragdes. Para auxiliar na automontagem das estruturas, alterou-
se as propriedades do meio em que o peptideo se encontrava, pela alteracdo dos solventes e das
proporgdes adicionadas de solugédo e solvente. A automontagem se deu pela mistura de uma
aliquota de solucdo e outra de solvente em placa de microscopia, sendo realizada em duas
etapas, seguindo os principios da abordagem botton-up, montando-se em superficie regular. O
primeiro experimento trata da automontagem da tirosina em diferentes solventes na proporc¢éo
1:1 em volume. J& o segundo experimento aborda a automontagem em diferentes
concentragcBes. Posteriormente houve a caracterizagdo por microscopia Optica e as estruturas
obtidas foram analisadas pelo software ImageJ. Os resultados segurem que a natureza aromatica
da Tirosina atua contribuindo para que ocorra o empilhamento m — 7 para a automontagem.
Também se nota que as condi¢des do meio e as propriedades fisicas dos solventes influenciam
diretamente na automontagem da Tirosina, na qual obteve-se a formac&o de fibras, géis e tubos.

Palavras-chave: Quimica supramolecular; Automontagem da Tirosina; Microscopia optica.



ABSTRACT

Recently, researchers have been studying molecular self-assembly, which has attracted
attention due to its possibilities of being used in the manufacture of numerous devices.
Nanostructures are currently of great interest in the scientific community, mainly because they
can be obtained from various materials, increasing the number of possibilities for technological
application. Nanotechnology is the application of scientific knowledge based on the
manipulation and control of matter to the nana scale, thus making use of size- and structure-
dependent properties and phenomena different from those associated with individual atoms or
molecules. Nanostructures from peptides have been known for a long time and are still of
interest to the scientific community, mainly due to the uniformity of self-organization, ease of
chemical and physical modification, ability to obtain distinct geometric systems, structural
versatility and biocompatibility. This area presents new possibilities for the development of
products for daily use, with better performance, reduced production cost and using less raw
material. Due to the growing interest of the scientific community, research with new substrates
is important because they are relatively cheap, safe, clean and the financial rewards from
possible patents are relatively high. In addition to providing the substrate with different
functionalities, ensuring improvements in technological advancement. Recently, some works
have performed self-structuring from amino acids, but they are still scarce when compared to
peptide structures and within the class of peptides, most of the works investigate the peptide
diphenylalanine. However, with promising results using Tyrosine, there is an increase in the
number of works that lend themselves to understanding the structures based on amino acids.
Therefore, the object of this research is to determine if Tyrosine are capable of self-assembly
in different solvents and concentrations. To assist in the self-assembly of the structures, the
properties of the environment in which the peptide was found were changed, by changing the
solvents and the added proportions of solution and solvent. Self-assembly was carried out by
mixing an aliquot of solution and another of solvent on a microscope plate, being carried out in
two stages, following the principles of the botton-up approach, mounting on a regular surface.
The first experiment deals with the self-assembly of tyrosine in different solvents in a 1:1 ratio
by volume. The second experiment addresses self-assembly at different concentrations.
Afterwards there was the characterization by optical microscopy and the obtained structures
were analyzed by ImageJ software. The results ensure that the aromatic nature of Tyrosine acts
contributing to the @ — m stacking for self-assembly. It is also noted that the conditions of the
environment and the physical properties of the solvents directly influence the self-assembly of
Tyrosine, in which fibers, gels and tubes are formed.

Keywords: Supramolecular chemistry; Tyrosine self-assembly; Optical microscopy.



1. INTRODUCAO

A medida que a sociedade avanca, um dos maiores desafios é a busca por novos
materiais que atendam as necessidades do ser humano. Um material pode ser definido como
toda substancia que pode ser usada em aplicacGes praticas (VAN VLACK, 2003). Os materiais
podem ser classificados de varias maneiras, seja baseada em sua composicdo, segundo sua
funcdo final ou devido a natureza de suas ligaces quimicas. Séo atualmente classificados em
materiais metalicos, ceramicos, poliméricos, semicondutores, biomateriais e materiais
compositos. Quando um determinado material tem suas propriedades naturais modificadas,
obtém-se 0 que se chama material avancado, consequentemente aplicado em tecnologias
avancadas (CALLISTER, 2002).

A evolucdo dos usos de materiais simples para materiais avangados na sociedade é
constante. No final do século XX a industria automobilistica buscava materiais que
melhorassem a funcionalidade dos automdveis, tornando-os mais leves, mais econdmicos,
menos prejudicais a0 meio ambiente, o que foi possivel pela substituicdo dos materiais menos
funcionais por materiais avangados incluindo polimeros, metais, materiais compositos e
ceramicos (MEDINA, NAVEIRO, 1998). Atualmente, esse cenario ndo é diferente, pois
constantemente automdveis mais sofisticados vem sendo desenvolvidos a fim de suprir as
necessidades desejadas. Cabe também aqui citar como exemplo as fibras dpticas, que
apresentam inumeras vantagens ao substituir os fios de cobre. Elas sdo capazes de transmitir
dados a uma distancia maior, sdo mais leves e de menores dimensdes, ndo conduzem
eletricidade, logo ndo sofrem interferéncias elétricas ou magnéticas, e proporciona aumento do
grau de privacidade dos dados (KEISER, 2014).

A partir dos fundamentos quimicos supramoleculares e a nanotecnologia, materiais cada
vez mais avangados vém sendo desenvolvidos observando-se as caracteristicas Unicas que
surgem nestes materiais quando em dimens@es nanométricas. Conforme Toma (2016) ao citar-
se a nanotecnologia ¢ necessario saber que o prefixo “nano” trata-se de uma dimenséo fisica
muito pequena, cuja unidade é denominada nandmetro e representada por nm (10° m). Segundo
0 autor, a nanotecnologia permitiu que fosse possivel a exploracdo das propriedades intrinsecas
de 4&tomos e moléculas, ou seja, permitiu que a matéria fosse manipulada em escala atbmica e
aplicada em varias areas como energia, biomedicina, eletrbnica, meio ambiente e outras
(RAMOS; PASA, 2018).



Os nanomateriais desenvolvidos, frutos da nanotecnologia, apresentam enorme
potencial para trazer inimeros beneficios em diferentes dreas como biomedicina, medicina,
energia, opticos, eletrénicos, engenharia, industrias farmacéuticas e de cosméticos, meio
ambiente e agricultura, que embora representem um progresso substancial, os esforcos de
pesquisa tornaram-se diversificados de acordo com as necessidades apresentadas por cada uma
dessas areas (DIVYA; MUTHUVINOTHINI, 2015). Ademais, apresenta grande influéncia
social e econdmica, tendo em vista que, obtendo-se o controle sobre a matéria em nivel
molecular, os novos materiais de interesse podem ter fins ‘“culturais, geograficos,
demograficos, ambientais, assim como outros” (DIAS, 2014, p.1).

As nanoestruturas sdo atualmente de grande interesse na comunidade cientifica,
principalmente por poderem ser obtidas a partir de varios materiais aumentando o nimero de
possibilidades de aplicacdo tecnoldgica. Existe uma vasta gama de excelentes exemplos de
fabricacdo de materiais que permitem impressionantes resultados, em inimeras areas, a partir
da nanotecnologia. Na industria, uma aplicacdo importante de nanomateriais é a producao de
uma nova classe de catalisadores conhecidos como nanocatalisadores. Avancos notaveis estdo
sendo feitos neste campo, cooperando para a producdo de nanomateriais que melhorem o
desempenho das reagdes quimicas (MANSOORI, 2017).

A unido entre a nanotecnologia e a biologia pode abordar varios problemas biomédicos
e pode revolucionar o campo da salde e medicina. Atualmente, a nanotecnologia € muito
empregada como ferramenta de exploracdo das ciéncias médicas de varias maneiras, como
imageamento, sensoriamento, entrega de medicamentos ao organismo de forma direcionada
(SINGH et al., 2008). Tielas e colaboradores (2014, p. 24) relatam que “alguns exemplos tipicos
incluem matrizes (chips) para DNA em grande escala ou triagem de proteinas. A assimilacdo
de substancias é um outro exemplo bem estudado”. O uso de dispositivos nanométricos pode
fornecer o medicamento com preciséao a células e aos tecidos danificados de modo a aumentar
as chances de cura (EMERICH; THANOS, 2003).

Em energia, um exemplo sdo as células solares onde a nanotecnologia pode ser capaz
de aumentar a sua eficiéncia. Segundo Seth, Pandey e Shukla (2011) as células que envolvem
nanomateriais sdo mais baratas de fabricar do que as células solares convencionais, por duas
razbes principais: primeiro, essas células solares nanotecnoldgicas ndo sédo feitas de silicio;
segundo, a fabricagdo dessas células ndo requer equipamentos caros.

Em eletronica temos os mostradores também conhecidos como “displays”, usados em

celulares, televisores e computadores, atuando como interface para que informagdes sejam



visualizadas em um aparelho eletrdbnico (THOMAZIN, 2020). Segundo Gutierrez e
colaboradores (2006, p. 31) “a nanotecnologia tem sido empregada em displays de telefonia
celular e computadores, nos quais LEDs organicos estdo sendo produzidos usando finas
camadas de filmes feitos com nanoestruturas”. Aplicacfes bioanaliticas também séo
comumente estudadas e relativamente bem desenvolvidas atualmente devido ao crescente
interesse no uso da nanotecnologia em biossensores. 1sso ocorre em funcdo de sua alta
sensibilidade e seletividade, bem como a miniaturizacdo dos dispositivos sensores
(BRATOVCIC, 2019).

Desde a descoberta de nanotubos de carbono, muitos meros (unidades formadoras as
nanoestruturas) inorganicos e organicos tém sido usados na obtencao de diferentes estruturas.
Dentre os meros organicos destacam-se hoje os peptideos, moléculas constituidas pela presenca
de dois ou mais aminoacidos. O interesse atual nos peptideos se deve principalmente ao fato de
possuirem alta atividade bioldgica, que somada a sua capacidade de se auto-organizar facilita
que os receptores bioldgicos facam o reconhecimento molecular (NAVES, 2018).

Recentemente alguns trabalhos tém realizado a autoestruturacdo a partir de
aminoacidos, porém nota-se que, a maioria desses trabalhos sédo dedicados a automontagem do
aminoacido aromatico fenilalanina, em detrimento dos outros. Mediante a isso, algumas
pesquisas estdo sendo realizadas tendo como base a automontagem do aminoacido Tirosina,
devido a sua natureza aromatica, com o intuito de determinar se aminoacidos com um anel e
cadeia pequena podem se auto-montar. Além disso, ainda que a bibliografia pertinente exiba
um enorme conjunto de possibilidades de formacéo e aplicagdo destes materiais, o controle do
processo de organizagdo que leva a diferentes estruturas ainda é fator crucial para a producao

industrial destes materiais e este controle ainda possui detalhes desconhecidos.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Obter estruturas baseadas no aminoacido Tirosina em diferentes solventes e
concentragOes, buscando correlacionar as estruturas obtidas com as diferentes condicdes

fornecidas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Caracterizar as estruturas obtidas morfologicamente.

e Comparar com os resultados da literatura.



3. JUSTIFICATIVA

As nanoestruturas a partir de peptideos ja sdo conhecidas de longa data e apesar de muito
ainda precisar ser feito para melhorar a compreensdao do processo de automontagem de
peptideos, estas estruturas interessam o meio cientifico principalmente devido a uniformidade
da auto-organizacéo, facilidade de modificacdo quimica e fisica, capacidade de obter sistemas
geomeétricos distintos, versatilidade estrutural, biocompatibilidade, reconhecimento molecular
e seletividade (DIAS, 2014).

O papel dos nanomateriais na nanotecnologia ja é bastante amplo e dindmico, podendo
ser obtidos por uma variada gama de meros organicos como os peptideos, enzimas e proteinas
(ORTEGA, 2014) utilizados em biossensores e/ou biochips, ou inorganicos como o dioxido de
titdnio (TiO2) utilizado em células solares (PENA, 2015).

A capacidade dos peptideos de formarem estruturas secundarias especificas tem
despertado grande interesse entre pesquisadores, pois possuem uma vasta gama de
caracteristicas que proporcionam o desenvolvimento de muitas estruturas diferentes tais como
nanotubos, géis, vesiculas, nanofibras, nanofios e outros, além de apresentar inimeras
aplicaces, principalmente na area biotecnoldgica (BRITO et al., 2019).

Trabalhos que investigam aminoacidos auto-organizados ainda sdo poucos quando
comparados a estruturas de peptideos e dentro da classe dos peptideos, grande parte dos
trabalhos investigam o peptideo difenilalanina. Porém alguns trabalhos vém apresentando
resultados promissores ao buscarem entender as estruturas baseadas em aminoacidos, em que a
Tirosina (Tyr) vem ganhando destaque por se agregar em nanotubos durante o processo de
automontagem (BABAR; SARKAR, 2017).

As morfologias das nanoestruturas podem ser afetadas pela concentracdo da espécie,
superficie de montagem, temperatura, métodos de secagem e outros fatores. Ha, entdo, uma
demanda urgente por uma abordagem sistematica para distinguir as vias de automontagem
permitindo melhor controle dos processos (LIAO et al., 2016).

Devido ao crescente interesse do meio cientifico, a pesquisa com novos substratos é
importante porque sdo relativamente baratas, seguras, limpas e as recompensas financeiras
oriundas de possiveis patentes sdo relativamente altas. Além de proporcionar ao substrato
diferentes funcionalidades, assegurando melhorias no avan¢o tecnologico (LIMA, 2008).
Sendo assim, nesse trabalho pretende-se utilizar como precursor da automontagem a Tirosina

com o intuito de atingir os objetivos definidos no topico 2 deste trabalho.



4. FUNDAMENTACAO TEORICA

Um ndmero consideravel de pesquisadores vem estudando a automontagem molecular
que tém atraido atencdo devido as possibilidades de utilizagcdo na fabricacdo de inumeros
dispositivos. As nanoestruturas tém papel fundamental no desenvolvimento de novos materiais
avancados que possuem uma ampla gama de aplicac6es tecnologicas e sociais (VAUTHEY et
al., 2002). A obten¢do de novos materiais ocorre através da manipulacdo em nivel molecular,
que alteram as propriedades originais quando comparadas ao substrato primario (UEHARA,
2014).

As propriedades primordiais caracteristicas de cada material devem-se diretamente ao
tamanho de suas particulas e sdo manifestadas partindo de um tamanho critico. Para cada
propriedade de um material ha um tamanho critico diferente. E para a mesma propriedade de
materiais diferentes, o valor do tamanho critico também difere. Ao alterar o tamanho das
particulas a um valor abaixo de seu tamanho critico, altera-se também a propriedade,
dependendo também da forma das particulas (ZARBIN, 2007).

4.1.QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A Quimica Supramolecular é conhecida como a “quimica além da molécula”, devido
aos estudos centrados no entendimento das organizacdes das moléculas de compostos
complexos (GODOY NETTO et al.,, 2008). Além disso, estuda os fendmenos como
automontagem molecular, dobragem de proteinas, reconhecimento molecular e interacdes
moleculares (TOMA, 2017).

Com a quimica supramolecular, pode-se desenvolver uma variedade ampla de
procedimentos para a criacdo de moléculas cada vez mais sofisticadas apresentando novas
funcionalidades ou propriedades modificadas. Nesses procedimentos é visado que 0S
componentes sejam mantidos juntos por intermédio das forcas intermoleculares e através do
controle do processo, a fim de montar moléculas em uma arquitetura supramolecular
organizada, projetadas adequadamente para executar uma determinada acdo (ARAKI; TOMA,
2002).

Ao entendermos as bases do reconhecimento molecular, foi possivel explorar a inser¢éo
de informac6es moleculares no planejamento dos sistemas quimicos para 0s processos de auto-
organizacao, baseando-se na selecdo de seus componentes ou no design das moléculas (LEHN,
2017). Dentro da automontagem molecular temos dois tipos de abordagens para a obtencgéo de



novos materiais: Botton-Up (De baixo-para-cima) e Top-Down (De-cima-para-baixo)
(CHUNG et al., 2005).

Na perspectiva tecnoldgica, a abordagem “de baixo-para-cima” trata da sintese quimica
de estruturas moleculares a partir de particulas individuais, ou seja, “pelo método dtomo a
atomo ou molécula a molécula” (DIAS, 2014, p.2). Essas moléculas se auto-organizam em
nanoparticulas ao serem colocadas sobre uma superficie regular e podem ter suas caracteristicas
como forma e tamanho controlados (FERREIRA; RANGEL, 2009). Para Sobolev e
colaboradores (2006) na abordagem “de-cima-para-baixo” o rompimento do material, a partir
da dissociacdo ou quebra, até que as nanoparticulas sejam formadas, é 0 que se objeta. Ainda
nessa abordagem, obtencdo das nanoparticulas pode ser realizada através de uma técnica de
evaporacdo- condensacao por meio de inumeras etapas (FERREIRA; RANGEL, 2009).

A automontagem de moléculas simples é uma maneira facil de construir estruturas
complexas, preservando as caracteristicas Unicas de cada componente (KWAK; LEE, 2013). A
automontagem € um processo espontaneo de organizacdo de unidades moleculares
desordenadas em estruturas ordenadas como resultado de interacdes intramoleculares e/ou
intermoleculares. O processo de montagem é controlado pelo equilibrio de for¢as de atracéo e
repulsdo dentro e entre moléculas (MANDAL; SHIRAZIB; PARANG, 2014). Segundo 0s
autores, 0 processo de automontagem é permeado por interagfes ndo covalentes, como as de
Van der Waals, ligacbes de hidrogénio, interagdes de empilhamento = e interagOes

eletrostaticas.

4.2.PEPTIDEOS COMO UNIDADES DE MONTAGEM

Os peptideos sao biomoléculas formadas através da unido covalente entre dois ou mais
residuos de aminoacidos através de ligacBGes peptidicas, estabelecidas entre si através dos
terminais do grupo a amina de um aminoacido e o grupo a carboxilico de outro amino&cido,
resultando na liberacdo de uma molécula de agua (NELSON; COX, 2018). Na Figura 1 essa
formagdo é representada.

Figura 1: Formacéo da ligacao peptidica.
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Fonte: Autora (2021)



A automontagem de peptideos curtos em nanoestruturas ordenadas é amplamente
utilizada como ferramenta para o desenvolvimento de novos materiais em biotecnologia e
campos relacionados (GAZIT, 2007). Os nanomateriais a base de peptideos apresentam uma
biocompatibilidade intrinseca e uma estrutura de rica diversidade porque seus blocos de
construcdo sdo aminoacidos (SILVA et al., 2015).

As interacfes intermoleculares orientadas pelas classes de peptideos influenciam
diretamente em como as moléculas se organizam, podendo ser encontradas em diferentes
arquiteturas, como i6nicas, hidrofobicas ou anfifilicas. Especificamente, os peptideos
anfifilicos tém sido bastante utilizados para a formulacdo de biomateriais peptidicos em virtude
de sua capacidade para se autoestruturar em meio aquoso e pela versatilidade de seu design,
onde a biofuncionalidade pode ser facilmente introduzida através da ligacdo apropriada de
sequéncias de aminodcidos especificas (HAMLEY, 2011).

Os exemplos reportados na literatura tratam principalmente da automontagem de
peptideos em trés dimensbes, podendo ser usadas tanto como elementos estruturais ou
funcionais, quanto para administrar substancias. Apresentando maior tendéncia para a producao
de nanoestruturas a fim de serem usadas em nanodispositivos. Além disso, podem ser

projetados para liberacdo de compostos sob condicdes intrinsecas (TIELAS et al., 2014).

4.3. AMINOACIDOS COMO PRECURSORES NA AUTOMONTAGEM

Os aminoacidos sdo moléculas organicas fundamentais na constituicdo de peptideos e
proteinas. A estrutura basica de um aminoécido é composta por um carbono o ligado a um
hidrogénio, um grupamento amina, um grupamento carboxila e um radical ou cadeira lateral R
que determinara qual o aminoacido, dentre os vinte aminoacidos primarios existentes, sera
formado (NELSON; COX, 2018). A estrutura basica que comp&em os aminoacidos € mostrada
na Figura 2.

Figura 2: Estrutura de um aminoéacido

Fonte: Autora (2021)



Seguindo essa ordem de determinacdo conforme a cadeira lateral R, os aminoacidos
podem ser classificados em hidrofilicos, hidrofobicos e carregados (FIGURA 3). Os
hidrofilicos sdo polares neutros envolvidos em ligacGes de hidrogénio por possuirem grupos
polares como OH, NH e C=0. Os hidrofdbicos sdo divididos em dois grupos: alifaticos (Ala,
Val, Pro, Met, lle e Leu) e aromaticos (Try, Phe e Trp). Estes sdo apolares por possuirem apenas
hidrocarbonetos em sua cadeia lateral. J& os aminoacidos carregados podem ser basicos (Arg,
Lys e His) ou &cidos (GIn e Asn) (ALVES, 2014).

Figura 3: Classificacdo dos aminoacidos conforme a cadeia lateral R
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Fonte: Adaptado de Naves (2018)

Haja vista, a solubilidade dos aminoacidos em meio aquoso dependerd também do
substituinte que ocupara o grupo R, possibilitando que haja variacdo na estrutura, tamanho e
carga elétrica ou que os aminoacidos apresentem propriedades catidnicas ou anionicas (ULIJIN;
SMITH, 2008).

A automontagem de aminoacidos € descrita em Babar e Sarkar (2017) como sendo
favorecidas pelo empilhamento n — 7t de anéis aromaticos presentes em aminoacidos aroméaticos
juntamente com possiveis interagdes como as de van der Waals e ligagdes de hidrogénio.
Conforme Uyaver e colaboradores (2018) um sistema em que a ligacdo de hidrogénio entre os
grupamentos NH3* e COO dos aminoacidos e moléculas de 4gua estdo em concorréncia com

a interacdo termostéatica eletrostatica, 0 aumento da temperatura suprime o papel da ligacéo de
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hidrogénio entre moléculas de agua e terminais e permite que se estabelecam as interagfes entre
terminais aminodcidos vizinhos, formando estruturas mais ordenadas. J4& no caso de
temperaturas mais baixas as estruturas formadas sdo mais desordenadas.

Como as estruturas dos peptideos sdo frequentemente complexas, recentemente a
demanda pelo uso de aminoacidos como blocos de construgdo mais simples vem ganhando
visibilidade. Entretanto, na literatura poucos trabalhos reportam a automontagem de
aminoacidos, cujo foco concentra-se na estruturacdo da Fenilalanina. Dentre os trabalhos
encontrados que reportam a automontagem de aminoacidos, encontramos a automontagem
sobre os seguintes aminoacidos: Cistina (ZOU; YAN, 2018), Lisina (SONG et al., 2020),
Fenilanina, Tirosina, Glicina (PERSEWEN et al., 2013), Tirosina e Triptofano (BABAR;
SARKAR, 2017) e Tirosina (MENARD-MOYON et al.,2015).

4.4, TIROSINA

A tirosina € um aminoacido ndo essencial precursor das proteinas. Possui formula
molecular CgH1:NO3 e sua estrutura espacial é mostrada na Figura 4, com solubilidade 0.38 g/L
em agua. Trata-se de um aminoécido aromético de cadeia lateral sem carga e relativamente
apolar (hidrofébicos) (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011).

Figura 4: Estrutura da Tirosina
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Fonte: Autora (2021)

Na automontagem da tirosina, Babar e Sarkar (2017) afirmam que a presenca do grupo
OH pode participar da formacao da ligacdo de hidrogénio, em que essas interagdes podem ser
paralelas ou antiparalelas. As interacdes paralelas referem-se aquelas que possuem a mesma
orientacdo das cadeias peptidicas. J& as interagdes antiparalelas referem-se aquelas ligagdes que
ocorrem em orientacdo oposta as cadeias peptidicas. Segundo os autores essas moléculas sao
formadas usando as forcas de interacdo das moléculas de dgua presentes no solvente e as que

foram usadas na montagem utilizando ligacéo de hidrogénio.
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Um estudo realizado com a Tirosina relatou que ela pode formar estruturas fibrilares
distintas, preparada apenas em agua deionizada e secas em grades de cobre revestidas de
carbono. Nesse estudo, Perween e colaboradores (2013) realizaram a automontagem de tirosina
em agua deionizada e observaram que a tirosina forma fibras retas e que sua agregacao fornece
estruturas alinhadas com o aspecto semelhante a uma fita plana com dimensdes variaveis entre
200 nandmetros a 2 milimetros.

A capacidade da tirosina sozinha de formar estruturas bem ordenadas sob diferentes
condigbes foram exploradas por Ménard-Moyon e colaboradores (2015). Esses autores
obtiveram morfologias bem definidas para diferentes intervalos de tempo. Nos quais mostraram
que a concentracdo de Tirosina, utilizada em seus experimentos, influéncia diretamente na
forma e organizacdo das nanoestruturas que obtiveram. Em concentracBes mais altas, como
1mg/mL, a Tirosina organiza em grandes agregados enquanto para 750 pg /mL organiza-se em
fibras, em 500 pg /mL organiza-se de forma homogénea e como uma fita mais fina cujo

comprimento estava na faixa de micrémetros.

4.5. ESTRUTURAS AUTOORGANIZADAS

Nanoestruturas autoorganizadas possuem uma diversidade de geometrias. Quando se
trata das nanoestruturas formadas por peptideos, ao que se parece, a estrutura fundamental para
suas variadas formas é a folha beta, conforme representado pela Figura 5. Foi relatado que os
peptideos ciclicos e peptideos anfifilicos podem formar nanoestruturas ordenadas com
diferentes morfologias, incluindo tubos, vesiculas, fibrilas e folhas (GHADIRI. 1993).

Figura 5: Diagrama de estruturacdo dos aminoacidos em folhas beta e sua evolucgédo para
estruturas mais complexas.
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Fonte: Autora (2021)
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4.5.1. NANOTUBOS

Nanotubos sdo estruturas obtidas em escala nanométrica na forma de fios ocos, cujo
tamanho de sua abertura interna varia conforme o material utilizado (NAVES, 2018). Os
primeiros nanotubos observados e a receberem grande destaque foram os nanotubos de carbono
(NC), descobertos por lijima (1991), desde entdo suas funcionalidades veem sendo pesquisadas.

Os NC de parede maltipla foram os primeiros descobertos por lijima, enquanto os NC
de parede simples foram descobertos apds dois anos por lijima e Bethume, pois necessitam de
um processo catalitico para que a sintese se consolide (SANTOS, 2017). Os NC de parede
simples sdo constituidos por apenas uma camada cilindrica de grafite, e os NC de paredes
multiplas sdo constituidos de multiplos cilindros concéntricos de grafite (RAO et al., 2001).

Os nanotubos de peptideos sdo uma classe de nanotubos organicos que atraem grande
interesse por causa de sua ampla gama de funcionalidades que acarretam muitos usos de grande
potencial na nanotecnologia e biomedicina (RYMER, 2011). Hamley e colaboradores (2014),
em sua revisdo bibliografica realizada com nanotubos de peptideos, observou que existem
muitas informacdes sobre nanotubos de peptideos, dentre as quais, ponderacdes focadas em
nanotubos ciclicos se destacam.

Ribeiro (2017) afirma que nanotubos estdo presentes na literatura desde 1976 com o
trabalho de Lotz e colaboradores (LOTZ et al., 1976). Estes autores descrevem a formacéo de
hélices duplas de Poli(y-benzil-D-L-glutamato) na forma de fios antiparalelos. Ja o primeiro
nanotubo de peptideo é publicado em 1993 (GHADIRI et al., 1993).

Nanotubos foram produzidos pelo processo de autoagregacao da Difenilalanina e outros
peptideos com caracteristicas semelhantes, como a difenilglicina que ao serem produzidas nas
mesmas condicdes de autoagregacdo, resultaram em nanoestruturas esféricas (RECHES;
GAZIT, 2004).

Naves (2018) obteve nanotubos a partir de peptideos ciclicos, nos quais foram
sintetizados através de varias condi¢bes e parametros tais como a concentracdo de peptideo,
concentracdo hidrogenibnica, tempo de reacdo e agitacdo. Ao atingir didmetro e morfologia
ideais, desse modo, as nanoestruturas apresentam potencial aplicacdo na area biomédica (SUN
et al., 2015).

Santoso e colaboradores (2002) também relatam a formacdo de nanotubos a partir da
autoagregacao, entretanto envolvendo o &cido aspartico e a glicina. Os autores argumentam que

a automontagem acontece pela combinagdo de um aminoécido com um lado polar e outro com
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um lado apolar. Os autores ainda concluem que a medida que se aumenta a concentragdo de

glicina, as estruturas tornam-se mais polidispersas.

4.5.2. GEIS

Os géis sdo materiais comumente encontrados no cotidiano (como cosméticos,
alimentos, lubrificantes) e sdo importantes tanto no meio académico, quanto no ramo industrial.
Nota-se constantemente que um gel é mais facil de discernir do que definir, entretanto, de modo
geral, pode-se definir que um gel é um coloide na qual uma rede similar a um sélido esta
suspensa em uma fase continua semelhante a um liquido (MALLIA; WEISS, 2014).

Segundo Vitorazi (2008), esses materiais contém quantidades significativas de liquido,
mas se comportam como solidos, devido ao surgimento de uma rede que imobiliza o solvente.
A presenga da rede “solida” impede o fluxo volumoso do solvente. 1sso ocorre porque embora
movel em um nivel molecular, ndo pode fluir em um nivel em massa porque é efetivamente
mantido dentro dos vazios na rede sélida por uma combinacéo de forcas capilares e interagdes
com a propria rede. Geralmente, apenas quantidades pequenas de rede “solida” sdo necessarias
para gelificar volumes relativamente grandes de solvente (SMITH, 2009).

Para cada tipo gel existem estruturas distintas, nas quais séo estudadas por cientistas
com formacGes em diferentes areas, dificultando-se assim chegar em um consenso quanto a
constituicdo de um gel. Assim, ha muitas definigdes de gel, dentre as quais sdo baseadas nas
caracteristicas estruturais, destancando-se duas defini¢cdes propostas por J. D. Ferry, em que a
primeira delimita o gel como uma rede de polimeros agrupados por ligacdes covalentes e
distendida pela presenca de um solvente. Ja a segunda definicdo é mais abrangente e conceitua
0 gel como um sistema diluido que possui fluxo quando esta em repouso (ALMDAL et al.,
1993).

No caso dos géis supramoleculares sua formagéo ocorre por redes que sao resultado de
interacdes ndo covalentes, formados estritamente por ligacdes intermoleculares estabelecidas
entre as moléculas. Sua estruturacdo ocorre por meio dos grupos funcionais que atuam como se
fossem algoritmos de ligacdo ndo covalente, como por exemplo as ligacdes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas, interacbes de Van der Walls e intera¢cdes © (TRIBONI; MORAES;
POLITI, 2019).

Peptideos e derivados de aminoacidos sdo capazes de formar géis por meio de processos
de automontagem espontaneos e dinamicos. A automontagem surge por meio de interaces ndo

covalentes entre mondmeros para fornecer estruturas fibrilares, em que o enovelado néo
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covalente dessas fibrilas leva a formacdo de uma rede supramolecular que restringe o fluxo de

solvente, resultando na formacéo do gel (RYAN et al., 2010).

4.5.3 NANOFIBRAS

Wagh e colaboradores (2013) produziram nanofibras baseadas em mdaltiplos peptideos,
constituidos de aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos, como a lisina e o acido aspartico,
organizados de forma alternada na estrutura do peptideo. No caso dos aminoacidos
supracitados, as propriedades hidrofébicas e hidrofilicas permitem que em meio aquoso a
autoagregacao ocorra por intermédio de interacGes hidrofdbicas e eletrostaticas.

O processo de automontagem de nanofibras de peptideo ndo envolve somente forcas
motrizes, como interacdes hidrofobicas, forca eletrostatica, ligagdes de hidrogénio, interacdes
n—7 e for¢a de van der Waals, mas também ¢é fortemente influenciada por diferentes condigdes
de ambiente como pH, temperatura, forca idnica e possivel crescimento cinético (FLEMING,;
ULIJIN, 2014). Além disso, segundo Adamcik e colaboradores. (2011), varias nanoestruturas,
como fitas torcidas, fitas helicoidais e nanotubos podem existir simultaneamente e/ ou se
transformar com o tempo, o que possibilita diferentes vias envolvidas em toda a via de
automontagem. Logo, a complexidade existente nesse equilibrio de forcas faz com que o
detalhamento do comportamento de automontagem se torne uma busca dificil e, portanto, ainda
mais estudos sdo necessarios para a compreensdo de como essas forcas interagem para criar
diferentes morfologias (PASHUCK E STUPP, 2010).

Li&o e colaboradores (2016) relataram em seu trabalho a investigagcdo do mecanismo de
automontagem de nanofibras, envolvendo um peptideo anfifilico (Nap-Phe-Phe-Lys-pTyr), 0s
guais mostraram que as morfologias do produto resultante da automontagem podem ser afetadas
pela concentracdo de peptideo, tempo de incubacdo e substratos. Foi proposto por eles duas vias
diferentes para o crescimento das estruturas, uma em solugéo e outra sobre diferentes substratos.
Na solucédo, a via de automontagem comeca a formacdo de agregados, posteriormente,
transformando-se em nanofibras. Enquanto no substrato as moléculas do peptideo se agruparam
em nanofibras e nanofolhas simultaneamente. Para testar a estabilidade das estruturas
adicionaram agua e demonstraram que agua pode transformar a nanofolha em nanofibras,

implicando que a interagdo hidrofobica é crucial na montagem da nanofibras.

4.5.4 VESICULAS

Na sintese de nanovesiculas a classe de peptideos anfifilicos ganha destaque, porque

suas regides hidrofilicas e hidrofobicas possibilitam que a autoagregacéo ocorra em vesiculas
14



(MANDAL; SHIRAZI; PARANG, 2014). Ademais, as nanovesiculas assim como 0s nanotubos
também podem ser produzidas por meio da autoagregacdo de peptideos semelhantes a
surfactantes (SANTOSO et al., 2002).

As vesiculas possuem um compartimento interno aquoso devido aos blocos de
construcdo anfifilicos formarem uma bicamada ou folha na qual as partes hidrofilicas apontam
para a superficie externa e interna. A formacéo das vesiculas baseadas em peptideos nédo esta
totalmente definida. Porém sugere-se que 0s mondmeros de peptideo criem uma bicamada que
conecta cauda a cauda e subsequentemente se convertam em estruturas esféricas (RAD-
MALEKSHAHI et al., 2016).
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5. METODOLOGIA

Na abordagem botton-up, adotada neste trabalho, pode-se produzir as nanoestruturas
por meio de trés alternativas: sintese quimica, auto-organizacéo e organizacao determinada. A
alternativa escolhida foi a auto-organizacdo em que os 4&tomos e moléculas se organizam de
forma auténoma por meio de interacdes quimicas ou fisicas construindo nanoestruturas
(MARQUES, 2005).

Vérias técnicas podem ser utilizadas para a automontagem das nanoestruturas,
destacando-se principalmente trés: sintese em fase sélida, sintese em fase liquida e a sintese
orientada em fase sélido-vapor (FAN e al., 2017). A técnica escolhida foi em fase liquida, em
gue a nanoestruturacdo ocorre dentro da prépria solucdo (DIAS, 2014). Para auxiliar na
automontagem das estruturas, alterou-se as propriedades do meio em que o aminoacido se
encontrava, pela alteracéo dos solventes e das proporcdes adicionadas de solugéo e solvente
(CUNHA et al., 2011). A automontagem se deu pela mistura de uma aliquota de solugéo e outra
de solvente em placa de microscopia. Esta técnica permite perceber diferentes momentos do
processo Vvisto que nos limites da gota as concentracdes tendem a aumentar conforme ocorre a

evaporacdo e consequentemente no meio da gota o substrato tem mais tempo para se organizar.

5.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A automontagem das estruturas foi realizada em duas etapas, em que os procedimentos
de crescimento das estruturas foram realizados em placa de microscopia, seguindo 0s principios
da abordagem botton-up, montando-se em superficie regular. O primeiro experimento trata da
automontagem da tirosina em diferentes solventes na propor¢do 1:1 em volume. Neste
experimento, optou-se por uma alta concentracdo inicial pela preparacdo de um col6ide pela
suspensdo de 50 mg de tirosina em 1 mL de agua acidificada. A Tirosina é solivel em acidos
(AJINOMOTO, c2021) assim foram adicionadas duas gotas de HNO3 (2M) no volume total.
Uma aliquota de 10 pL foi colocada sobre a placa de microscopia e em seguida a mesma
quantidade dos solventes agua, etanol, acetona, cloroférmio, acetato de etila, tetrahidrofurano
(THF) e dimetilsulféxido (DMSO). As amostras foram submetidas a secagem em estufa a 60
graus durante 30 minutos. Ja na segunda etapa, optou-se por usar concentra¢ées menores, sendo
dissolvidos 0,0041 mg de soluto em 10 mL de &gua acidificada. Desta solucao foram retiradas
aliquotas de 10uL, 25uL e 50uL, deixando constante para todas as amostras o volume de

solvente em 100ul. Os solventes utilizados nessa etapa foram Tetraidrofurano (THF) e
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Cloroférmio. As amostras foram submetidas a secagem em estufa a 60 graus durante 30

minutos.

5.2 CARACTERIZACAO DO MATERIAL

Os materiais foram caracterizados por microscopia 6ptica em um microscopio composto
da Opton modelo TIM-2008. O olho humano s6 é capaz de enxergar tudo aquilo que é maior
que 0,2mm, sendo este, o limite de resolucdo de um olho humano que enxerga bem. Ja os
microscépicos Opticos possuem limite de resolucédo até 0,2um (ATTIAS; SILVA, 2010).

No microscopico éptico a imagem das amostras preparadas foi aumentada diversas
vezes através das lentes oculares e objetivas. As lentes oculares sdo aquelas presentes na parte
superior do microscopico onde ocorre contato visual do observador. Ja as lentes objetivas sao
aquelas que ficam proximas a amostra e no microscopico existem quatro lentes objetivas, em
que cada uma proporciona um aumento diferente (ATTIAS; SILVA, 2010). Cada amostra foi
analisada uma por vez para os aumentos de 4, 10 e 40 das lentes objetivas. Com o auxilio de
um aparelho celular, as amostras cujos resultados foram mais relevantes foram fotografadas.
Posteriormente diversas dimensdes importantes foram obtidas com o software ImageJ para que

0s sistemas pudessem ser comparados.

5.3 SOLVENTES EMPREGADOS

Tendo em vista a montagem em solugdo e em placa e o carater exploratério deste
trabalho, utilizou-se sete solventes com diferentes propriedades fisicas. Esses solventes foram
agua destilada, etanol, acetona, cloroformio, acetato de etila, Tetrahidrofurano e
Dimetilsulfoxido. As representacdes estruturais das moléculas dos solventes utilizados podem
ser vistas no quadro 1.

Quadro 1- Férmulas estruturais dos solventes

AGUA ETANOL ACETONA
O
7% .~ O OH ¢
H H 3 HsC™ CH
CLOROFORMIO ACETATO DE ETILA | TETRAHIDROFURANO
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Fonte: Autora (2021)

A agua é considerada um solvente universal devido a sua capacidade de dissolver a
maioria das substancias quimicas, porque sua natureza polar confere a cada molécula um polo
positivo e outro negativo. Os dois &tomos de hidrogénio tém uma leve carga elétrica positiva,
enquanto o 4&tomo de oxigénio carrega uma leve carga negativa. A polarizacdo permite que a
agua atraia muitos tipos diferentes de moléculas, sendo classificada um solvente polar prético
(RAVEN et al., 2014).

O etanol da marca ITAJA e pureza 99,5° INPM, é um solvente volatil, miscivel em agua
e em muitos compostos orgénicos. Trata-se de um solvente polar capaz de dissolver compostos
organicos apolares. O grupo hidroxila (-OH) tem papel importante nas interacGes
intermoleculares podendo estabelecer ligacdes de hidrogénio com moléculas de etanol,
tornando—se um pouco mais viscoso (MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013).

A acetona utilizada foi P.A-A.C.S da marca Alphatec. Também denominada como
propanona pertence a familia das cetonas. Trata-se de um solvente ligeiramente polar, bastante
volatil, miscivel em dgua e em muitos solventes organicos (FELTRE, 1990).

O acetato de etila 99,5% P.A da marca Neon, € um liquido incolor, pertencente a familia
dos ésteres. E solGvel em &lcool e em agua num intervalo entre 50-100 mg/mL a 21 °C. E
hidrolisado lentamente quando misturado a &gua (CRUZ, 2003)

O cloroférmio P.A — ACS da marca Dindmica é um composto pertencente ao grupo dos
haletos organicos, sendo conhecido como triclorometano (CHCIs). E liquido em temperatura
ambiente, incolor e volatil (DINAMICA, ¢c2021).

O Dimetilsulféxido (DMSO) é usado como solvente polar aprético, incolor, miscivel
em &gua, levemente oleoso, sem odor em sua forma pura e muito higroscopico (MELO et al,
2008).
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O Tetrahidrofurano (THF) P.A- ACS da marca Dindmica é um composto organico
heterociclico, usado como solvente, solivel em &gua, obtido pela hidrogenacdo do furano.
Apresenta-se como um liquido incolor com vapor irritante inflamavel (DINAMICA, ¢c2021).

Abaixo, a tabela 1 mostra propriedades fisico-quimicas dos solventes utilizados
organizadas de forma crescente, cujos valores serdo usados para possiveis correlagdes com 0s

resultados obtidos.

Tabela 1- Propriedades fisico-quimicas dos solventes.

Solventes indice de Constante Polarizabilidade Momento Viscosidade
refracéo (n) dielétrica (¢) Af dipolar () (cP)
Agua 1,33 78 1,85 1
Acetona 1,359 20,7 0,284 2,88 0,326
Etanol 1,361 24,5 0,289 1,69 0,248
Acetato de 1,372 6,02 0,2 1,78 0,426
etila
THF 1,407 7,58 0,21 1,75 0,48
Cloroférmio 1,446 4,81 0,148 1,04 0,5
DMSO 1,478 46,7 0,263 3,96 1,996

Fonte: Adaptado de Nelson (2003)
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo trata dos resultados obtidos para a auto-organizagdo dos aminoéacidos nas
diferentes condicgdes estabelecidas anteriormente. Discutiremos inicialmente as estruturas de
tirosina em proporgdo substrato/solvente constante. Segue-se a discussdo sobre as estruturas
automontadas em diferentes proporcdes substrato/solvente.

Para analisar qual a estrutura obtida para cada reagente fez-se a comparagdo com o
mecanismo aceito pela literatura, que ilustra as estruturas supramoleculares que podem ser
obtidas controlando a automontagem de peptideos. Segundo esta teoria pode-se chegar a
obtencéo de novas estruturas tendo como ponto de partida uma folha beta antiparalela (também
denominada como folha beta pregueada). Uma folha beta antiparalela possui ligacdes de
hidrogénio perpendiculares as cordas de aminoacidos e pares de ligagdes estreitamente
espacados que alternam com pares amplamente espacados, enquanto a cadeia lateral aponta
para cima, o par estreito de ligacGes H aponta para a direita (RAD-MAEKSHAHI et al., 2016).
Logo, alterando-se as condicdes da sintese pode haver a obtencédo de vesiculas, nanotubos, geis,

nanofibras, micelas e outros (CAO et al., 2013).

6.1 ESTRUTURAS AUTOMONTADAS DE TIROSINA EM PROPORCAO 1:1

Conforme Lee e colaboradores (2018), a natureza aromatica da Tirosina e as suas
propriedades redox-ativas devido ao grupo funcional fendlico na cadeia lateral, atua
contribuindo para que ocorra o empilhamento © — © para a automontagem. Estes residuos
aromaticos estdo envolvidos em interacdes da nuvem eletrénica dos orbitais p dos anéis
aromaticos, sendo reconhecidamente importantes para a auto-organizacdo de peptideos e
proteinas (FERREIRA,2014).

Ao utilizar &gua como solvente de troca houve a formacdo de cristalitos, conforme
mostra a Figura 6. A obtencdo de cristalitos mostra apenas a recristalizacdo do material em
solucdo (sem auto-organizacdo) e a consequente estabilizacdo do cristal até um tamanho
méaximo mais estavel induzida pela variacdo do pH do meio, que torna a tirosina novamente

muito pouco soluvel.
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Figura 6:Estruturas em forma de cristalitos para o experimento em agua com aumentos de (a)
4x e (b) 10x respectivamente.

Fonte: Autora (2020)

O experimento usando etanol como solvente de troca mostrou a formacéo de gel, ao
contrério dos resultados obtidos por Babar e Sarkar (2017) em que era esperada a formagéo de
tubos de natureza homogénea. Os autores defendem que as moléculas de agua presentes no
etanol interagiriam com a tirosina por ligacGes de hidrogénio direcionando a formacéo aos
tubos.

E importante lembrar que as condigbes do nosso trabalho foram diferentes das
apresentadas por Babar e Sakar (2017), em que as solu¢des estoque de tirosina foram preparadas
em etanol com concentracdo de 50 mg / mL, diluidas para a concentracgdo final de 0,5 mg / mL
e sonicadas por 10 min. Foram depositadas 5 pL de cada solu¢do em uma superficie de latdo e
secas por 3 h sob um abajur de mesa (60 W de tungsténio). As diferengas nestas condi¢des
sugerem que para moléculas menores e com apenas um anel aromatico, o tempo de montagem
e as condicdes fornecidas podem influenciar drasticamente na estrutura obtida.

Processos de cristalizacdo sdo, geralmente, lentos e os sistemas aqui estudados séo
estruturas cristalinas. Desta forma o aumento do tempo no processo de automontagem, parece
influenciar o sistema no sentido de gerar nanotubos para as condi¢@es fornecidas por Babar e
Sarkar (2017). Em contrapartida, curtos tempos de automontagem parecem levar a estruturas
aglomeradas capazes de originar géis, como foi obtido em nossos experimentos. Outro fator a
ser levado em consideracdo € a alta concentragdo de Tirosina usada nesse trabalho quando

comparada com a concentragao utilizada no trabalho supracitado.
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Também houve a formacéo de gel para os solventes acetona, cloroférmio, acetato de
etila e THF. A morfologia do gel observado para esses solventes, foi bem semelhante ao gel
formado para o etanol, conforme é mostrado na Figura 7. Os valores de viscosidade comparados
as estruturas sugerem ainda que viscosidades acima de 0,5 cP tendem a direcionar o processo
de cristalizagdo em detrimento da aglomeragao.

Figura 7:Estrutura de gel para o experimento em etanol com aumentos de (a) 4x e (b) 10x

respectivamente

3;(&) ! 5 '

Fonte: Autora (2020)

Conforme Fichman e Gazit (2014) os géis sdo materiais coloidais sélido-liquido
formados quando os aminoacidos sdo mantidos juntos por interagfes ndo covalentes, como
ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas, interagdes aromaticas, empilhamento © — 7 de
anéis aromaticos e interacdes eletrostaticas. Eles mantém estruturas tridimensionais distintas
como resultado de redes moleculares montadas capazes de capturar um ndmero
consideravelmente grande de moléculas de &gua.

A estrutura principal observada com o solvente DMSO foram cristalitos, Figura 8,
presentes em toda a extensdo da amostra, ainda assim observou-se a formacéo esporadica de
microtubos na borda da gota (Figura 8-b), que geralmente se originam a partir de “sementes”,
similares a agregados, onde primeiro ocorre a evaporacdo dos solventes. Neste caso, 0s
cristalitos formados dentro da gota estdo bastante préximos uns aos outros, constituindo o que
parecem ser centros de nucleacdo. A formacdo dos tubos pode ser justificada pela mistura agua-

DMSO (este é bastante higroscopico) e a diferencas nas velocidades de evaporagao.
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Figura 8:Estrutura de cristalitos e microtubos em DMSO com aumentos de (a) 4x e (b) 10x e
(c) 40X respectivamente.

Quando se comparam as estruturas obtidas frente a propriedades fisico-quimicas dos
diferentes solventes, observa-se que a viscosidade parece influenciar a auto-organizacdo no
sentido da formacdo de gel em solventes de baixa viscosidade para a formacao de microtubos
de acordo com o aumento da viscosidade conforme exibe a Figura 9. Cabe ressaltar aqui que
para o solvente &gua o que se obteve foi a mera recristalizacdo do material provavelmente pela

mudanca de pH quando se adiciona o solvente de troca na laminula.

Figura 9: Comparacéo das estruturas obtidas variando a viscosidade do meio.
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Fonte: Autora (2021)

De maneira similar, o aumento do indice de refracdo do meio (Figura 10), da constante
dielétrica (Figura 11) e do momento dipolar (Figura 12) mostram a mesma tendéncia na

autoestruturacdo; conforme aumentam os valores destas propriedades, a organizacdo é
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direcionada na formacdo dos tubos. Ressalta-se, no entanto, que ndo podemos afirmar que
realmente existe a influéncia dessas propriedades, pois precisariamos de dados mais

conclusivos, haja vista que s6 obtivemos a formacao de géis e o inicio da montagem de tubos.
Figura 10:Comparacdo das estruturas obtidas variando o indice de refracdo do meio.
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Figura 11:Comparacéo das estruturas obtidas variando a constante dielétrica do meio.
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Figura 12:Comparacéo das estruturas obtidas variando o0 momento dipolar do meio.
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Para a polarizabilidade pode-se perceber na Figura 13 que ndo ha uma correlacéo linear
no direcionamento da estruturacdo de tubos (no DMSO) e géis formados nos outros solventes,
sugerindo ndo haver influéncia desta propriedade no processo de montagem para esse

experimento.

Figura 13:Comparacéo das estruturas obtidas variando a polarizabilidade do meio.
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Fonte: Autora (2021)

6.2 ESTRUTURAS AUTOMONTADAS DE TIROSINA EM DIFERENTES PROPORCOES

Conforme Babar e Sarkar (2017) as interacdes intermoleculares desempenham um papel
muito importante na automontagem para formar estruturas tubulares agregadas. A fim de testar
essa premissa, diferentes concentracGes de substrato foram utilizadas para a automontagem
neste segundo experimento. Os resultados sdo descritos nas se¢des a seguir:
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6.2.1 ESTRUTURAS OBTIDAS PARA A TIROSINA EM THF EM DIFERENTES
PROPORCOES
e 10 pL de tirosina em 100 pL de THF

A automontagem com tirosina em proporcao 1:10 produziu tubos arranjados em trés
dimensdes, porém em locais onde o THF pode evaporar mais rapidamente observou-se a
formagc&o de fibras na superficie da laminula. Os centros de nucleagdo observados tém diametro
médio de 49,6pum e area média aproximada de 1.931 um? e os tubos formados a partir deles tém
comprimento médio de 155um de comprimento e espessura média de 1,15um. Pelo tipo de
estrutura formado pode-se aventar que o controle de sua formacgéo pode levar a materiais com
alta area superficial, interessantes em diversas areas do conhecimento, como a catalise e a
quimica ambiental. A Figura 14 mostra fibras formadas na borda do material e os tubos

formados no interior nos aumentos de (a) 4x, (b) 10x e (c) 40x respectivamente.

Fonte: Autora (2021)
e 25 pL de tirosina em 100 pL de THF.
Na proporc¢éo de 1:4, observa-se a formacao de centros de nucleacéo e agulhas. Estes

centros, cujo didmetro médio é de 43,4um e area média é de 1.478 um?, sdo compostos de
agulhas que interagem de forma assimétrica com seus pares, provavelmente devido a falhas em
suas estruturas. Estas agulhas, que parecem se aglutinar, possuem comprimento médio de
26,4um e espessura de 0,764 um podem ser observados no meio da amostra conforme mostra

a Figura 15 nos aumentos de (a) 4x, (b) 10x e (c) 40x respectivamente.
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Fonte: Autora (2021)

e 50 puL de tirosina em 100 pL de THF

Na proporcdo de 1:2 em THF observou-se os mesmos centros de nucleagdo com a
formacdo de tubos a partir destes nacleos. Os centros tém comprimento médio de 64,3um e
area média de 3.245 pm?. Ja os tubos possuem espessura média de 0,958um e tamanho médio
de 119,5um, sendo maiores que 0s obtidos na proporcao anterior, conforme mostra a Figura 16.
Ao que parece, 0 aumento da concentracdo até determinado valor tende a incrementar o
tamanho dos tubos, sem, entretanto, aumentar significativamente seu diametro. Ademais €
possivel comparar o numero de agulhas isoladas presentes no sistema anterior com 0 escasso
numero delas neste sistema indicando que o aumento da concentracdo de tirosina leva ao

agrupamento das agulhas que permite a organizacdo dos tubos no sistema.

Figura 16:Estrutura para 50 pL de tirosina em 100 uL. de THF nos aumentos de (a) 4x, (b)
10x e (c) 40x respectivamente

J
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Fonte: Autora (2021)

27



As diferentes estruturas obtidas com o solvente THF em diferentes propor¢6es também
puderam ser comparadas. Quando se comp@e a mistura em propor¢do 1:10 obtém-se fibras,
tubos e centros de nucleacdo. Ao atingir a proporcdo de 1:4 observa-se a extin¢ao dos tubos e
prevaléncia de agulhas e centros de nucleacdo bem menores que no caso anterior, sugerindo
que 0 aumento na proporcédo de tirosina auxilia o agrupamento das agulhas dando origem aos
centros de nucleacdo e posteriormente tubos originados destes centros. Ao se atingir a
proporcdo 1:2 centros de nucleacdo e tubos similares ao primeiro caso sdo novamente
observados, entretanto com centros levemente maiores e tubos levemente menores e mais finos,
0 que nos leva a sugerir também que os mecanismos de automontagem para ambos sejam
diferentes. As medidas de comprimento, didmetro, espessura e area para as diferentes estruturas
nas diferentes concentracdes foram obtidas e permitiram construir a tabela 2.

Tabela 2- Informag6es morfol6gicas das estruturas observadas em solvente THF.

Proporcéo Estrutura Comprimento  Didmetro  Espessura Area
1|10 Tubos 155um - 1,15um
Centros de nucleacdo - 49,6pum - 1.931 pym?
T Agulhas 26,4pm = 0,764 um =
Centros de nucleacdo - 43,4um - 1.478 pm?
12 Tubos 119,5um - 0, 958um -
Centros de nucleacdo - 64,3um - 3.245 um?

Fonte: Autora (2021)

6.2.2 ESTRUTURAS O]~3TIDAS PARA A TIROSINA EM CLOROFORMIO EM
DIFERENTES PROPORCOES

Experimentos de auto-organizacdo da tirosina também foram realizados em diferentes
proporgdes com o cloroférmio. Os resultados sdo descritos neste topico.

e 10 pL de tirosina em 100 pL de cloroformio

Nas bordas da amostra pode-se observar que houve a formacéo de tubos maiores com
comprimentos médios de 462um e espessura média de 1,54um, em volta de ndcleos que
possuem diametro médio de 85,56pm e area média de 5.746 um?. E possivel observar no centro
da amostra a presenca de centros de nucleagdo préximos as agulhas, que mostram a
concentracdo de agulhas com comprimento médio de 26,3um em um SO ponto e posterior
crescimento dos tubos a partir deste nicleo, conforme mostra a Figura 17. Comparando esta
amostra com o sistema em THF de mesma concentracdo (Figura 14) pode-se afirmar a formacéo

de tubos muito maiores e mais finos com maior homogeneidade. Adicionalmente os centros de
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nucleacdo se encontram mais homogeneamente espacados e unidos por tubos. Por fim o
crescimento se da em trés dimensdes visto a sobreposi¢do dos tubos conforme se observa a
Figura 17C.

Figura 17:Estrutura para 10 pL de tirosina em 100 pL de Cloroféormio nos aumentos de (a)
4x, (b) 10x e (c) 40x respectivamente
., CLUEE S &

7/ ',"“ )
B / -/"l £ 1

Fonte: Autora (2021)

e 25 pL de tirosina em 100 pL de cloroformio
Para a proporcao 1:4 em cloroférmio pode-se observar a formacéo de tubos bem finos
com centros de nucleacdo que se originam na conjuncdo de tubos, com o aumento da
concentracdo. Os tubos tém comprimento médio de 134 um, visto que agora podem se encontrar
mais facilmente com outros nlcleos. Sua espessura média é de 1,4 um. Os centros de nucleacao

tém diametro médio de 35,92 um e area média de 974 um? conforme se observa na Figura 18.

Figura 18:Estrutura para 25 pl. de tirosina em 100 pL de Cloroformio nos aumentos de (a)
10x e (b) 40x respectivamente

Fonte: Autora (2021)
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e 50 pL de tirosina em 100 pL de cloroférmio

Também houve a formacédo de tubos em volta de centros de nucleacdo neste sistema
mais presentes que na amostra anterior, conforme se observa na Figura 19. Os resultados
permitem afirmar que quanto maior a concentracéo de tirosina mais tubos sdo formados, além
de mais centros de nucleagdo. Uma explicacdo reside no fato de o cloroférmio ndo estabelecer
ligacdes de hidrogénio com o soluto, o que pode possibilitar que a organizacdo em tubos ocorra
mais facilmente. Os centros de nucleacao tém didametro médio de 119um e area médiade 11.116
um?2. Os tubos tém comprimento médio de 360um (proximos as distancias entre os ndcleos) e

espessura média de 1,77pum.

Figura 19:Estrutura para 50 pL de tirosina em 100 pL de Cloroférmio nos aumentos de (a)
10x e (b) 40x respectivamente.

~

Fonte: Autora (2021)

As medidas de comprimento, didmetro, espessura e area para as diferentes estruturas
nas diferentes concentracdes foram obtidas e permitiram construir a tabela 3.

Tabela 3- Informag6es morfoldgicas das estruturas em solvente cloroférmio.

proporcao Estrutura comprimento didmetro  Espessura Area
1]10 tubos e 462um - 1,54um
centros de nucleagdo - 85,56um - 5.746 pm?
agulhas 26,3um - - -
T tubos 134pm - 1,4 pm -
centros de nucleagdo - 35,22 ym - 974 pm?
12 tubos 360um - 1,77um. -
centros - 119um - 11.116 ym?

Fonte: Autora (2021)
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Ao comparar os resultados obtidos para o solvente THF e para o Cloroférmio percebeu-
se que as agulhas formadas na proporcdo 1:4 em THF possuem tamanho (26,4 pum) muito
similar as agulhas obtidas na propor¢do 1:10 em cloroférmio (26,3 pm), indicando que essas
estruturas podem ser bastante estaveis. Os tubos obtidos em cloroférmio sdo perto de 3 vezes
maiores que os obtidos em THF. Para ambos os solventes observou-se que o0 aumento da
proporcao de Tirosina parece influenciar na quantidade de centros de nucleacdo formados ao
comparar cada amostra.

Dos dois solventes utilizados, apenas o THF é capaz de estabelecer ligacbes de
hidrogénio com a molécula de Tirosina, 0 que sugere que ainda que sejam menores, 0s tubos
obtidos neste solvente sdo, possivelmente, mais estaveis. Outro ponto a ser destacado € o
tamanho dos tubos que pode estar relacionado com a evaporagéo do solvente, que no caso do
cloroférmio ocorre mais rapidamente, isso provavelmente implica diretamente na formacao dos
tubos serem maiores, pois se esse solvente evapora mais rapidamente menor é sua interferéncia
nas proprias ligacdes de hidrogénio realizadas na solucdo de tirosina.

Embora os mecanismos de automontagem nao estejam totalmente definidos, é possivel
propor modelos baseados nas interagdes j& citadas anteriormente. Os tubos formados nesse
trabalho parecem ocorrer de acordo com a literatura, em que 0s anéis aromaticos da Tirosina se
empilham formando em folhas, nas quais essas folhas sdo capazes de se enrolar de forma
bidimensional formando nanotubos que posteriormente formam feixes que originam 0s
microtubos conforme mostra a Figura 20.

Figura 20: Modelo de formagao de uma estrutura tubular

Fonte: Autora (2021)
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Diversas estruturas nano e micrométricas podem ser obtidas utilizando-se propriedades
intrinsecas do meio em que s&o produzidas. A alta concentragdo de Tirosina de 0,28 mol/L nos
levou a formagéo de gel para a maioria das amostras em proporg¢éo 1:1. Mediante a isso, usamos
uma concentracdo menor de Tirosina de 2,20x10-5 e obtemos novas estruturas, provando que
a mudanca no processo de sintese possivelmente influencia na estrutura final. Os resultados
obtidos neste trabalho permitem afirmar que a viscosidade, indice de refracdo, constante
dielétrica, e momento dipolar parecem influenciar na estruturacdo do aminoacido em quest&o,
que exibe anel aromatico conforme prevé a literatura, ainda que de cadeia curta. A formacéo de
tubos mais extensos com didmetros similares implica que a estruturacdo ocorre dependente da
concentracdo de substrato e que, no entanto, hd uma concentragdo maxima, a partir do qual os
tubos param de crescer e dao lugar a centros de nucleacdo. Estes centros podem também ser
originados pela superposicdo de tubos ou agulhas e seus didmetros sdo dependentes da
concentracdo do aminoacido, 0 que permite que esses diametros podem ser controlados. A
obtencdo de tubos mais curtos para o THF e extensos para o cloroférmio, mais uma vez
demonstra que propriedades como tamanho e diametro dos tubos podem ser controlados
variando propriedades fisico-quimicas, o que nos incita, futuramente a investigar estes sistemas
com outros aminoacidos e misturas de solventes, buscando colocar luz a estes processos de
automontagem. Acreditamos que os materiais obtidos podem ser provaveis candidatos a
compor novos dispositivos pois admitem a inclusdo de aditivos. No qual esses aditivos sdo
quaisquer substancias que possam ser adicionadas dentro ou em volta das nossas estruturas
visando ajustar suas propriedades finais. Ressalta-se que novas investigacdes devem ser
realizadas a fim de propor um método sistematico que nos permita fazer comparacdes mais
conclusivas dos fatores que influenciam a automontagem da Tirosina para as condi¢fes
fornecidas nesse trabalho. E posteriormente sugere-se a realizagdo de estudos com a adi¢do de

aditivos nas estruturas e suas possiveis aplicac@es dentro da nanotecnologia.
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