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RESUMO

Melaninas sdo bioligbmeros de ocorréncia natural que podem ser
encontradas na pele, no cabelo, nos olhos, no cérebro e também em
alguns animais marinhos. Entretardoextracdo das melaninas naturais
nem sempre € viavel devido custo elevado dos reagentes utilizados e
normalmente obtémse um baixo rendimento no processo. Neste
contextq destace-seas melaninas sintéticas, que podem ser produzidas
em laboratorio com um custo mais baixo e consideravel rendimento.

Um dos precursores das melaninas sintéticas é -8,4-L
dihidroxifenilalanina conhecido como-RDOPA que livre em condi¢gbes
reacionais produz eumelaninaresponsével pela coloracdo escura e em
presenca de cisteina produfeamelaninaque da origem a coloracao
mais clara, esses precursores se agregam entre 3dafamindol para
formar a estrutura oligomérica da melanina.

Neste contexto, este trabalho tem por objetivo descrever a preparacgao,
purificacdo e caracterizacdo de melaninas quimicamente modificadas
pelos aminoacidoserina, treonina e cistein@dmelarmasg, a fim de se

obter oscompostos seDOPA, thrDOPA e cysDOPA respectivamente

e seus complexos de Cu(ll) e Zn(ll), bem casegcrevers interacdes

com o corante catibnico azul de metileno avaliando suas toxicidades e
atividades antioxidantes.

A caraderizacdo espectroscopica das melaninas modificadas mostrou a
presenca de trés grupamentos majoritarios: acido carboxilico, quinona
imina e catecol. Estudos em solugdo por titulagdo potenciométrica
mostraram a presenca do grupamento tiol na melanin®@PA, e

todas as melaninas apresentaram baixa toxicidade em célule3TRIH
com uma relevante atividade antioxidante tendo destaque para a ser
DOPA que apresentouumE@ ar a o ensai o mile, DPP|
valor esse préximo dos padrées utilizados.

Os estudos de interagdo com os ions Cu(ll) e Zn(ll) revelaram que a
formacdo dos complexos é altamente dependente demHjuena

faixa acida para a s&®OPA e thfDOPA ocare a formacdo das
espécies [M(Qf] e [M(Ac)’], com o aumento do pH detectea a
espécie 2[M(Cat)] e [M(Q}], 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 espécifM(Tiol)’], [M(QI)'] e
[M(QI)(Tiol)], com o aumento do pH foi evidenciado as espécies
[M(Cat)] e [M(Cat)(Tiol}], sendo esta ultima nédo detectada para Cu(ll),

e em valores de pH acima de 7 as espécies [M(@[M(Cat)”] foram
observadas.



Todos os cmplexos obtidos apresentaram uma baixa toxicidade em
células HUVEC, e também uma relevante atividade antioxidante com
destaque para o complexo ®OPA-Zn (1 1) com val or de ¢
! para o ensaio de DPPH.

As interacdes com o corante azul de metilemarfocaracterizadas 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¢ao ocorreu em pH 7 e 6 paral2GA e cys

DOPA respectivamente e a melamithr-DOPA apresentou baixos
valores de adsor¢cdo em toda faixa de pH. O modelo cinético que
apresentou a melhor correlacdo entre os dados experimentais foi o de
pseudesegunda ordem para todos os sistemas estudados e os dados de
equilibrio de adsorcdo faramelhor correlacionados pela isoterma de
Langmuir em sua forma linear apresentangalg 162,07 e 109,89 mg

g™ para as melaninas ¢iBOPA e selDOPA respectivamente.

Palavraschave Melaninas, Aminoacidos, Complexos de Cu(ll) e
Zn(ll), Adsorcao, Azul déetileno



ABSTRACT

Melanins are biamligomers 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 udeand the low yield in the process. In this context,
synthetic melanins can bepaaticle solution, which can be produced in
the laboratory with a low cost and a high considerable yield.

One of the synthetic melanins precursor is -3,&
dihydroxyphenylalame, known as 1{DOPA thatwhenfree 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 indal tani
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 seDOPA, thrDOPA and cysDOPA respectively, and
their complexes with Cu(ll) and Zn(ll) metal ions, evaluating their
antioxidant activities and toxicities; as well as interactions with the
cationic dye methylene blue.

The spectroscopic charactetipa of the modified melanins showed the
presence of threenajor groups: carboxylic acid, quinosimine and
catechol, and studies in solution by potentiometric titration showed the
presence of thiol grouping c¥30OPA melanin, all melaninpresented

low toxicity in NIH-3T3 cells and a significant antioxidant activity with
emphasis on sddOPAwhi ch showed an “'HEthed =
DPPH assay, a value close to the standards used in this work.
Interaction studies with Cu(ll) and Zn(ll) ions proved that the formation
of complexesis highly pH dependent, where in the acidic range for ser
DOPA and thrDOPA the species [M(QT) and [M(Ac)] wereformed,

the increase of the pH leadstte formation of [M(Cat)] and [M(QH]
species and pH above 8 the [M(G&})and [M(QI)(Cat)] species were
detected. On the other hand, in the-B\@PA system aacidic pH the
species [M(Tiolj], [M(QI)*] and [M(QI)(Tiol)] were formed, with the
increase of the pH the [M(Cat)] and [M(Cat)(Tiplspecies were
evidenced, the latter is undetected for Cu(ll) system, and for pH above 7
the species [M(Q}] e [M(Cat)*] were observerd.

All complexes showed low toxicity in HUVEC cells, and also showed a
significant antioxidant activity, highlighting for the complex ©®PA-
Zn(l1) with a vfrlthe BPPblféssay.5. 24 €g m



The adsorption of methylene blue by metenwascharacterized by
spectroscopic methods, and the results shothed adsorption of
methylene blués dependent on the pH solutiofhe higher adsorption
occurred in pH 7 and 6 for the d98OPA ard cysDOPA melanin
respectivelyThr-DOPA showed low agbrption valueindependentlyf
the pH The kinetic modethat showed the best correlatimmongthe
experimental data was the psetsdmond order for all systems studied
and the adsorption equilibrium data were best correlattdthe linear
Langmuir i®therm presentinggvalues 162.07 and 109.89 mg fpr
cysDOPA melanin seDOPA respectively.

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

O estudo das melaninas vem ganhando, nos Ultimos anos, uma
grande relevancia cientifica. No passadogrande questdo era saber
qual a diferenca entre tipos diferentes de pele e cabelo, qual cetipo d
molécula era responsavel por essas diferencas de coloragdo 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 possgrmsor uma
estrutura para estadonolécula. Vale lembrar que mesmo depois de cem
anos de pesquisas e avangos, as estruturas das melaninas ndo Ssac
inteiramente conhecidas e modelos sao propostos na literatura.

Atualmente, a melanina se apresenta como wyoligémero,
agregandese entre trés a dez unidades monoméricas contendo trés
grupamentos funcionais distintos e majoritarios: &cidos carboxilicos,
quinonaiminas e difendis (em sua maioria catecol). Aquelas melaninas
responsaveis pela coloracdo escurpele e cabelos sdo chamadas de
eumelaninase aquelas responsaveis pelas coloracdes mais claras séo
chamadas de pheomelaning, onde também sdo encontrados
grupamentos contendo enxofre como tidis e tiofendis.

A dificuldade de extrair as melaninas de fonmtesurais como
cabelo e pele, por exemplo, levou cientistas a proporem métodos de
sintese deste bioigomero; as metodologias mais comuns encontradas
na literatura utilizam os precursores -8jécetoxindol (DAI) ou 3,4
dihidroxifenilalanina (DOPA) como agjentes de partida para obtencao
das eumelaninas Ja para apheomelaninasitiliza-se do aminoacido
cisteina como fonte de enxofre, ja que esta molécula é adequada para a
reacao de oligomerizacdo dos monémeros inddlicos.

A principal justificativa deste &@balho paira sobre o
desenvolvimento de melaninas modificadas com aminoacidos
guimicamente compativeis durantenalanogéneseEssas modificagbes
proporcionam as melaninas diversas funcdes e caracteristicas Unicas
como quelagdo seletiva de ions metdlicasyidades antioxidantes
distintas, diferentes solubilidades em §gilentre outras caracteristicas
gue serdo estudadas.

Desta forma, este trabalho visa a sintese e caracterizacdo de
melaninas quimicamente modificadas utilizando @©Q@PA como
precursor eaminoacidos compativeis como modificantes, aplicawlo
em ensaios antioxidantes e interagiada@om metais divalentes e
espécies catidnicas organicas.
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As quatro grandes areas de concentracdo da Quimica encontram
se aplicadas neste trabalho: a Quimicadéanica aplicada no estudo das
interac6es das melaninas com os cations metalicos Cu(ll) e Zn(ll), a
Quimica Organica na preparacao das melaninas modificadas, célculo de
pKbs e correla-«o0o de estrutura e ati
FisicoQuimicanos métodos de caracterizacdo e medidas das interacdes
das melaninas com as espécies catibnicas.
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2. Revisao Bibliogréafica e Estado da Arte

Este capitulo esta dividido em topicos que elucidam um pouco o
histérico das melaninas, becomo as aplicacbes 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 melaras

Propor uma data especifica para quando as melaninas comecaram
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 Ddyigue numaublicacdo no ano de
1896 questionaram a existéncia de um pigmento diferente encontrado
em diversas ragas e que na época nao chamava grande atencéo. Destaca
se sua citacao:

AOutra classe importante de sul
cor sdo ainda merw compreendidas. Destas substéncias sabemos
atualmente pouco mais que elas existem nos tecidos do corpo, nenhuma
del as tem sido o objeto de invest

Este artigo seria a inspiracdo para o0s quimicos realizarem
exaustivas pesquisas na arezs gpigmentos naturais, sendo que em
1920, Youn§ publicou o primeiro artigo que relata a tentativa de
extracdo das melaninas da pele. E, finalmente, em 1926 as subunidades
das melaninas, 5Bihidroxindol e Acido 5,eDihidroxindok2-
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 inUmeras publicacbes séo relatadas.
Vérios autores contribuiram neste campo de pesquisa como Giuseppe
Prota com grandiosos trabath na area, destacarsi® por realizar a
primeira extragéo enzimatica de melaninas do cabelo com alta hereza
por estudar as interacbes de metais na formacdo de melaninas
sintéticad. Suas grandiosasontribuicbes sdo relembradas em sua
revisdo sobre daem&. A Figura 2 mostra um resumo das etapas da
extracdo da melanina do cabelo proposto por Prota e colaboradores
utilizando o métodenzimatico

Outra louvével contribuicdo na é&rea é de John Simon que
elucidou microscopicamente a morfologia de diferentipes de
melanina§ comprovando que as melaninas naturais se apresentam em
formas de esferas ou bastonetes e as sintéticas sdo morfologicamente
amorfas. Simon trabalhou também com interagdes com fhetaisda
com as primeiras atividades foto protetatas melanindsentre outros
trabalho¥’.
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£ 0,1 M Tampio Fosfato pH =74 Proteinase K
[P g — - -
Ditiotreitol / 37°C / 18h / Agit. 18h/37°C/ Ar

0,1 M Tampio Fosfato pH =74 |

Papaina/ 37°C/ 18h / Agit. L) o
Melaninas + Residuos de Queratina

Triton X-100
4h/37°C/ Ar

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

Ja& tendo conhecimento dos monémeros e ainda das
propriedades fisico quimicas das melaninas, Szpoganicz e
colaboradore, por titulagdo potenciométrica, descobriram um novo
grupamento que compunha a estrutura das melaninas, a ginmoaa
Assim, os trés grupamentos majoritarios presentes nas melaninas séao:
acido carboxilico, quinonmina e catecol (Figura)3A elucidacdo dos
grupamentos foi de suma importancia para os avanc¢os, no que se tratava
da caracterizagdo estrutural das melaninas;-pedentdo propor com
mais detalhes as caracteristicas eletroquimicas das melaninas, suas
afinidades por ions metalisce ainda mapear com maior precisdo a
tipologia desses bioligbmeros.
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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 tensaspde que a sua
agregacdo se apresenta na forma de oligéffemestava saber como
essas melaninas estdo organizadas no espaco’’Rrotads uma
agregacao dos oligbmeros por ligacdes de hidrogénio até a formacao de
uma estrutura complexa, que é o modelais aceito hoje em dia,
entretanto, especulagbes sobre as agregacbes das melaninas sao
facilmente encontradas na literatura em trabalhos recentes. Bielawski e
colaboradordd em 2012 relataram uma teoria diferente, onde foi
proposto que os monémeros rg® agregam por ligacdes covalentes e
simporl i ga- »es de hi dr og *stacking eatresint er a -
se baseando em experimentos de ressonancia magnética nuclear. Logo
ap6s esta publicacdo, Lee e colaboraddrederrubaram a teoria
proposta por Bielawski, utilizando nhovamente espectroand&imassas
e ainda calculos computacionais e mostraram, novamente, que as
ligacbes de hidrogénio estdo presentes entre oslipiimeros, mas
apenas apos a formacéo das ligacGes covalentes. Ambas as propostas
estdo apresentadas na Figura 4A e 4B.



39

Figura 4. (A) Estrutura proposta pdsielawski e colaboradores:
melaninas estruturadas por ligacdes de hidrogénio e sem participacao
covalente, retirada da referéncia 13 (B) Estrutura de Hong e
colaboradores: melaninagpresentando ligag6es de hidrogénio, mas
entre seus oligbmeros, com a participacdo de ligacbes covalentes intra
monomeérica, retirada da referéncia 14.
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2.2. Melanognese

A melanog@ese é o mecanismo proposto na literdfupmra a
formacdo das melanina@umelanina e pheomelanina partir da
tirosina sob a acdo 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 formacdo das melaninas,
sendo um amplo presso que ocorre em todos os tipos de organismos
ao longo da escala filogenética. Esse mecanismo consiste de uma série
de reacfes que emlvem apenas uma enzima melantgé na maioria
das espécies, enquanto em mamiferos é regulamentada pela acao
combinadale um conjunto de célulasielandécitos.

O mecanismo proposto foi provado utilizando tirosinase em
concentragdes controladas e isolado o intermediafitodacromo, e
observase no Esquema 1 que durante a biossinteserdalaninaa L-
dopaquinona sofre um@acédo quimica intramolecular de adicdé do
anel aromatico, e que o grupo amino daldpaquinona leva a um
produto de adi¢do de Michael ciclizando para produzirciclodopa,
sendo este intermediario rapidamente e espontaneamente oxidado para o
L-dopacomo. Nesta etapa duas reagBes podem ocorrer. a
descarboxilagdo do-Hopacromo produzindo o-&dihidroxindol e o
rearranjo intramolecular produzindo e6%lihidroxindol2-carboxilato,
ocorrendo espontaneamente a polimerizacdo desses dois intermediarios
formando agumelaninas

Para aspheomelanings observese a adicdo do aminoacido
cisteina p6s a formacdo da-tlopaquinona eara o sucesso desta
reacdo necessise de moléculas de baixo peso molecular contendo
grupamentos tidis ou hidroxilicos como o moécido citado ou como
em nosso trabalho substituimos a cisteina por serina e treonina. Na
presenca desses compostos ocorre uma rapida conjugacao entre o L
dopaquinona e o grupamento de entrdd@H ou TSH gerando
intermediarios contendo oxigénio ou enxof® mecanismo proposto
para esta etapa, consiste no ataque nucleofilico do grupamento tiol a
molécula de kdopaquinona obtendo como produto o cisteinildopa, e por
fim, este produto sofre diversos rearranjos e desidratacdo que levam a
formacdo da alanthidroxi-benzotiazina que polimerizam naturalmente
formando ageomelaninas
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Esquema 1. Mecanismo de formacdo das melaninas,
melanogénese partir da tirosina e em presenca da tirosinase.
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2.3. Melaninas quimicamentemodificadas por aminoacidos

Melaninas modificadas por aminoacidos é um tema atual, no qual
existe apenas um artigo publicado na literatura sobre o aSsUEi®
descreve um processo de modificacdo quimica de melaninas extraidas
de fungos pelo aminod@darginina. 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 presso pode representar apenas uma adsor¢cdo e nao
uma modificagdo quimica, levando em conta a capacidade das
melaninas de interagirem com pequenas moléculas por adsorgéo.

Entretanto, inspirado neste artigo, conheces®lo mecanismo de
formagdo das melanisa Esquema 1, e ainda, sabesdoque as
pheomelaninasintéticas contém a cisteina em sua 'fdfa sugerimos
utilizar a mesma rota sintética para preparacao de mais duas melaninas,
aqui chamadas melaninas modificadas, com os aminoacidos serina e
treonira. Basicamente, utilizee como reagente de partida o-3,4
dihidroxifenilalanina e com a adi¢cdo da enzima tirosinase esege
precursor dopaquinoha Nesta etapa, com a adicdo de cisteina chega
as cisteinildopaquinonas, naturalmente formando as tenpas por
ciclizacdo do grupamento cisteinico ligado ao dopa e, por fim,
polimerizando e formando apheomelanind$®® O processo de
preparacgao simplificado é apresentado no Esquema 2.

Analogamente a rota proposta por Ched8ket utilizando
aminoaaos com cadeia principal contendo trés atomos de carbono,
foram sintetizados outros dois tipos de melanina chamadas neste
trabalho de seDOPA e thfDOPA. A cysDOPA (pheomelaning
também foi sintetizada e aplicada aos mesmos processos que foram
submetids as outras duas para comparacdo e elucidacdo de suas
propriedades fisicquimicas, atividades antioxidantes e ainda interacéo
com espécies catidnicas.



43

HO.

HO
‘Tirosinase HO

H
HO 0 37°C N
OH —- COOH
+  Hs oH
/\)1\ oH =74 /

NH, NH, 48 horas N
HO |
S

L-Dopa cisteina
HOOC

feomelaninas

Esquema 2 Preparacdo dieomelanina.

Na etapa de sintese, vale lembrar, queaasitiase 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 plintas
responsavel pela acdo de cresolase e aindaataixidase. O Esquema
3 mostra 0 mecanismo proposto por Solothala acdo desta enzima.
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Esquema 3 Mecanismo simplificado de agéo da tirosinase.

Como cresolase, o0 oxigénio do monofenol coordena
primeiramente ao centro de cobre(ll), entdo ocorre a ruptura da ponte
oxo, promovendo a ligacdo com o oxigénio, por fim, ocorre a liberacao
da quinona correspondente e consequente regeneragao do catalisador.

Ja como catecol oxidase oxidando o DOPA ocorreoedemacao
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
coordenand®e aos centros de cobre e gerando mais umargyinom
formacgéo da espécie deoxi da enzima que logo é regenerada para mais
um ciclo catalitico.
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Nossa viséo acerca das melaninas modificadas por aminoacidos é
promissora. As estruturas dos aminoacidos utlizados para esta
modificacdo séo apresentadad-igura 5.

HS OH HO OH HO OH

NH, NH, NH,

cisteina serina treonina

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

Observarrse nas estruturas dos aminoacidos dois grupamentos
di ferentes |ligados ao carbono b
outro tiol. A modificacdo das melaninas por esses aminoacidos
promovera caracteristicas diferentes para 0s -olmdmeros,
principalmente no que diz respeito a quelagéo por ions metélicos. Uma
melanina modificada pela cisteinph€omelaninp ganha um carater
mais macio do que uma modificada pela serina, isso reflete na
seletividade de coordenagdo por ions metdlicos com dureza
intermedidria como Cu(ll) e Zn(ll); ou ainda na interacdo com pequenas
moléculas catibnicas, 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 pelasodcidos, estruturas
inspiradas no trabalho de Simon e colaboradbres

d
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Figura 6. Modelos estruturais propostos para as subunidades
majoritarias obtidas através da modificacdo quimica de DOPA
melaninas com aminoacidos cisteirajre 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 melaninadoi identificado por Szpoganitz e
colaboradores, que é a quindmana, resultante da tautomerizacao dos
grupamentos inddlicos.

2.4. Acao antioxidante das melaninas

Os antioxidantes sao definidos como compostos que sao capazes
de inibir a oxida¢@o & um determinado atomo, molécula ou substrato.
No organismo, evitam uma série de reacBes maléficas como a
proliferacdo de radicais livres e ainda inibem outras reacdes de
oxidacdd’. Uma das funcdes das melaninas no organismo é a de
antioxidanté"?% pregnte 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 sao os responsaveis pela acdo antioxidante.

COOH
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Outros compostos oo acido galico, cafeico e demais polifendis
contendo grupamentos dihidréxidos possuem geralmente um grande
poder redutdf®,

A grande vantagem dos antioxidantes naturais € 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
farmacéutic®. A Figura 7 mostra alguns polifendis com atividade
antioxidante.

OH

OH
OH oH
HO OH OCH;
HO o Q OH
HO o
Acido Galico Acido Cafeico Acido Vanilico

Figura 7. Férmula estrututade alguns polifendis com acao
antioxidante.

Entretanto, as fontes de melaninas sdo escassas e geralmente de
dificil obtencéd, sendo necessarios reagentes caros e exigindo uma
exaustiva purificagdo. Sendo assim, as melaninas sintéticas tsenam
um meioviavel para obtencéo desses compostos de modo simplificado e
de baixo custo quando comparado com a extracdo de meios naturais.
Portanto, a modificacdo quimica dessas melaninas com aminoacidos
podera proporcionar uma baixissima toxicidade e diferentadaatas
antioxidantes. Hearing e colaboradéfeslatam que alguns precursores
envolvidos naMelanogéneseexibem certa citotoxicidade como, por
exemplo, o DHI livre que impediu o crescimento de 78% de células em
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96 horas. Assimé importante realizar o esi® de citotoxicidade das
melaninas sintetizadas neste trabalho.

Existem inUmeras maneiras de medir a atividade antioxidante de
um determinado composto, que varia de ensaios envolvendo
determinadas reacdes quimicas a métodos instrumentais. Destacam
na literatura ensaios envolvendo a captura de radicais livres utilizando o
composto 2,2lifenil-picril-hidrazil (DPPH}®, e também ensaios de
poder reduté®®® onde se utiliza um padrdo, geralmerdeido
ascorbico, e € medido a capacidade do composto deirredudan
Fe(lll); o resultado é expresso em mg de composto por grama de acido
ascorbico, sendo essas metodologias utilizadas em nosso trabalho. Nos
métodos instrumentais destes®m 0 uso de eletroquimica, voltametria
ciclica e onda quadrada, pois processdex que ocorrem na superficie
do eletrodo podem ser correlacionados com processos biolégicos via
reacbes quimicas. Baseado no fato que bons antioxidantes devem
oxidarse facilmente, parametro como potencial do pico de oxidagao
(Epo) € potencial de meianda (k/,) podem ser utilizados para predizer
a capacidade antioxidante de determinada mof&ctla

No caso das melaninas, sua capacidade antioxidante é atribuida
aos grupamentos catecolatos presentes na molécula que poders®xidar
facilmente a equinanas (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 eletroguimicos e espectroeletroquimicos das melaninas
foram reportados por FarniérCostd* e colaboradores. Essestilos
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elucidam o par redox apresentado na Figura 8 e ainda as diferengas
eletroquimicas em presenca de ions metélicos. Todavia, eles ressaltam a
formacéo de filmes de melaninas na superficie do eletrodo que podem
vir a dificultar as medidas eletroquimicaBor fim, a realizacdo de
correlacBes entre medidas eletroquimicas e determinagdetl sdo
fundamentais para se conhecer a capacidade antioxidante real de uma
determinada molécula.

2.5. Interagdo das melaninas com ions metélicos

A capacidade das haminas interagirem com ions metalicos &
uma caracteristica importantissima, pois resulta em uma série de efeitos
que alteram as propriedades bioldgicas destes pigmiertasnda estas
interacBes sdo utilizadas como ferramenta para elucidagéo estuatural
prépria melanind. Como mostrado na Figura 3, a melanina possui seus
principais grupos quelantes derivados de mondmeros contendo atomos
de oxigénio doadores. Ja foi mostrado em trabalhos anteriores, a grande
capacidade de melaninas naturais extraidascabelo e sintéticas
derivadas do DHI de interagirem com o fon Fefll)Essa forte
interacdo se deve as caracteristicas acidas e basicas do centro metalico e
do ligante, respectivamente. Seus complexos sdo estabilizados
termodinamicamente por efeito dat@®. E jons divalentes como Cu(ll)

e Zn(ll) também exibem uma grande interacdo com as mel&hi@as
estudo mais impressionante foi efetuado por Liu e colaboradores que
relatam que a melanina exibe uma interacdo maior com os ions Mg(ll),
Ca(ll), Sr(ll)e Cu(ll) guando comparada com o EDTA

Entretanto, as interacdes das melaninas por centros metalicos
dependem fundamentalmente do pH do meio e, geralmente, a
coordenacdo é favorecida com o aumento dd’phl variacdo da
concentracdo hidrogditica do med ndo apenas favorece a
complexagédo mas também, rege o tipo de complexo que sera formado e
a proporcao estequiométrica.

Observando apenas 0s grupamentos presentesunadaninas
vemos uma predominancia de grupos funcionais denominadas de bases
duras quecoordenam bem metais duros como, por exemplo, cétions
trivalentes. Ja4 agheomelaninagjue contém enxofre (Figura 6) podem
favorecer a interacdo com metais como Cu(ll) e Zn(ll), sendo que um
artigo recente relata a interagdo de complexos procedentes netaes
com DOPA melanindg entretanto sem investigar quais espécies eram
formadas. Na farmacologia, melaninas séo alvo de metalodrogas como
relatado no trabalho anterior e até hoje nao foi realizado nem um estudo
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comparativo, detalhado, entre as ingées de Cu(ll) e Zn(ll) comeue
pheomelaninaautilizando os modelos monoméricos mais aceitos na
literatura. Este estudo proposto nesta tes#ribuirdde forma positiva

para o entendimento da coordenacdo desses metais com as melaninas e
mostrara a seleidade de interacdes metalelanina em funcdo 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 zZn(Il}* como também mostra o trabalho das
interacdes com o fon Fe(Iff\recentemente publicado e apresentado no
esquema 4 (b).
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2.6. Interacdo das melaninas por moléculas organicas
catidnicas

Os grupos majoritarios pgentes nas melaninas sao classificados
como &cidos fracos, como visto aigemente, e sofrem grande
influéncia do pH quando em solugéo, e até mesmo no estado sélido.
Geralmente, como relatado na literatura, com o aumento do pH as
melaninas se apresentam forma anibnica e ficam mais susceptiveis as
interac6es com ions metalicos como visto na sesséo 2.5 e as interacdes
com pequenas moléculas organicas neutras, por ligacdes de hidrogénio,
e catidnicas, como relatado recentemente por Pescina e colabdfadores
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 elegandifn no trabalho
podem trazer dificuldades em medir estas interagdes, 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, ha poucestudos sobre as interacfes de
espécies organicas com as melaninas. Neste trabalho foram relatadas as
interagc6es das melaninas com levofloxacino, prednisolona, propanolol e
ainda azul de metileno.

As aplicacdes oriundas dessas interacfes sdo diversas e a
interacbes com farmacos nos dao informagdes sobre como determinada
molécula com alguma atividade especifica pode ser retida no corpo
pelas melaninas. Além disso, uma certa estabilidade de interacdo entre
melaninafdrmaco pode nos levar a um sistema pssani de liberacao
controlada de farmacos (drdglivery)'.

Ja as interacbes por azul de metileno, que é um corante
largamente utilizado tanto na medicina para tratamento da
metahemoglobinemi&’, e na industria para tingimento; a fronteira de
aplicacdesse torna ainda maior podendo chegar até um remediador de
residuos nas industrias téxteis, tendo em vista que até alguns tipos de
cefalépodes produzem melaninas, tornaaslale facil obtencdd

Entretanto, ha 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 adsorcdo, nem por qual grupamento a melanina ir4
interagir, e com o intuito de caracterizar essas irfiesagpropomos
neste trabalho estudar as interagbes das trés melaninas sintetizadas pelo
corante azul de metileno, estrutura apresentada na Figura 9. Os
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resultados contouirdo nos estudos das interacddes 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,-D@PA, sefDOPA e
thr-DOPA, com os ions CUjl Zn(ll) e o corante azul de metileno, bem
comg avaliar suas citotoxicidades e atividades antioxidantes.

3.2. Objetivos Especificos

1 Preparar e purificar as melaninas quimicamente
modificadas utilizando como precursor o-DIOPA e os
amino@cidos cisteinaerina e treonina.

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

1 Sintetizar os complexos de Cu(ll) e Zn(ll) cays
DOPA, setDOPA e thrDOPA pelo método de Bilinska
modificado.

9 Caracterizar as melaninas e seus respectivos
complexos no eatlo sélido por CHNS, FTIR, TGAEDS,
SAXS, calculos teéricos e elucidar suas morfologias por
microscopia eletrdnica de varredura.

1 Calcular os valores de pKdos grupamentos
presentes em cada melanina e medir suas afinidades pelos ions
Cu(lh e Zn(l) por ttulacdo potenciométrica,
espectrofotométrica e quantificar os grupamentos acidos pelo
método de Schnitzer e Gupta.

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

1 Avaliar as inteagbes das melaninas pelo corante
azul de metileno utilizando modelos cinéticos e isotermas de
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Lagmuir e Freundlich no pH ideal de adsorc¢éo, e caracterizar 0os
produtos finais por métodos espectroscapicos.

1 Realizar ensaios de citotoxicidade dos compostos
sintetizados frente a células NIH/3T3 de fibroblastos bovinos e
células humanas endoteliais sadiB8JVEC.

1 Medir as atividades antioxidantes de cada melanina
pelos métodos de captura de radicais INrdSPPH e poder
redutor, correlacionadas com 0s respi#eos potenciais
eletroquimicos de oxidacgéo.
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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:-DOPA, L-cisteina, kserina, Ltreonina e
enzima tirosinase em po liofilizado extraida de fungos na concentracao
maior que 1000 unidades por mg de sdlido, e todos obtid&goea
Aldrich; &cido cloridrico 37% (Nuclear QMC), hidroxido getassio
livre de CQ emampolas da Backer dilit, argénio e nitrogénio 99%
de pureza (White Martins), ftalatdcido de ptassio (Reagen S.A.),
EDTA dissodico (Vetec), eacetona P.A. (Nuclear QMC), hidrogénio
fosfato de sédio mono/di basico (VETEC), eliar de cobre dihidratado
e nitrato de zinco hexahidratado, cloreto de potassio, brometo de
potassio, acetato de calcio, hidréxido de bario, ambos (VETEC); cloreto
de 3,7bis(dimetilamino)fenotiazinioi azul de metileno (Sigma
Aldrich); agua bidestilada eeffvida produzida em nosso laboratério.
Células @& soro fetal bovino(FBS estreptomicinag meio dulbecco
(DMEM) foram adquiridospor Invitrogen Carlsbad, CA).(3-(4,5
dimetiltiazol2-il)-2,5-difeniltetrazélio MTT), e dimetilsulfoxido
(DMSO) adquiridos d Sigma Chemical CoS{. Louis, MO, EUA).

4.2. Preparacdo e purificacdo das melaninas quimicamente
modificadas

A preparacdo das melaninas midgamente modificadas foi
inspirada no trabalho de Chedekel e colaboralforesiito utilizado em
trabalhos atua na sintese dgsheomelaninasEsta sintese consiste na
reacdo do tDOPA com os aminoacidos-tisteina, kserina e E
treonina em presencga de tirosinase. O Esquema 5 resume a preparagao
das melaninas modificadas. A preparacdo detalhada consiste em
solubiizar 0,36 mmol de IDOPA em uma solucdo aquosa de tampao
fosfato 0,AM pH = 7,4 a 8C. Apb6s a solubilizagdo completa do
reagente de partida adiciesa uma quantidade minima de tirosinase e,
um minuto apos adicdo do cataliwr, a solucdo apresenta uma cor
alaranpda caracteristica da formacame dopaquinond® Neste
momentQ adicionase uma quantidade de 0,71 mmol de aminoacido
previamente dissolvido na minima quantidade tampao fosfato.
Quando cisteia é adicionada a solucao, ela tesgamarrom, e quio
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serina ou treonina é adicionada, a solugéo teenpreta. O tempo para
finalizar estas reacdes esta entre 36 a 48 horas.

tampéo fosfato 0.1M pH = 7.4
tirosinase / Oz CyS'DOPA
agna{;au

37°C
L-Dopa 48h

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

e e 37°C
L-Dopa ser 48h

tampéo fosfato 0.1M pH = 7.4
tirosinase / Oz
— s /0, » thr-DOPA

37°C
L-Dopa thr 48h

Esquema 5.Processs reacionaigpara formagdo das melaninas
quimicamente modificadas: c{BOPA, setDOPA e thrDOPA.

Apés 48 horas de reacdo, adiciemg2 mL de HCI 1M e a
solucéo é centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos. O sélido resultante é
coletado e lavado intensamente com agua bidestilada para eliminagcdo
total de vestigios de cloreto existentes, realizaer&inpre o teste com
nitrato de prata. Depois da lavagem o solido é colocado em 30 mL de
uma solugédo acetona:agua 2:1 &56 filtrado a quente para eliminagéo
de qualquer outro cétion que poderd estar presente e de dimeros dos
aminoacidos e do-DOPA. O slido resultante purificado, entdo, foi
submetido as caracterizacdes e utilizado para o estudo das interacfes
com as espécies catidnicas, citotoxicidade e atividades antioxidantes.

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

As sintess dos complexos de elOPA, setDOPA e thrDOPA
com os fons Cu(ll) e Zn(ll) foram realizadas pelo método de Bilffiska
com pequenas modificagbes. Massas de aproximadamente 100 mg de
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cada melanina foram solubilizadas em solu¢cdes de Cu(ll) e Zn(ll) na
propor¢cdo molar 2:1 melanina:metal e o fil ajustado em valores de

3, 7 e 10, pela adicdo de KOH 0,1M. As solu¢Bes permaneceram sob
agitacdo por 24 horas sob atmosfera inerte e, posteriorraemistura
reacionalcentrifugada a 4000 rpm e o sélido obtido $abmetido a
secagem a vacuo para futuras caracterizagoes.

4.4, Estudos de interac@o das melaninas por azul de metileno

Os estudos para uma avaliacdo detalhada da interagdo de cada
melanina com o azul de metileno e uma explicacdo de um possivel
mecanisno de adsor¢do foram obtidos através de experimentos
avaliando o efeito do pH, cinética e isotermas de adsorcdo detalhadas a
seguir, seguindo a metodologia de Laus e colaborddooes pequenas
modificacdes:

4.4.1. Efeito do pH

Como descrito na revisabibliografica, as melaninas sofrem
grande influéncia do pH do meio, portanto, a avaliacdo do efeito da
variacdo da concentragdo de ioh i solugdo, nunca estudada antes,
em funcdo da quantidade de azul de metileno que interage com a
melanina é o primedrpasso que deve ser dado nesta etapa.

Utilizou-se massas variando entre52mg de melanina e coloca
las em 50mLde uma solucéo contendo 100 g do corante azul de
metileno sob agitacdo vigorosa e em auséncia de luz por 24 h a
temperatura ambiente, vandose o pH entre 3 e 8 . Ao final de cada
experimento a mistura final sera centrifugada a 4000 rpm e o
sobrenadante coletado e analisado por espectroscopia désUAm
664 nm. Sera determinada a quantidade de azul de metileno na matriz de
melanina emada pH pela equagéo (1).

1) q= (Co- CeV
m

Onde q é a quantidade deul de metileno adsorvida (ngd), C, e G é
a concentracdo de corante azul de metileno, em solucédo, antes e depois
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do processo dadsorcéo, respectivamente, (ind), V é o volume da
solucéo (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 adsorcao, a
gquantidade de soluto que é retirada da solu¢cdo em funcéo do tempo, que
é degrande importancia para aplicac6es de interacdo de farmacos ou
ainda, remediacao de residuos por adsorcdo em matrizes complexas.

Os estudos de cinética foram realizados utilizando massa de
melanina entre-% mg no valor de pH ajustado com aquele que ebtev
melhor adsorcdo, misturados em uma solucdo contendo 50 mL de
solugdo aquosde corante na concentragéo de 100 rigelfoi deixada
sob agitacdo por 1 hora, inicialmente, para que o equilibrio de adsorcao
seja atingido. ApOs periodos pgétabelecidos,alguot as de 200
sobrenadante foram retiradas e diluidas para um volume adequado para
a analise por UWis em 664 nm.

Para verificacdo do mecanismo cinético da adsorcdo do corante
na superficie da melanin®i utilizado o modelo linear de pseudo
primédra (PFO) e segunda (PSO) ordem. As equacdes de cada modelo
sao descritas a seguir em (2) e (3) respectivamente, grdg sa0 as
concentragcdes adsorvidas no equilibrio e no tempo t (h)
respectivamente,;Kh™) e k (g mg* h') sdo as constantes dénpeira e
segunda ordem respectivamente.

d
d—? = kl(qe - qt) ; (2) equacdo diferencial geseudo primeira

ordem

IN(q, - 6); =In(q - G);, - Ki(t- t,); (3) equacso de PFO

integrada;

aplicando as condices iniciajst0 e gem t, = 0, a equacao final que
sera utiliada para o estudo do mecanismo de PFO (4) é:
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In(Q, - ¢) =Ing, - Kty

Plotandese um grafico In(ga:) vst obtémse como coeficiente angular
k, e como coeficiente linear In.q

As equacbes que descrevem 0 modelo de PSO na forma
diferencial e intedl (5) e (6) respectivamente séo:

d
d—? = k2 (C]e - qt)2 ; (5) equacéo diferencial gseudo segunda
ordem.
1 1
-0 :(q “a) K,(t-t.): (o) equacdo de PSO
e t /t e t /0
integrada.

Aplicando as mesmas condic¢des iniciais da equacao anterior-sbt@m
equacao que serd igdda para estudar este mecanismo (7):

:1+it

t
q kg q @

Y2yst obtemos como coeficiente angulaeq

Plotandese um grafico b
como coeficiente lineark

O modelo cinético mais apropriado serd avaliado pelos modelos das
equacdes linearizadasilizando o coeficiente de correlacdd Rara

julgar a adequacéo de cada um. De posse dos valores de, kée q
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possivel obter a velocidade de adsorcao inicial, h, por meio da equacéo

(8):
h= k-CIeZ ®

4.4.3. Isotermas de adsorcdo

As isotermas descrevem quantitativamente o fenémeno de
adsorcdo. Os resultados nos fornecem a quantidade do azul de metileno
gue é adsorvido por unidade de massa das melaninas e a concentracédo
do corante em solucdo no equilibrio a uma temperatura constarge. Doi
modelos matematicos foram utilizados neste trabalho para relacionar a
capacidade de adsorcéo e a concentracdo final do adsorvato. S&o eles a
Isoterma de Langmuir que suporta a teoria de que a superficie do
adsorvente é uniforme com sitios de adsorcaaisgé equacao em sua
forma linearizada que descreve esse processo é apresentada (9) a seguir:

C, 1 1
— = +—C,; (9)onde:
qe KLqm qm

C. e ¢ sao, respectivamente, a concentracado do azul de metileno
na solucdo em mgle a quantidade adsorvida em ng.g., é a
capacidade méxima de adsorcdo em theegK, é a constante de
Langmuir em mgL.™. O coeficiente angular da curva/G vs C. nos
fornece ¢ e o linear K.

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

logq, =logK. +b logC, (10) onde:



63

C. e ¢ sao, respectivamente, a concentracdo dbde metileno
na solucdo em mg™ e aquantidade adsorvida em ngf e b e Ke sé&o
as constantes de Freundlich. Os valoresgdeabiam entre 0 e 1, sendo
que, quanto mais heterogénea a superficie, mais o valor- de b
aproximara de zero.

O dultimo modelo utilizado neste trabalho é a isoteroe
DubininrRadushkevichi DR, que é aplicado para avaliar se o
mecanismo de adsorcdo € de natureza fisica ou quimicana lfoear
da isoterma de IR éapresentada na equacao 11:

In qe =In O - kez;(ll)onde:

Om € @ S80, respectivamente, a ceidade maxima de adsorcéo
em mg.L* e a quantidade adsorvida em niegk é a constante de®,
e eé descrito na equacao 12:

; (12) onde:

e= RTIN(1+-2)
Ce

R é a constante dos gases, 8,314"J6l", T é a temperatura em
escaeh1 absoluta e Ce é a concentracdo do azul de metileno na solugédo em
mg.L".

A partir da equacdo de-R é possivel obter a energia livre de
adsorcéo, E, que descreve a energia envolvida na adsor¢cdo de um mol de
soluto em solucdo na superficie do adsorvehtenergia € calculada a
partir da equagédo 13:

E

1
= \/@ ; (13)onde:
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E é a energia envolvida na adsor¢éo e k é a constante de DR.

Os resultados de E definem se o processo de adsor¢ao € quimico
ou fisico, sendo que para valores inferiodles8 kJ.moll, indica um
processo fisico, em contrapartida valores acima de 8kl.rimalicam
que o processo € quimico.

Experimentalmente, colocese uma massa de 5 mg de cada
melanina em 10mL de solucdes contendo concentragbes de azul de
metileno variandentre 10 e 100 mgl, ajustado para o valor de pH
ideal, em frascos fechados por 24 horas sob agitagdo constante e em
auséncia da luz. Apds esse tempo centrifegplas amostras e o
sobrenadante analisado por W6 em 664 nm.

4.5. Métodos de Caracterdacéo
4.5.1. Analise Elementar

As analises dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
enxofre foram realizadas em um analisador elementar modelo Flash EA
1112 series CHN® Marca: Thermo Electron Corporation no
Laboratério de Anadlise e Caractega@ 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
espectrometro Jasco FFHR00 no Laboratério de Materiais do Aéel
de ConservacaRestauracdo de Bens Culturais MOVieiSTECOR da
Fundacdo 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 TGAO, marca Shimadzu, no Departamento
de Quimica da UFSC. Amostras contendo cerca de 10 mg foram
aquecidas e submetidas a analise em um intervalo de temperatura
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variando de 100 até 700 €om uma taxa de variagdo entr& £/min
dependendo da amostra.

4.5.4.Microscopia Eletrbnica de Varredura

O estudo morfolégico das melaninas modificadas, bem como seus
complexos foi realizado utilizando MEV em um equipamento
marca/modelo JEOL JSM390LV no Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica da UFSC.

4.5.5. Cromatografia Liquida com detector Espectrébmetro de
Massas

As andlises de aminoacidos residuais nas trés melaninas
sintetizadas foram realizadas por-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 mofail constituidade acido férmico
0,1% e metanol, utilizando os modos de gradiente linear e isocratico,
como segue: 10 min a 25% de acido férmico 0,1%, de 25 a 90% de
acido férmico 0,1% em 20 min, 15 min7&% de acido férmico 0,1%.
Taxa de fluxo da fase movel: 100 uL/min. Em todas as analises, o
volume injetado foi 2,0 uL e o tempo total de analise 35 min, com pré
condicionamento de 10 min.

O cromatdgrafo 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 o modo negativo
de ionizacdo com os seguintes parametros da fonte: a interfaggrdgn
foi mantida em 350°C e voltagem do dgpray 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 potenciostgjalvanostato modelo PAR
VersaSTAT 3 com trés eletrodos: trabalhcarbono vitreo, referéncia
Ag'/AgCl, eletrodo auxiliafi fio de platina. Todas as analises foram
realizadas em solucdo aquosa utilizando cloreto désgio como
eletrélito suporte, sob atmosfera de nitrogénio a temperatura ambiente.
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4.5.7. Titulagdo Potenciométrica

As titulagBes potenciométricas foram realizadas em solugéo
aquosa contendo 50 mg de cada melanina, solubilizadas em 30 mL de
agua bidestada 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 solucBes permaneceram em uma célula termostatizada a
25°C e atmosfera inerte com forgca i6nica 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 vddopH foi
ajustado para 10 minutos. As constantes dos equilibrios iBasto/
presentes em cada melanfoeam calculadas com a ajuda do programa
Best7® e as respectivas curvas de distribuicdo das interacdes foram
desenhadas com o programa Spéties

Apés a obtencdo das constantes de acidez dos grupamentos
presentes nas melaninas, foram conduzidos os 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. Titulacdo Espectrofotométrica

As titulacbes espectrofotométricas foram realizadas em solucdes
contendo 3mg L' de cada melanina e solubildas em solucdes
aquosas com valores de pH variando entre 7 e 14,5. Caletou
espectros para cada solugdo na regido entre 200 e 500nm em um
Espectrofotdmetro Varian, modelo Cary 50Bio no Laboratério de
Bioinorgéanica e CristalografiaUFSC.

4.5.9. Espectometria de energia dispersiva de RaieX

Também chamada de microasalipor energia dispersiveEDS,
consiste na incidéncia de um feixe de elétrons sobre o complexo
metalico, os elétrons mais externos dos atomos e 0s ions constituintes
sdo excitados, ndando de niveis energéticos. Ao retornarem para sua
posicdo inicial, liberam a energia adquiridpe € emitida em
comprimento de onda no espectro de raiogm detector instalado na
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camara de vacuo do MEV mede a energia associada a esse' elétron
expeimento foi realizado paralelamente com o de microscopia
eletrbnica de varredura citado no item 4.5.4.

4.5.10. Calculos Teoricos

Os calculos tetricos dos possiveis dimeros presentes em cada
melanina e seus respectivos espectros vibracionais, foramadesliz
empregando a Teoria do Funcional da Densidade e correlagdo de troca
funcional BP86>*° em conjunto com a base TZ{¥POs calculos foram
realizados utilizando o programa Gaussi&h030 trabalho foi
desenvolvido nas dependéncias do Grupo de EstriEleadnica
Molecular do departamento de Quimica da UFSC, sob orientacdo do
Prof. Dr. Giovanni Finoto Caramori e no Laboratério de Fotoquimica
Moleculari LFQM da Universidade Federal Fluminense sob orientagéo
do Prof. Dr. Fabio da Silva Miranda.

4.5.11. Bpalhamento de Raio a baixos angulos SAXS

As andlises de SAXS foram realizadas no Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron em Campinds Sdo Paulo. Foram utilizadas as
respectivas condi¢des operacionais: 0,59 metros de distancia da amostra
para detectg fonte sincrotron de rai®é monocromaticos com féton
8.0keV de energia correspondente ao comprimento de onda de raios
1.4 A. As amostras foram medidas em tubos de quartzo capilares
cilindricos com um diametro interno de 1 mm.

4.5.12. Determinacdo daacidez total e carboxilica pelo
método de Schnitzer e Gupta

O método da determinacdo da acidez de Schnitzer e Gupta é
utilizado, originalmente, para deteccao da acidez total e carboxilica de
substancias humic¥s Proposto em 1965 é utilizado até RojeAs
substancias humicas 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 reacgfes distintag, pana determinacdo da
acidez total e outra para determinacdo da acidez carboxilica, sendo a
acidez fendlica obtida pela diferenca entre as duas. Essa mesma
metodologia sera aplicada para as melaninas na tentativa de correlagcéo
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com os dados de titulacaotponciométrica, e os dois experimentos serédo
descritos a seguir:

4.5.12.1. Determinacao da acidez total

A determinacdo da acidez total consiste na reacdo da melanina
com excesso de hidroxido de bario que reagira tanto com os
grupamentos carboxilicoshbem como com as quinofminas e
catecolatos, como mostrado na reacao a segulir:

2 AH + Ba(OH)YC BaA, + 2 H,0

A solugdo permanece sob agitacdo constante por 24 horas e com
atmosfera inerte. A suspensao formada é filtrada e lavada ¢@m H
bidestilada e fevida, sendo o filtrado titulado com HCI 0,1M até a
viragem. O mesmo volume de Ba(QH}ilizado para reacéo tambhém é
utilizado no branco. A diferenca entre os volumes de &cido gastos na
titulacdo do excesso de Ba(QH)o branco e da amostra,
respectivamete, é utilizada no calculo da acidez total das melaninas.

4.5.12.2. Determinagéo da acidez carboxilica

Analogamente ao experimento anterior, a determinacédo da acidez
carboxilica consiste na rea¢gédo das melaninas com uma solugao contendo
excesso de acetatle calcio segundo a reacao:

2 RCOOH + (CHCOO)CaC (R-COO),Ca + 2 CHCOOH

A solugdo permanece em agitacdo durante 24 horas, sob
atmosfera inerte e a suspenséo é filtrada e lavada com agua bidestilada e
fervida. O filtrado, entéo, é titulado com®ld até a viragem. O mesmo
volume de acetato de célcio adicionado a solu¢éo 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 daselaninas.
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Como citado anteriormente, o resultado entre a diferenca da
acidez total e a acidez carboxilica resultara na acidez fendlica,
representando os grupamentos catecolatos presentes nas melaninas.

4.6. Citotoxicidade

As células NIH/3T3 foram seradas em placas de crescimento e,
na sequénciaforam adicionadas solucbes aquosas das melaninas
modificadas, cyDOPA, serDOPA e thrDOPA em concentracdes
variando entre 2600mmol L. As células foram tratadas durante 24 h.
ApoOs a incubacias célulasoram lavadas an meio de cultura fresco
e 5 mgmL™ de MTT foi adicionado, seguido por incubacdo durante 2
horas a 37°CO precipitado formatado foi dissolvido em 160 de
DMSO e a absorvancia foi medida a 5dif, utilizando um micro
sistemade leitor de microplacasBiotekelx 800 todos os experimentos
foram feitos em triplicata. Esses ensaios foram realizados no
Laboratdrio de Nanobiotecnologia do Centro de Ciéncias da Saude da
UFSC, sob orientacdo da Profa. Drania Beatriz Creczynski Pasa.

4.7. Atividade Antioxidante

4.7.1. Captura de radicais livres utilizando DPPH

O ensaio para a determinacéo da atividade antioxidante utilizando
o radical livre DPPH (2;8lifenil-picril-hidrazil) baseigse no método
descrito por Bouchet e colaboradéfesomalgumas modificacdes.

Uma solucdo metandlica de DPPH 0,004% foi preparada
momentos antes do uso. A mistura de 2 mL de solu¢cdo de DPPH com 1
mL de solugédo de cada composto em concentracdes variando entre 10
50 ug.mL* é agitada e ap6s 30 minutos, é feitaleitura em um
espectrofotbmetro a 517 nm, comparasdoesta leitura a um branco
gue consistem em umaolucao de DPPH na auséncia de amostra. A
percentagem de atividade antioxidante é dada pela formula @gad
Ao) x 100, onde, Ao e Ai correspondenabsorvancia da solucdo na
auséncia e presenca do composto. O gréfico da % de decréscimo na
absorvancia do DPPH em funcédo da emtracdo do composto fornece
a ECso, a concentracdo de amostra necessdaria para causar 50% de
atividade antioxidante.
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4.7.2. Deerminacédo do poder redutor

O ensaio para a analise da atividade antioxidante através da
determinacao do potencial redutor bassiano método de Price &
Butler, proposto por Waterman e colaborad®res

Em 100 pL dos compostos na concentracéo de ML ™" sdo
adicionados 8,5 mL de agua deionizada. Adicies@osteriormente
1,0 mL da solucdo de Fe{,1 mol L e apos 3 minutos 1,0 mL da
solucdo de ferricianeto de potassio 0,008 L. Apés 15 minutos, é
realizada a leitura da absorvancia da solug@oespectrofotdmetro a
720 nm. O aparecimento da cor azul da Prassia é indicativo de potencial
redutor. A analise deve ser feita em triplicata. Como branco, € utilizada
uma solucdo preparada conforme o procedimento acima, sem a adi¢ao
da amostra. Fage una curva de calibracéo utilizando solucdes padrbes
de &cido ascorbico. O potencial redutor das amostras é expresso em mg
de acido ascorbico por g de amostra.

4.7.3. Capacidade Antioxidante total

As capacidades antioxidantes totais foram avaliadas petmmét
do fosfomolibdénio. Para 0,1 mL de varias concentracdes de compostos,
1 mL da solucdo reagente de acido sulfrico (0,6 M) fosfato de
sédio 28 mM e molibidato de aména 4 mM foram adicionados e
incubouse a 95° C durante 90 min. Apés resfriatoeaté a temperatura
ambiente, a absorvancia foi medida a 695 nm. A atividade antioxidante
foi expressa como o nimero de equivalentes de acido ascarbico

4.7.4. Ensaios de quelacédo pelo ion Fe(ll)

Solucdes dos compostos (L) em diferentes concent@es
foram misturadas de forma homogénea com §0F-eC}h (2 mmol L
Y, e adicionotse 0,2 mL de solucao ferrozinarBnol L'Y). As misturas
foram agitadas e deixadas em repouso a temperatura ambiente durante
20 min, os valores de absorvancig{Ard das misturas foi medida em
562 nm. Metanol foi utilizada como solugcdo de controle, como em
branco (Awmncg € NaEDTA foi usado como controle positivo. A
porcengaegem de quelacao pelo {0A" k&) = 100 X [(Avancol Aamostrd /
Abranct]) .
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5. Resultadose discussao

5.1. Resultados e discuss@oCaracterizacao, citotoxicidade e
atividade antioxidante de DOP#nelaninas modificadas com
aminoacidos

5.1.1. Analise elementar

As quantidades de carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre e
oxigénio presentes na&ysDOPA, sefDOPA e thfDOPA estédo
presentes na Tabela 1. Pesde observar quantidades semelhantes nos
teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio em ambas melaninas.
Entretanto, a quantidade de oxigénio presente ndORA é menor
devido a presenca doafymento que possui 0 anel heterociclico com
enxofre e ndo com oxigénio como mostrado na Figura 6. Espaeula
gue o restante do oxigénio presente nali®PA é todo da contribuicdo
dos grupamentos acidos carboxilicos, quiriomaas e catecois, sendo
que ras seiDOPA e thrDOPA 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 458 43 7,7 160 26,2
ser- DOPA 491 38 7,7 - 394
thr - DOPA 445 3,8 7,6 - 441

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

A Tabela 2 apresenta uma comparacdo entre a composicao
elementar de melaninas encontradas na literata®s,sttetizadas neste
trabalho.
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Tabela 2.Composicdo elementar das melaninas modificadas com
aminodcidos preparadas neste trabalho e comparadas com outras da
literatura”.

Melanina Composicao elementar / 4tomos de N
serDOPA C7.43H6.90N104.47
cysDOPA C12.04H15.8N251.006.78
thr-DOPA Ce.88H6.09N10s.09
dopamelanina C75He.78N104.72
melanina DHI C7.78H6.0N103.96
melanina DHI + Cs.0dH6.49N10s 15
DHICA
Melanina DHICA Cgl4j_H7_g4N106_76
pheomelaninaintética Ci1.212.0N2S0 9506 37
Melaninaderivada de C11.5H13.0dN2S0.9506 17
cisteinildopa
Melanina de animais C7.61H5.79N 106 50

marinhos (sépia)

Podese observar na Tabela 2, que as quantidades de enxofre presente na
cysDOPA sdo condizentes com apheomelaninas sintéticas
encontradas na ditatura e as quantidades dos outros elementos é
proporcional a melaninas sintetizadas com o precursor DHI e DHICA, e
ainda extraida de animais marinhiossépia melanina. Sendo assim,
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nossa proposta estrutural € condizente com a analise elementar e ainda
com outros tipos de melaninas presentes na literatura.

5.1.2. Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho do precursor seriizOPA e do
produto seDOPA estdo apresentados na Figura 10. Os espectros do
aminoécido serina é muito setmshte ao do IDOPA, tendo em vista
que o Uultimo é derivado do aminoacido tirosina, apresentando
caracteristicas tipicas desses aminoatiddsO produto seDOPA
apresenta bandas caracteristicas em 34 Tehativo aos estiramentos
& €H, 1620cnTrelatv o aos estiramentos &C=
ombros em 1520cthat r i bu2 das ao 0C-=-thinae t
1052cm'r el ati vo aosO.estiramentos &C
A grande diferenca entre os precursores é visivel quando comparado
com os aminodacidos livres, ertarto, vale destacar as principais
mudancas espectrais. A banda fina em 3484er@406critrelativo aos
est i r amd datserina edDOPA livres ndo é mais observada no
espectro da melanina, onde pageencontrar uma banda alargada com
méaximo em 1407cthr e f e r e n t-He dosa grupameén®s Acidos
carboxilicos e catecdis. Ainda obsess o deslocamento da banda da
carbonila presente nos precursores de 1628em661crit da serina e
L-DOPA para 1620cthno produto. Esse deslocamento espectroscépico
paramaiores niumeros de onda pode estar associado ao menor grau de
liberdade do grupamento carboxilico presente no produto final. Por
tltimo, citamos a auséncia da banda em 2045cre f er e nHd® a o
aminodcido livre, comprovando a existéncia do nosso podam
impurezas de serifia

)
a
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Figura 10. Espectros de infravermelho dos precursores serid)RA
e do produto seDOPA.

A Figura 11 apresenta os espectros da cisteina puraPDdaPiA
e do produto cy®OPA. Assim como a sdDOPA, observarse as
bandas caracteristicas dos grupamentos doadores majoritarios. Bandas
em 3418cit r el ati vas a o-H, e@lfciirelative aos 0 & O
estiramentos 3C=0 atei vboOdes -Oestiranm
caracterizam o0s grupamentos catecol, &ciddosdlico e quinona
imina. Outro detalhe importante é a presenca de uma possivel carbonila
diferente com estiramento em 1715citribuida possivelmente a um
acido carboxilico ligado ao anel quinolinico contendo enxofre como
heteroatomo. Destacs tambéno deslocamento em torno de 40tda
banda relQtdewa daoo adCGGobreposi-S«o com
que sdo caracteristicos nesta regido do espectro

As diferencas espectrais dos precursores para o produto final sdo
semelhantes aos discutidosaitrmente para a s&fOPA, observae
uma banda larga em 1619¢muando comparado com a cisteina e-o L



75

DOPA e também o deslocamento da banda da carbonila caracterizando
um ambiente com menores graus de liberdade e maiores forcas
intermoleculares entre asigdmeros.

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 precursarsteina L-
DOPA e do produto cyDOPA.

A Figura 12 apresenta 0s espectros dos precursores treonina, L
DOPA e do produto tRDOPA. Este Ultimo apresentando bandas
caracteisticas em 3414, 1626 e 1062tme | ati vo aos est
H, & C = O-O eespectivainente caracterizando 0s grupamentos
majoritarios. Também apresenta uma banda fraca em 296@dbuido
ao est i rtanmetlénitopreserle nesta melanina. Anafogate,
nas outras melaninas modificadas obsergana auséncia das bandas
peculiares dos precursores treoninalBQ@QPA caracterizando o produto
formado. A formagdo de uma banda larga com méximo em 3414cm
também é observada além do deslocamento da bandarbonila de
1635cm para a treonina livre e 1626¢rpara a tDOPA.
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Figura 12. Espectros de infravermelho dos precursdresnina L-
DOPA e do produto tADOPA.

Os espectros das trés melaninas para melhor comparagéo estao
apreserddos na Figura 13. E possivel observar nos trés espantens
banda em 2926m*at r i bu? da a o dessarbomoscore nt o s
hibridizac&o sppresentes na estrutura (anel de 6 memibiigura 6 ),
comprovando assim a presenca deste fragmento na estrutura oligomérica
da melanina.

A atribuicdo das bandas relativas as melaninasdi¢ de suma
importadncia para posterior caracterizacdo dos seus respectivos
complexos, e a atribuicdo de qual grupamento se coordena com o centro
metalico, além da caracterizagédo de alguns dos seus grupamentos.
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Figura 13. Espectros deinfravermelho das trés DOP#elaninas
sintéticas modificadas com aminoacidos:-DY3PA, sefDOPA e thr
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5.1.3. Analise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas e suas respectivas derivadas séo
apresentadas nas Figuras 14 e 15 ptispenente. A analise
termogravimétrica é a melhor ferramenta na tentativa de caracterizar
alguns grupamentos presentes nas melaninas, mesmo sabendo que a
melanina é termicamente est&¢ePodemos observar na Figura 14 que
a setDOPA e a tHDOPA séo ternicamente estaveis perdendo metade
da sua massa em temperaturas maiores d¥C75@sultados esses de
acordo com termogramas da da DGRAlanina pura sem modificagdo
com aminoaciddd. Entretanto, a cyPOPA apresenta uma perda de
massa maior que as outdisgas melaninas sintetizadas neste trabalho.

100 H

> ser-DOPA

-

80

60

% massa

thr-DOPA

40

' ) ' I ' 1 ' 1
0 200 400 600 800
T/°C

Figura 14. Termogramas das melaninas sintéticas.

Entre 33 e 21 a cysDOPA apresenta uma pequena perda de
massa, correspondente a 2,44% da inicial, entretan®56hC ocorre
uma brusca perdde massa que atribuimos aos grupamentos contendo
enxofre como heteroatomo e aos grupamentos tidis, esses podem
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proporcionar uma menor interagcdo intramolecular entre os oligdmeros
gque consequentemente estdo mais suscetiveis a sofrerem decomposicao
térmica.
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Figura 15. Derivadas dm/dT dos termogramas das melaninas sintéticas.

Prado e colaboradofésrealizaram estudos semelhantes com
substancias himicas, que possuem estrutura semelhante as melaninas, €
obtiveram o mesmo perfil de termograng,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, podese atribuir aperdas de massa até 4@aos grupamentos
iminicos e catecais.
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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. Observee que a sdDOPA, cysDOPA e thrDOPA
apregntam 40,86; 33,26 e 38,36% de formacdo de residuo apds a

andlise. Conclsse que mesmo em altas temperaturas existe certa

estabilidade térmica de ambos os produtos.

Tabela 3. Resumo dos percentuais de @erd d e

mas s a

de

cada mel anina nos interval os

Melanina pT °C) om ( %)
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
MST LC-MS

Com o objetivo de verificar a pureza das trés melaninas cys
DOPA, setDOPA e hr-DOPA foi realizadoo experimento de L@AS
afim de identificar possiveiresiduos de aminoacidos cisteiserina e
treonina respectivamente. A Tabela 4 apresenta os parametros utilizados
para a realizacdo desta andlise.

Tabela 4.Massas monitoradasemergia de ionizac¢ao utilizada no
espectrémetro de massas

Analito  lon pai fon DP* EP* CEP* CE* CXP*
(m/2 guantitativo
(m/2
Cisteina 12284 759 16 75 10 15 4
Serina 105984 65 41 105 10 15 4
Treonina 120075 741 21 45 10 13 4

*DP i Potencial licial; EPT Potencial de Entrada; QEEnergia
de Colisdo; CER Potencial de colisdo; CXPPotencial de colisdo na
saida da célula.

Os resultados das analises cromatograficas revelaram que todas as
amostras analisadas estdo livres de aminoacidos residumienciando
a pureza das trés melaninas sintetizadas em relacdo aos precursores
utilizados.

A motivac@o para realizagdo desta andlise foram os resultados
obtidos por titulagdo potenciométrica, sessédo 5.1.7, onde na curva de
titulacdo da cy®DOPA obsevouse um tampdo em valores de pH
préximos de 8 onde ficese em divida quanto a presenca de cisteina
livre, referente ao equilibrio acidmase do tiol presente em sua estrutura
com pKa semelhante em torno d& & importancia da comprovacao da
ausénciade aminoéacidos 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 Eletrdnica de Varredura

A técnica de microscopia eletronica ieredura é utilizada com
frequéncia para a verificacdo da morfologia de melanitaato naturais,
quanto sintéticd$**°. As micrografias da melanina sBOPA com 85,

750, 2000 e 15000 vezes de aumento sdo apresentadas na Figura 16a.
Observase a 85 gzes de aumento que os fragmentos apresesgam
com valores entre 260000um, e ainda com caracteristicas amorfas em
toda sua extensdo comprovado pelas micrografias com aumentos
maiores. Diferentemente da €2OPA, a melanina modificada com
cisteina, cyDOPA, apresenta particulas um pouco menores quando
observadas a 85 vezes de aumento e observaa Figura 16b, o
fragmento variando entre 20 e 200um. As micrografias com maiores
aumentos apresentam camada lateral variando de 20 a 40um em uma
estrutura amda. 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 tHDOPA apresenta pecutidades morfoldgicas
diferentes das outras melaninas como pode ser observado na Figura 16c¢.
Com um aumento de 85 vezes pseeobservar que os fragmentos sdo
menos uniformes com valores de tamanho variando entre 100 e 200um e
nos aumentos de 2 e 15mil vezebservase uma estrutura mais amorfa
gquando comparado com as duas melaninas, supostamente organizada em
camadas, fendmeno esse inédito até o momento. Essecqglze pela
caracteristica da molécula de treonina utilizada como modificante e
ainda observaral a possivel estrutura da 4DOPA, as forcas
intermoleculares existentes entre os oligbmeros seja muito menor
guando comparado com a-$¥DPA e cysDOPA e por existir pequena
interacdo pode afetar a sua morfologia tornando a estrutura menos
organizada quas demais.
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Figura 16a.Imagens de MEV da melanina €e®PA com 85, 750, 2000 e 15000 veze

aumento respectivamente.



