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Resumo

Peptideos sao sequéncias curtas de aminoacidos que tém atraido bastante atengao de-
vido a sua grande diversidade quimica, o que permite um vasto nimero de ligagoes e
arranjos diferentes baseados nessas moléculas. Outro aspecto interessante desses compos-
tos é a biocompatibilidade que nanomateriais peptidicos apresentam. Diversos trabalhos
tém demonstrado o crescimento de nanoestruturas peptidicas 1-D diretamente sobre subs-
tratos solidos quando estes sao convenientemente incubados sob uma atmosfera saturada
com vapor de solventes convencionais como, por exemplo, a dgua. Essa caracteristica
abre possibilidades para a producao de filmes peptidicos capazes de modular proprieda-
des fisico-quimicas de superficies com grande potencial para o desenvolvimento de bi-
ointerfaces. Nesse contexto, o entendimento das propriedades de molhabilidade desses
substratos, assim como das interagoes de superficie, sao cruciais para producao bioin-
terfaces com ampla aplicacao tecnoldgica. Neste trabalho, os peptideos Penetratina, um
pedago da proteina Antennapedia; TAT1, derivado do virus HIV; SV40, derivado do virus
vactolo que atinge macacos; e C105Y, derivado da alpha-1 anti-tripsina, sao usados para
produzir filmes nanoestruturados em substratos sélidos e analises detalhadas de angulo
de contato, AFM e dicroismo circular sao realizadas para obter-se informagoes sobre a
molhabilidade e intera¢oes moleculares na interface fluido/substrato, topologia e confor-
macao composicional. Medidas dinamicas do angulo de contato possibilitam o uso de um
modelo fisico no contexto da teoria cinético-molecular, que descreve fenémenos de molha-
bilidade em termos de dindmica estatistica. Com o presente estudo determinou-se como
sao as interagoes moleculares nos filmes peptidicos amorfos e nanestruturados, e as medi-
das revelaram que o aumento no angulo de contato de equilibrio nos filmes nanoestrurados

é devido entre outros fatores do aumento da rugosidade, como pode-se comprovar com as
medidas de AFM.

Palavras-chave: 1. Peptideo 2. Nanoestruturagao 3. Molhagem
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Abstract

Peptides are short sequences of amino acids that have attracted a lot of attention
because of the great chemical diversity, allowing a vast number of different arrangements
and bonds based on these molecules. Another interesting aspect is the biocompatibility
of these peptidic nanomaterials. Several studies have shown the growth of peptide subs-
trates when they are conveniently incubated under an atmosphere saturated with solvent
vapor such as water. This feature opens up possibilities for the production of peptide
compounds capable of modulating physicochemical properties of surface, with great po-
tential for the development of biointerfaces. In this context, the understanding of the
wettability properties of such substrates, as well as the surface interactions, are crucial to
produce biointerfaces with the broad technological application. In this work, the peptides
Penetratina, a piece of protein Antennapedia; TAT1, derived from the HIV virus; SV40,
derived from the vacuole virus that attacks monkeys; and C105Y, alpha-1 antitrypsin
derivatives, are used to produce nanostructured films on solid substrates and then con-
tact angle analysis, AFM and circular dichroism are performed to obtain information on
wettability and molecular interactions at the fluid /substrate interface, topology and con-
formation compositional. Dynamic contact angle measurements allow the use of a physical
model in the context of kinetic-molecular theory, which describes wettability phenomena
in terms of statistical dynamics. With the present study, the molecular interactions in
the amorphous and nanostructured peptide films were determined, and the measurements
showed that the increase in the equilibrium contact angle in the nanoestrurados films is

due, among other factors, to the increased roughness, as evidenced by the AFM measures.

Keywords: 1. Peptide. 2. Nanostructure. 3. Wetting
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INTRODUCAO

Desde a descoberta simultanea de Emil Fischer e Franz Hofmeister que aminoacidos em
peptideos [1], e consequentemente em proteinas, sdo conectados por ligagdes peptidicas,
as pesquisas relacionadas a peptideos vém crescendo consideravelmente. O ntmero de
publicagoes cientificas aumentou substancialmente nas tltimas décadas, de modo que a
criacao de novas revistas cientificas internacionais sobre esta area de pesquisa demonstra
esse notorio desenvolvimento. A maioria das publicacoes é relacionada ao isolamento,
sintese e determinacao da estrutura, mas uma grande parte é relacionada com a aplicagao
pratica e utilizagao desses materiais como uma ferramenta em pesquisa.

Um grande ntimero de fungoes fisiologicas e bioquimicas necessarias para a vida sao
influenciadas por peptideos. Peptideos sao fragmentos relativamente curtos de proteinas,
sendo constituidos por aminoacidos. Eles aparecem em uma série de macromoléculas
biolégicas, como neurotransmissores, hormoénios, enzimas, etc. Mais de uma centena de
peptideos tem funcgoes no sistema nervoso central e periférico, em processos imonologicos,
e no sistema cardiovascular. Peptideos atuam na comunicacao célula-célula sob a interacao
com receptores, e estao envolvidos em um vasto ntimero de processos bioquimicos.

Uma importante classe de peptideos é a dos peptideos penetrantes em células. Alguns
grupos de pesquisa os chamam de dominios de transducao de proteinas ou modelo de
peptideos anfipaticos. Esse material é formado por uma sequéncia curta de aminoécidos
e, como o nome sugere, apresenta a capacidade de penetrar e alcancar o interior de células.
Essa caracteristica torna os peptideos uma ferramenta promissora para a entrega tanto de
moléculas biologicamente ativas, quanto no desenvolvimento de farmacos mais eficientes.
Um bom exemplo para aplicacao de peptideos penetrates em células é no tratamento
do globo ocular [2]. Isto porque o tecido do olho apresenta uma resisténcia natural a
absorcao de substancias, dificultando seu tratamento e forcando a utilizacao de métodos
mais invasivos para tal. Nesse contexto, ha trabalhos publicados em que demonstra-se
a eficiéncia do peptideo penetratina, um dos peptideos estudados no presente trabalho,
na superagao da barreira do tecido do globo ocular, tornando assim esse peptideo um
excelente candidado para utilizagdo como transportador [2].

Com avanco da pesquisa sobre peptideos, houve a necessidade de compreender a ar-
quitetura destes compostos. Gragas ao trabalho dos fisicos ingléses W. H. Bragg and W.

L. Bragg, que por meio da cristolografia de raio-X determinaram a estrutura do cloreto



2 1. INTRODUCAO

de soédio, diversos pesquisadores, com o uso dessa mesma técnica, conseguiram elucidar
a configuragao estrutural de diversos peptideos [3]. Outra técnica também bastante ttil
na analise da estrutura de peptideos é a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear,
esse método apresenta resultados satisfatorios para estudo de peptideos em solugao [1].
Diversas das caracteristicas de peptideos atraem atencao das mais distintas areas, mas
principalmente da farmacologia e das ciéncias médicas. Neste ambito, o presente trabalho
traz uma analise de como dar-se o processo de umedecimento em filmes peptidicos, tanto
amorfos quanto hidratados, buscando compreender como essa nanoestruturagao influencia
a dindmica das moléculas do fluido que entra em contato com o filme. E com o auxilio
de técnicas como dicroismo circular e AFM, obtém-se ainda mais informagoes sobre a

arquitetura desses filmes.

1.1 Histoérico

Em meados de 1930, quase nao havia rastreamento de peptideos em materiais naturais
e muito pouco dos peptideos artificiais, que interessavam apenas aos especialistas. Até
entao, as classes dos peptideos eram pouco conhecidas. A partir de 1950, é que percebeu-
se a importancia do papel dos peptideos nos processos biologicos dos seres vivos, de
modo particular, no do ser humano, o que acarretou os esfor¢os em desenvolver métodos
analiticos e cromatograficos para o estudo desses materiais [1].

O primeiro composto natural da classe dos aminoacidos, embora tenha sido reconhe-
cido como tal oitenta anos depois, foi a asparagina (figura 1.1), a qual foi cristalizada
de brotos de aspargos, em 1806, por Vauquelin e Robiquet [1]. Em 1899, mesmo com
os limitados métodos de investigagao, Emil Fischer (1852-1919) dedicou-se ao campo de
proteinas, que era evitado pela maioria dos quimicos. Entao, juntamente com E. Four-
neau (1872-1949), Fischer preparou o primeiro dipeptideo, a glicilglicina (Figura 1.2), por
hidrolise parcial da dicetopiperazina. Apenas em 1902, na décima quarta reuniao dos
Cientistas e Médicos Naturais Alemaes, em Karlsbad, foi que introduziram o nome "pep-
tideo". Nesse mesmo evento, o fisiologista e farmacologista Franz Hofmeister (1850-1922)
apresentou seu trabalho sobre estrutura de proteinas, que segundo ele, eram formadas por
longas correntes de a-aminoacidos, ligados uns ao outros por ligacoes amidas entre grupo
carboxilo e amino.

Hofmeister estudava sistematicamente o comportamento fisico-quimico de peptonas?
e proteinas. Fischer deu mencao ao trabalho de Hofmeister escrevendo: "Finalmente o
palestrante discutiu o acoplamento de aminoacidos em proteinas. A ideia de que gru-
pos acido-amino desempenham papel princiapal mais rapidamente vem & mente, como

Hofmeister também assumiu em sua palestra geral essa manha"[1].

!Eram classificados como peptonas, nutrientes contendo nitrogénio, essenciais para a vida
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1.1 Histoérico 3

Figura 1.1: Estrutura da asparagina

Fonte: Autor, 2018

Figura 1.2: Estrutura do dipeptideo glicilglicina

Fonte: Autor, 2018

A contribuicao mais importante de Fischer para a quimica dos peptideos pode ser a
insercao de cloretos de acidos graxos a-halogénio, no qual o dtomo de hologénio, apos
acoplamento a um componente amino, pode ser convertido em um grupo amino. Essa
estratégia permitiu a Fischer, em colaboragao com diversos laboratorios, a sintese de
cerca de 100 peptideos simples. Mesmo apds sua morte, varios de seus colaboradores

continuaram seus estudos sobre peptideos e conseguiram importantes avangos [3].

Emil Abderhalden (1877-1950) foi um dos mais fiéis associados de Fischer. Apos
graduar-se em medicina em Besel, mudou-se para Berlin para trabalha com Fischer, sendo
considerado como a mao bioquimica do laboratorio. No campo da quimica, Abderhalden
continuou a sintese de peptideos por meio do método Fischer, entretanto, conseguiu su-
perar o comprimento do octadecapeptideo, conhecido por possuir apenas um residuo de
L-leucina. Em colaboragao com Brockmann, demonstrou que a clivagem de ligagoes pep-
tidicas ocorrem com metanol/HCI mesmo a 60 °C, em 30min, e que o peptideo encurtado
glicilucina poderia ser sujeito a mesma operagao [1].

Outro importante associado de Fischer foi Hermann Leuchs (1879-1945), que fez dou-
torado com mesmo, e foi seu assistente até sua morte, em 1919. Leuchs observou, em
1906, que o cloreto de aminoacido N-etoxicarbonila da glicina, na perda de etilcloreto a

70 °C, era convertido em um composto que ao ser aquecido na presenca de pouca agua,
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4 1. INTRODUCAO

tornava-se insoliivel. Mais tarde, esse composto ficou conhecido como substancia de Leu-
chs (Leuchs’scher Korper) [1].

A principal contribuigao para o desenvolvimento da quimica de peptideos, ap6s a morte
de Fischer, foi feita por seu principal colaborador, Max Bergmann (1886-1944). Graduado
em quimica, em Berlin, Bergmann foi contratado como assistente de laboratério por Fis-
cher. Em 1926, Max descreveu um novo principio de sintese de peptideo, nomeadamente,

abertura do anel de azlactona por um aminoacido na presenca de um alcali.

Outro importante personagem para o avango na pesquisa sobre peptideo, foi Theodor
Curtius (1857-1928). Em seus estudos sobre glicina no laboratério de Adolf Baeyer em
Munique, Theodor criou a esterificacao de aminoacidos em etanol e acido cloridrico e
constatou a facil formacao de dicetopiperazina e ésteres de glicina poliméricos no aque-
cimento do éster etilico livre [1, 3]. Esteres de aminoacidos e dicetopiperazina viriam
a desempenhar papel de elevada destaque nos estudos de Emil Fischer. O empenho de
Curtius no estudo em compostos de diazo o traz para Erlangen, onde obtém a hidrazina,
HyN — NH,, um composto que mais tarde teve relevante importancia na quimica de
peptideos. Na quimica orgéanica, a degradacao de Curtius é conhecida como a decomposi-
¢ao de azidas 4cidas seguida pelo rearranjo das aminas produtoras de nitrene encurtadas
por um atomo de carbono [3]. Na quimica de peptideos essa reacao tenta ser evitada,
assim, azidas de aminoacidos sao frequentemente usadas como derivados de aminoacidos
catalisador para estabelecer uma ligacao peptidica com o segundo grupo amino de um
aminoacido ou um peptideo (ester). Este método de azida nao consegue remover o re-
siduo de benzoilo dos peptideos hipurilo ou o grupo acetilo dos peptideos aceturilo sem
destruicao das ligagoes peptidicas formadas pela sintese. O método de Curtius consegue
o alongamento de uma cadeia peptidica apenas por acoplamento na extremidade carbo-
xila, nos métodos atuais a construcao de peptides, de modo geral, é por acoplamento de
blocos ativados ao grupo amino. Sob a influénca de Fischer, Theodor Curtius extende seu
método para sintese de peptideos benzoilados contendo alanina e acido aspartico [1].

Desde a descoberta do primeiro peptideo, até os dias atuais, a avanco no estudo desses
materais cresceu de forma espetacular e, como consequéncia direta, aumentou também o
namero de aplicagoes. A Figura 1.3 [4] ilustra uma classificacao dos trabalhos publicados
sobre substancias polipeptidicas, onde nela nota-se que a principal utilizagao é no design de
drogas e que a maior parte dos esforgos esta na descoberta e caracterizacao desses materias.
Vale salientar que os artigos foram classificados pelo tépico principal do trabalho, mas
alguns foram incluidos em miltiplas categorias. Intimeros sao os trabalhos publicados
ilustrando a aplicagao de peptideos nos mais diversos aspectos como na melhoria da satde
mental [5], como agente anticancerigeno [6], e até mesmo na producdo de vacinas [7].

A sintese de novos peptideos sempre esteve condicionada & inovacao de métodos de
acoplamento, e isso é bem ilustrado pelo aumento no comprimento dos peptideos sintéticos

com o avango nesse campo de pesquisa. A Glutationa (Figura 1.4), um dos mais estudados
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1.1 Histoérico 5

Figura 1.3: Levantamento de publicacoes e classificacao por categorias. Os artigos foram
classificados pelo topico principal do trabalho, mas alguns foram incluidos em miiltiplas
categorias.
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e disseminados peptideos entre os que ocorrem naturalmente, foi observado pela primeira
vez em agentes redutores em fungos por Rey-Pailhade em 1888. Este peptideo foi isolado
do figado e musculos em 1921 por F. G. Hopkins e sintetizado pela primeira vez por
Harington e Mead em 1935. A sintese da glutationa foi o primeiro acontecimento que

chamou a atencdo dos quimicos para peptideos apos a era Fischer [8, 3.

Figura 1.4: Estrutura molecular da Glutationa

lellm

Fonte: Autor, 2018

Depois da ocitocina, o segundo principal homoénio da glandula pituitaria ¢ a vaso-
pressina, um peptideo com propriedades pressoricas e antidiuréticas, cujo sua isolagao
conseguiu ser obtida em forma pura. O primeiro a fazer a sintese da vasopressina foi du
Vigneaud em 1954, e mais tarde, por varios outros laboratorios, o que tornou possivel a

fabricagao desse peptideo e analogos para ser aplicado no controle de diabetes e inibidores
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6 1. INTRODUCAO

farmacologicamente relevantes [1].

Um outro tipo de peptideo que chama atengdo é a gramicidina S (Figura 1.5). A
natureza e sequéncia de aminoécidos desse ciclopeptideo foi determinada por Consden em
1946, com o auxilio da recém criada técnica de cromatografia em papel. A presenca de
ornitina, um aminoécido nao muito comum, foi uma supresa para os pesquisadores. Assim,

a gramicidina S tornou-se um dimero ciclico pentapeptideo, D-Phe-Pro-Val-Orn-Leu [3].

Figura 1.5: Estrutura molecular da gramicidina S
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Fonte: Pubchem, 2018 [9]

Técnicas como cristalografia por raio-X revelaram a arquitetuta de moléculas de di-
versas proteinas. Outras tantas analises, mostraram que proteinas sao macromoléculas
polipeptidicas. Por meio da ressonancia magnética obteve-se a informagao sobre a re-
signacao de muitos peptideos, e a partir da degradacao por etapas ou da derivagao de
fragmentos do DNA, foram reconhecidas as sequéncias de aminoéacidos (estruturas priméa-
rias) de inimeros peptideos [1].

Um dos primeiros a utilizar raios-X no estudo de aminoacidos e peptideos foi Robert
B. Corey, no Instituto de tecnologia em Pasadema. Nos primeiros anos da década de 1930,
Corey com R. W. G. Wyckoff investigaram ligagoes amidas e em 1938, determinaram as
dimensoes, distancias interatomicas e angulos de ligacao na mais simples dicetopipera-
zina, cyclo (Gly). Deste ponto em diante, a estrutura de vérios outros peptideos foram
analisadas a partir da cristolografia de raio-X [1].

Uma vez que a cristolografia de raios-X fornece informacoes sobre conformacao ape-
nas no estado soélido, para situagoes diferentes, tem-se a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), que desenvolveu-se de tal forma que tornou-se o método mais
utilizado para o estudo da conformacao de peptideos em solugao. A técnica de RMN
foi introduzida por Bloch e Purcell, ganhadores do prémio Nobel de 1952. Ja em 1957,

pesquisadores americanos descreveram o espectro da espectroscopia de ressonancia mag-
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1.2 Peptideos 7

nética de aminoacidos e peptideos, embora nessa época apenas alguns picos poderiam ser
atribuidos a elementos estruturais |1, 3].

Desde a sua primeira observagao, até os dias atuais, alguns milhares de trabalhos sobre
peptideos foram publicados, muitas das descobertas tiveram aplicagoes nas mais diversas
areas, por exemplo na de industria de farmacos, que move um montande consideravel
em dinheiro com produtos baseados nesses materiais. Apods tantos anos de pesquisa,
ainda ha muito o que fazer, e é nesse contexto que o presente trabalho traz sua singela
contribuicao, fazendo uma anéalise da interacao das moléculas de um fluido na superficie

de filmes peptidicos.

1.2 Peptideos

Peptideos sdo polimeros de aminoéacidos, conectados por ligagoes peptidicas (ligagoes
amidas) entre grupo carboxilo de um bloco de construc¢éo e o grupo amino do bloco se-
guinte [8]. Essa ligagao é formada pela remocao de elementos de agua tanto do grupo
carboxilo quanto do grupo amino. Cada aminoécido é formado por um grupo carboxilo,
um grupo amino e um hidrogénio todos ligados ao mesmo carbono. O que os difere sao
suas cadeias laterais ou grupos R (Figura 1.6). As caracteristicas desse grupo contri-
bui fundamentalmente no seu comportamento bioquimico [10]. Ha 20 aminoécidos mais
comuns (todos desses grupo sao conhecidos como a-aminoacidos), no entanto ha outros
menos comuns na natureza. Uma ligacao peptidica entre dois desses aminoacidos forma
um dipeptideo, a ligagao entre trés aminoacidos forma um tripeptideo, de maneira ana-
loga, trés ligagoes peptidicas unindo quatro aminoacidos forma um tetrapeptideo, e assim
sucessivamente. Portanto, peptideos diferem-se entre si pela quantidade e ordem de seus
constituintes, ou seja, um mesmo grupo de aminoécidos pode originar diferentes peptideos

simplesmente alterando a ordem em que sao ligados.

Figura 1.6: Estrutura geral de um aminoacido

@ COO~

@ &= Hgil—ﬁ)—H
R

Fonte: Cox et al., 2014 [11]

O residuo de aminoacido de um peptideo na extremidade com um a-amino livre é cha-

mado de aminoterminal e a outra extremidade com grupo a-carboxilo livre é denominado
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8 1. INTRODUCAO

carboxiterminal. Além da variedade de peptideos lineares ha também peptideos ciclicos,
macromoleculas que ocorrem em diferentes tamanhos de anel. Esses peptideos ciclicos sao
formados pela liga¢ao dos terminais amino e carboxilo de um peptideo linear [8|.
Peptideos podem ser distinguidos por seu modo de ionizacao. Os grupos a-amino e
a-carboxilo dos aminoécidos nao terminais s@o ligados covalentemente (ligagoes quimicas
em que ha o compartilhamento de um ou mais pares de elétrons entre os atomos), e
portanto nao se ionizam. Entretanto, os grupos R de alguns aminoéacidos, em um peptideo,

favorecem determinadas propriedades acidobésicas gerais da molécula.

Os peptideos sao nomeados com prefixos gregos como di-, tri-, tetra-, ... octa-, e etc.,
de acordo com o nimero de residuos aminoacidos que sao incorporados. Na situacao
em que o peptideo é muito longo, o prefixo grego pode ser trocado por um nimero, por
exemplo, um decapeptideo pode ser chamado de 10-peptideo. Formalmente, peptideos
que sao constituidos por menos que dez aminoécidos sao classificados como oligopeptideo
(do Grego oligos—poucos), enquanto que peptideos com 10-100 residuos aminoacidos sao
chamados de polipeptideos. Sob a 6tica da quimica, a diferenca entre polipeptideos e pro-
teina é ambigua. Polipeptideos tém massas moleculares abaixo de 10.000 g/mol, enquanto
as chamadas de proteinas apresentam massas moleculares mais elevadas. Convencional-
mente, para a nomeclatura, os peptideos sao considerados como aminoéacidos N-acilicos
(compostos ciclicos sem saturagdo, "N"indica que nao ha ligagdes duplas ou triplas), so-
mente os residos aminoécidos dos terminais carboxilos da cadeia peptidica mantém o
nome sem sufixo. Um forma de simplificar uma férmula peptidica é obtida do cédigo de
trés letras para aminoécidos. Sequéncias peptidicas lineares, de modo geral, sao escritas
horizontalmente, iniciando pela esquerda a partir do terminal amino e terminando a di-
reita com o terminal caboxilo. Quando nao ha nada anexado ao simbolo de trés letras,
isso indica que o grupo amino (sempre a esquerda) e o grupo carboxilo, sdo ambos sem
modificagdo, por exemplo, Ala — Ala = HyN — Ala — Ala — COOH. A Glutationa, um
peptideo bioquimicamente importante, usado no tratamento de glaucoma, catarata, asma
entre outros, compreende uma liga¢do a-peptidica e também uma ligacao y-peptidica [12].

Peptideos que ocorrem naturalmente possuem tamanhos variados, partindo de dois a
milhares de residuos de aminoédcidos. Até mesmo os menores peptideos podem desem-
penhar fungoes de grande importancia biologica [13|, como por exemplo, o dipeptideo
(Phe-Phe) formado pelo aminoacido Fenilalanina (Phe, F), que é um dos aminoécidos
essenciais ao ser humano (Figura 1.7).

Diversos peptideos biologicamente ativos, mesmo os curtos, manifestam seus efeitos
em baixas concentragoes, como ¢ o caso dos hormoénios de vertebrados [8]. Esses incluem a
tireotropina (Figura 1.8 (b)), com trés residuos aminoéacidos, que é formado no hipotalamo,
e a ocitocina (Figura 1.8 (a)), formada por nove residuos, secretada pela glandula neuro-
hipofise, que origina as contragoes uterinas [11]. Sistemas complexos de sinaliza¢ao por

hormonios e neurotransmissores formam a base da comunicacao bioquimica usada por
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Figura 1.7: Estrutura do dipeptideo Phe-Phe

Fonte: Autor, 2018

todos os organismos vivos para a coordenagao de suas atividades em qualquer nivel de
organizagao [8|. Peptideos e seu homologo mais elevado, a proteina, desempenham papéis
primordiais em todos os processos da célula viva, e mediam com eficacia e precisao o

comportamento quimico das células tanto no seu interior quanto exterior.

Figura 1.8: Estrutura da (a) ocitocina e do (b) tireotropina
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1.2.1 Peptideos Penetrantes de Células

Dentre as notaveis caracteristicas dos peptideos, alguns apresentam uma outra peculi-
aridade a qual sera dada atencao no presente topico, a capacidade de penetrar em células.
O interesse no campo da pesquisa de peptideos penetrante de células (PPC) cresceu con-
sideravelmente nas tltimas décadas, pois esse material é uma promissora ferramenta para
a liberacao de moléculas biologicamente ativas em células, e portanto desempenha um im-

portante papel no futuro do desenvolvimento de farmacos. PPC tem apresentado melhora
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na eficiéncia de entrega intracelular de diversas biomoléculas, como DNA plasmidial, PNA
(acido nucleico peptidico), proteinas e peptideos, e também nanoparticulas de lipossomos,
em células e tecidos em vitro e em vivo [15].

Os primeiros peptideos penetrantes de células foram obtidos de proteinas naturais e
que apresentam a capacidade de entrar em célula. Como exemplo, pode-se citar um dos
peptideos analisados no presente trabalho, a Penetratina, que foi descoberta em 1994 e
¢ um pedago da proteina Antennapedia (Figura 1.10), da mosca Drosophila. Mas ha
também peptideos penetrantes de células que sao conhecidos por CCPs nao naturais,
como o peptideo anfipatico, que nao provém de nenhuma proteina original.

De modo geral, ha alguma dificuldade em definir exatamente um peptideo como pe-
netrante de célula, devido a algumas incertezas na caracterizagao dos mecanismos de
deslocagao. Contudo, entende-se que CPP sdo peptideos relativamente curtos (5-40 ami-
noécidos), com a habilidade de penetrar a célula por meio de diversos artificios, incluindo
principalmente endocitose? e com a capacidade de promover a entrega intracelular de
conjugados de cargas bioativas covalentemente ou nao covalentemente conjugadas [8, 15|

(ver Figura 1.9).

Figura 1.9: Mecanismos de translocacao de peptideos em membranas. A depender do
tipo de peptideo, hé distintas interacoes desse material com a membrana.
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Fonte: GALDIERO et al., 2013 [16]

Leakage caused by
fibril aggregate

Na classe dos PPCs ha varios subgrupos que sao diferenciados pela origem ou sequén-
cia caracteristica do peptideo. A classificacao é uma forma de compreender os mecanismos
de funcionamento dos peptideos penetrantes de células como também suas conexoes, e de-

terminar se um dado peptideo faz parte desse grupo. A Tabela 1.1, exibe alguns exemplos
de PPCs.

2Endocitose é o processo de entrada de particulas na célula por meio de vesiculas chamadas endosso-
mos.
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Tabela 1.1: Familias de peptideos penetrantes de células

’ Familia H Nome e sequéncia \ Origem
Derivado de proteina || Penetratina, Antitrapedia homeopro-
RQIKIWFQNRRMKWKK- | teina de Drosophila
NH2
Tat (48-60), GRKKRRQR- | Virus da imunodeficiéncia
RRPPQ humana tipo 1 (HIV-1) Tat
Quimérico MPG, Um dominio hidrofébico da
GALFLGFLGAAGSTMGA-| seqiiéncia de fusao do HIV
cya gp4l e NLS do antigeno
SV40 T
Sintético MAP, KLALKLALKAL- | Peptideo anfipatico
KAALKLA

Fonte: Langel, 2011 [15]

Alguns autores sugerem que os peptideos penetrantes em células possuam um codigo,
um sinal que o sistema celular reconheca e entao, seja possivel a entrega transcelular.
Outras publicacoes sugerem que deva existir um equilibrio através da membrana celular,
onde nao é preciso nenhum sinal especial na célula. Outra possibilidade natural para a
papel dos PPCs, é baseado na similaridade estrutural com os peptideos da membrana
celular [15].

Dar-se-a atencao agora aos peptideos penetrantes de células que sao utilizados no
presente estudo, a Penetratina e o TAT. Como ja mencionado antes, PPCs conduzem
a internalizacdo de cargas hidrofilicas em células [15], o que é de grande valia para o
desenvolvimento de diversas substancias terapéuticas. Coincidentemente, os peptideos
penetrantes em células mais utilizados, Penetratita e TAT, sao derivados de proteinas
naturais. A Penetratina (Figura 1.10) é derivada da Homeoproteina Antennapedia e TAT

(Figura 1.11) do virus da imunodeficiéncia humana HIV Tat.

Figura 1.10: Imagem de penetratina em solucao bicelar obtida por espectroscopia de

NMR de solugao

Fonte: Protein data bank, 2018 [17]
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Figura 1.11: Estrutura do peptideo TAT
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O avango do preceito da impermeabilidade da membrana celular por moléculas hi-
drofilicas teve origem com o estudo dos reguladores transcricionais, TAT e Penetratina.
Em ambos peptideos é necessario verificar a atividade intracelular pura, e para isso, esses
compostos sao adicionados em meio extracelular. Os resultados foram surpreendentes, e
sugeriram a internalizacao por cultura celular, culminando no desenvolvimento dos pri-
meiros peptideos permeaveis em células e a procura da funcao biolégica da transducao de
proteinas [15].

A penetratina pode ser internalizada por mecanismos independentes de energia nas
temperaturas 4 °C e 37 °C, e com isso, tem acesso ao citoplasma e ao nucleo celular
onde é recuperada, aparentemente, sem degradagao [15]. Na penetratina ha residuos
hidrofébicos, em particular o triptofano, o que torna delicado o processo de translocacao®.

O HIV vem sendo extensivamente estudado desde a descoberta do gene essencial na
sua replicagao, dai deriva-se o interesse em um de seus fragmentos, o peptideo TAT. Uma
sequéncia curta de TAT, entre 32 a 62 aminoacidos, permite uma eficiente internalizacao
de um fragmento de anticorpos. Trabalhos publicados mostraram que a recombinacao de
proteinas como a (-galactosidase com o peptideo TAT, abrangendo o dominio do TAT
basico permitiu a compreensao em diversas linhas celulares. Observou-se também que a
absor¢ao do TAT com uma sequéncia mais longa ou TAT conjugado foi aumentada apos
uma biotinilagao® do TAT [18]. Portanto, peptideos penetrantes de células como o TAT
foram efetivamente utilizados para a entrega de carga bioativa em células e aplicagoes in

vivo.

1.3 Atividades funcionais de peptideos

Peptideos bioativos sao sequéncias curtas de aminoécidos com capacidade de desempe-

nhar algum papel biologicamente relevante. Nesse grupo, pode-se incluir exemplos como

3Translocacdo é movimento ou deslocacdo do peptideo dentro da célula
4Biotinilagdo é o processo de ligacdo de biotina, ou vitamina H, com uma proteina ou outras moléculas
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1.3 Atividades funcionais de peptideos 13

as sequéncias ja mencionadas, a Penetratina e a Ocitocina. Algumas doencas ou dis-
turbios que nao apresentam cura total podem ser amenizadas por meio da ingestao de
peptideos naturalmente presentes em diversos alimentos que apresentam caracteristicas
anti-proliferativas, anti-mutagénicas, anti-inflamatorias, anticancerigenas ou antioxidan-
tes, males que manisfestam-se em doencas como cancer e diabetes. Peptideos bioativos
podem ser gerados a partir de tecnologias de processamento de alimentos, como o uso
do calor ou alteracoes do pH. A fermentacgao do leite, por exemplo, é uma forma natural
de gerar peptideos bioativos [13]. Diversos alimentos, como cereais, ao passarem pelo
sistema digestivo podem ser fontes de obtencao de peptideos, e até mesmo o processo de
fabricacao de alimentos pode também gerar tais substancias, nesse caso, os componen-
tes bioativos sao ingeridos como parte dos alimentos. A tabela ilustra alguns peptideos

bioativos gerados a partir de proteinas de alimentos por hidrélise enzimatica® [13].

Tabela 1.2: Peptideos bioativos gerados a partir de proteinas de alimentos por Hidroélise
enzimatica

‘ Proteina H Protease® H Peptideo H Atividade ‘
Caseina Tripsina Phe-Phe-Val-Ala-Pro || Inibicao da ECA,
Imunomodulacao
Albumina de arroz Tripsina Gly-Tyr-Pro-Met-Tyr- || Contragao do ileo,
Pro-Leu-Pro-Arg Imunoestimulacao
Soja Proteinase S || Leu-Leu-Pro-His-His Antioxidante

Fonte: Hettiarachchy et al., 2012 [13]

Funcao Hormonal

Dentre os inimeros peptideos que ocorrem naturalmente, pode-se destacar os hormo-
nio peptidicos, que regulam fungoes biologicas importantes e alguns sao utilizados para
tratamento terapéutico. A Somatostatina é um hémonio peptidico ciclico (Figura 1.12),
formado por quatorze aminoacidos, que foi identificado como regulador do sistema endoé-
crino, e é liberado no sangue, nas fendas sinapticas e no espaco intracelular como resposta
a diversos estimulos [3]. A Somatostatina pode ser classificada como um horménio inibito-
tio, pois inibe a secrecao do hormonio do crescimento, do homonio estimulante da tiredide,
dos horménios gastrointestinais entre outros. Outros homonios peptidicos interessantes

sao as encefalinas (Figura 1.13), hormonios envolvidos na regulagao da dor nociceptiva’, e

5Uma hidrolise enzimatica consiste numa reagio quimica catalisada por uma enzima (uma hidrolase)
que utiliza dgua para quebrar uma molécula em duas outras moléculas.

"Nocicepcdo é o termo médico para a recepcdo de estimulos aversivos, transmissdo, modulacdo e
percepcgao de estimulos agressivos.
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14 1. INTRODUCAO

que faz parte de familas bem conhecidas de peptideos opidides®, que incluem encefalinas,
endorfinas e dinorfinas. A funcao biolégica de peptideos de encefalina incluem controle
da dor e analgesia. Estudos tentam aperfeicoar as propriedades da encefalina para me-
lhorar suas caracteristicas famacéuticas, e fornecer ferramentas para o desenvolvimento

de drogas baseadas em peptideos.

Figura 1.12: Estrutura da somatostatina

Fonte: Pubchem, 2018 [19]

Figura 1.13: Estrutura da encefalina

Fonte: Autor, 2018

Atividade quimioterapica

Embora a quimioterapia seja bastatante utilizada no tratamento de cancer, estudos sao

realizados afim de estabelecer a eficiéncia de farmacos no controle de células cancerigenas.

8Opioide é qualquer composto quimico psicoativo que produza efeitos farmacolégicos semelhantes aos
do 6pio.
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1.3 Atividades funcionais de peptideos 15

Nesse contexto, peptideos podem ser incorporados em multicomponentes para ministra-
¢ao de drogas direcionadas para células especificas. Quando comparada com anticorpos
monoclonal®, peptideos destacam-se pela sua capacidade de penetrar em membramas, o
que permite 6tima penetracao em tumores e tornando-o um material ideal para o uso
como transportador. A depender das propriedades associadas a um peptideo ou grupo de
peptideos, é possivel determinar a natureza da atividade funcional de cada peptideo [13].
Alguns apresentam uma predisposi¢ao natural para receptores em certas células cance-
rigenas, enquanto outros apresentam comportamento diferente. Mas para o tratamento
de cancer em seres humanos, peptideos sao uma excelente alternativa, podendo reduzir

alguns problemas que os métodos mais usuais apresentam.

Atividade enzimatica e o desenvolvimento de vacinas

Como era de se esperar, com os avangos no campo da pesquisa dos beneficios que pep-
tideos bioativos trazem a satide humana, despertou o interesse da industria pela producgao
desses materiais de diversas fontes. Mas a producao de peptideos em escala industrial é
limitada devido a auséncia de melhores tecnologias. Com isso, faz-se necessario inovagao
nas técnicas de modo a reter ou melhorar as atividades bioativas de peptideos em siste-
mas alimentares [13|. De modo geral, o uso de enzimas como biocatalisadores apresenta
vantagens como alta eficiéncia e especificidade, sendo um processo natural e o custo de
instrumentagao é bastante reduzido. Mesmo com essas limitagoes, é possivel produzir
remédios, como vacinas baseadas em peptideos, em uma quantidade apreciavel.

Vacinas baseadas em peptideos podem ser construidas a partir de uma subunidade de
um patoégeno, seja com um peptideo de ocorréncia natural ou sintético, o importante é
que esse material possua regioes com propriedades necesséarias para a funcao do patégeno
[8]. O objetivo dessa estratégia é uma vacina com uma estrutura minima que consista de
um antigeno bem definido e uma eficiente resposta imune especifica, reduzindo o méximo
possivel algum risco potencialmente perigoso. Os grupos Wiesmiiller e Jung, na década
de 90, produziram a primeira vacina totalmete sintética, essas substancias baseiam-se na
selecao de epitopos imunodominantes, constituindo-se de cerca de 15 residuos aminoa-
cidos. Um beneficio que o uso de peptideos sintéticos traz ¢ a flexibiliade de alteracao
na sequéncia dos aminoacidos, o que permite uma modificacao ou substituicao de um ou
dois residuos aminoacidos. Vacinas, mais recentes, baseadas em peptideos sao formadas
por coquitéis multipeptidicos, sintéticos ou hibridos, e combinado com outras terapias
apresentam bons resultados no tratamento de canceres como cancer de prostata, gastrite,
pancreatica e canceres de mama [20]. Diversas estratégias de vacinas vem sendo desen-
volvidas nos laboratorios, sendo os antigenos mais comuns os peptideos e as proteinas,

0

seguidos de células dendriticas'® e vacinas de DNA [20]. Vacinas baseadas em peptideos

9Anticorpo mais popular no tratamento de cancer.
10C¢lulas dendriticas sdo células do sistema imunolégico que tém a funcdo de capturar microorganismos

Instituto de Fisica - UFAL



16 1. INTRODUCAO

podem ser facilmente sintetizadas e armazenadas, o que chama ainda mais atencao para

utilizagao desses materiais.

Atividade de peptideos em doencgas degenerativas

Doencas degenerativas sao caracterizadas por progressiva deteriorizacao da estrutura
e fungao dos orgaos afetados, e seu controle e tratamento ainda é dificil. Doengas como
cancer, diabetes, mal de Parkinson, doenca de Alzheimer, osteoporose entre outras sao
consideradas degenerativas. Na busca de uma melhora dos tecidos e articula¢oes danifica-
das por essas doencas, peptideos de colageno'! foram testato na Asia e paises ocidentais, e
alguns casos estudados sugerem atividade benefica desses peptideos, ou seja, uma melhora
nas condigoes dos tecidos e articulagoes (ver Figura 1.14). Varias pesquisas demonstra-
ram que os peptideos derivados de alimentos possuem grande potencial para controle e

modulacao de doengas complicadas, como as degenerativas.

Figura 1.14: Estrutura do colageno, que é formado por trés cadeias polipeptidicas, cha-
madas cadeias a. Dependendo do processo enzimatico utilizado, sao gerados combinacoes
de peptideos com diferentes funcionalidades, como estimulagao otimizada de osteoblastos
NOS 0SSOS.

Fonte: Fratzl, 2008 [21]

O diagnéstico definitivo da doenca de Alzheimer, que é caracterizada pelo declinio
gradual de processos cognitivos, requer o acumulo extracelular de peptideos [-Amyloid
(Ap) (Figura 1.15) em placas senis do cortex cerebral [5]. Peptideos A sao polipeptideos
4-kDa [5] contendo uma sequéncia de 40 e 42 aminoacidos, estudos indicaram que o pep-
tideo AB com 42 aminoécidos é o tipo predominante nas acumulagoes neuropatolédgicas.
Essa aglomeragao de peptideos AS no cérebro, é um forte indicio de que esses peptideos
desempenham papel fundamental para o perfeito funcionamento deste orgao tao impor-
tante para os seres humanos. Os peptideos A apresentam-se como monoémeros, dimeros
e oligbmeros superiores, com agrupamentos protofibrilas e eventualmente fibrilas, em uma
conformacao de folhas dobradas, suas propriedades funcionais ainda nao sao totalmente
compreendidas, mas numerosos estudos identificaram fungoes neurotroficas, neurotdxicas

e fisiologicas.

prejudiciais ao organismo
HPpeptideos de Colageno sdo fragmentos protéicos produzidos por hidrélise enzimatica
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1.3 Atividades funcionais de peptideos 17

Figura 1.15: Estrutura do peptideo -Amyloid (Af).

Fonte: APExBIO, 2018 [22]

Peptideos tém atraido bastante atencao devido a sua grande diversidade quimica, o que
permite um vasto ntimero de ligacoes e arranjos diferentes. Nesse contexto, nos proximos
capitulos sera buscado o entendimento das propriedades de molhabilidade de substratos
peptidicos, assim como das interagoes de superficie, uma vez que esse conhecimento é

crucial para producao de biointerfaces com ampla aplicagao tecnoldgica.
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PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS
DE PEPTIDEOS

2.1 Primeira estrutura

Para a analise de qualquer composto peptidico, faz-se necessario que o mesmo esteja
o mais puro e homogéneo possivel, para que nao haja distor¢ao das informacgoes sobre a
estrutura obtida a partir de técnicas como cristalografia de raios-X. A estrutura organiza-
cional de proteinas pode ser considerada consistindo de quatro niveis, como representado
na Figura 2.1 [8]. A estrutura priméaria, compreende a sequéncia de aminoacidos conec-
tados sucessivamente por ligagoes peptidicas em uma mesma cadeia. A estrutura secun-
daria, é uma estrutura tridimensional local na armacao peptidica. A estrutura terciaria
é uma estrutura tridimensional, que é resultado das interagoes intermoleculares entre os
constituintes da estrutura secundaria. E por fim, a estrutura quaternéria, que esta rela-
cionada com o arranjo de duas ou mais cadeias polipeptidicas ligadas por interagoes nao

covalentes.
Figura 2.1: Estrutura organizacional de proteinas

Estrutura

(AETIE] Estrutura

Pro quaternaria
[Ala |
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ILys | Estrutura Estrutura

Thr secundaria terciaria
Asn

Val J
Lys ~q y ‘
Ala }

Ala ¢ !

T | s P~
Gly
Lys hélice
Val

Residuos de Cadeia polipeptidica Subunidades reunidas
aminoacidos

Fonte: Cox et al., 2014 [11]

Um passo necessario antes de iniciar a analise das sequéncias aminoacidas ¢ a de-

terminacao do nimero de diferentes cadeias peptidicas presentes no material estudado,
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2.2 Segunda estrutura 19

por analise dos residuos N-terminal (amino terminal) e/ou C-terminal (carboxi-terminal).
Essa nao é uma tarefa facil, pois os grupos amino e carboxilo podem estar quimicamente
bloqueados ou o material se tratar de um peptideo ciclico.

A analise do N-terminal pode ser efetuada tanto por métodos quimicos quanto enzi-
méticos [8]. Alguns métodos quimicos para bloqueio do N-terminal como arilsulfonagao,
carbamoilacao ou carboximetilacdo, e aminopeptidases' podem ser utilizados como uma
alternativa enzimética na analise do grupo amino terminal. A analise por liberagao enzi-
matica necessita da presenca de uma a-amina desbloqueada. O método quimico é baseado
na transformacao ou bloqueio da func¢ao a-amino do N-terminal, seguida por hidrolise,
separacao e caracterizagao do terminal aminoacido.

A analise do C-terminal nao ganhou tanta importancia quanto do N-terminal, mas
pode ser analisado tanto quimica quanto enzimaticamente. Usando método da hidrazina,
todos os aminoacidos com excessao os do C-terminal sao transformados em hidrazina
no tratamento de hidrazina anidra, com isso, apenas os aminoéacidos do C-terminal sao
langados como aminoacidos livres e podem ser identificados por cromatografia [8]|. Para
os peptideos no qual esse método é ineficiente, usa-se um método baseado no tratamento
do peptideo com tiocianato de amonio e anidrido acético.

Outra forma de separar cadeias peptidicas é por clivagem de ligacdes de dissulfureto?,
e no caso onde essas ligagoes estejam estabilizadas a conformacao nativa de peptideos
e proteinas é destruida. Ligagoes dissulfureto intra ou inter-cadeias podem ser clivadas
por reducdo ou oxidacao (Figura 2.2). Introduzida por Sanger, a oxidagao usando &cido
performico transforma todos os residuos de cisteina (Cys) em residuos de acido cisteico, e
apds mais alguns processos, a localizacao das liga¢oes de dissulfureto é determinada como
um passo final na anélise das sequéncias de aminoacidos.

De modo geral, para iniciar a analise da sequéncia de peptideos em uma cadeia faz-se
necessario conhecer o conjunto de aminoécidos que a compoe. Para isso, diversos métodos
quimicos e enzimaticos sao conhecidos, mas nenhum deles consegue resultados satisfatorios
sozinho. Uma analise eficiente da sequéncia requer que um fragmento da proteina seja
analisada, uma vez que a degradacao passo a passo é limitada a 40-80 residuos. Ou seja,
uma longa cadeia polipeptidica deve ser clivada em fragmentos adequados para anélise

passo a passo por métodos quimicos ou enzimaticos.

2.2 Segunda estrutura

A conformacao preferida de cadeias peptidicas sob condicoes fisiologicas é governada

pelas tor¢oes nos angulos ¢, ¥ e w que sao energeticamente favorecidas, ver Figura 2.3,

! Aminopeptidases sdo enzimas que catalisam a clivagem de aminoacidos do terminal amino (N-
terminal) de proteinas ou peptideos

2Ligacoes dissulfureto correspondem a ligacoes fracas que ocorrem entre 4tomos de enxofre presentes
em uma molécula.
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20 2. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE PEPTIDEOS

Figura 2.2: Estrutura organizacional de proteinas
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Fonte: Sewald et al., 2012 [§]

além de fatores de estabilizagao como ligacoes de hidrogénio. Numa cadeia peptidica, o
numero de possiveis conformacgoes na cadeia é restrito devido ao carater de ligacao dupla

parcial da ligacdo amida com uma barreira rotacional signifivativa [8|.

Figura 2.3: Angulos de tor¢éo ¢, ¥ e w de aminoacido em um peptideo.

Fonte: Sewald et al., 2012 8]

Grande parte dos elementos de estrutura secundaria sao estabilizados por multiplas
ligagoes de hidrogénio, e sao essas intimeras interagoes desse sistema conjugado que confe-
rem uma notavel estabilidade a estrutura. A ligacao de hidrogénio é formada basicamente
pelo grupo N H, doador de ligagoes de hidrogénio, e o &tomo de hidrogénio da carbonila,
que é receptor dessas jungoes de ligagoes peptidicas [8].

Dentre as conformacoes de segunda estrutura, a do tipo hélice possui uma ampla
incidéncia de ocorréncia. Essa estrutura consiste de elementos organizados em forma
de espiral e é estabilizada por ligacoes intramoleculares de hidrogénio alinhahadas em
paralelo com o eixo da hélice (Figura 2.4). Uma hélice é caracterizada por um nimero
bem definido de residuos aminoacidos por volta, pelo passo da hélice e o nimero de atomos

incorporados ao esqueleto. A estrutura helicoidal proporciona uma utilizacao otimizada
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das ligacoes de hidrogénio internas, de modo que todas as ligagoes peptidicas contribuam
em tais ligacoes de hidrogénio, mas a natureza da cadeia lateral dos aminoécidos ¢ de
fundamental importancia para a estabiliza¢do da hélice [11]. Estruturas em hélice sao
estruturas quirais, sendo possivel determinar o sentido do giro helicoidal (sentido horario
ou anti-horéario). A forma mais comum é a «-hélice, que foi proposta primeiramente
por Linus Pauling e Robert Corey baseados nas investigagoes a respeito dos padroes de

difragao de raios-X das a-queratina.

Figura 2.4: Estrutura helicoidal

) Carbono
(O Hidrogénio
© Oxigénio
@ Nitrogénio
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Fonte: Cox et al., 2014 [11]

Outro modelo possivel de conformacgao de estrutura secundaria é a [(-folha, que é
formada por ligacoes de hidrogénio de duas cadeias polipepticas vizinhas ou pelos dtomos
da mesma molécula (intracadeia). Essa estrutura assemelha-se com uma folha dobrada
em ziguezague, como mostra a Figura 2.5 [11]. A estrutura pode ser reconhecida como (-
folha paralela quando as cadeias estao alinhadas de forma paralela, e $-folha anti-paralela

na situagao contraria. Uma estrutura [-folha ideal é caracterizada por angulos ¢ e

medindo +180° [8].

Tanto a conformacao em hélice quanto a S-folha podem apresentar comportamento
anfifilico, ou seja, podem constituissem por partes hidrofébicas e hidrofilicas. Na hélice
anfifilica, um lado da hélice apresenta principalmente residuos hidrofébicos, enquanto o
outro lado é formado basicamente por residuos hidrofilicos. Determinadas localizagoes dos
residuos hidrofébicos e hidrofilicos dentro de uma sequéncia de aminoécidos estimulam a
formacao de hélices anfifilicas. As (-folhas anfifilicas s@o formadas por residuos polar e

apolar dispostos alternadamente [11].
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Figura 2.5: Estruturas -folha
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Fonte: Cox et al., 2014 [11]

2.3 Nanoestruturacao

O avanco das pesquisas no campo de peptideos nos ultimos anos é algo impressio-
nante, tanto em relagao aos fundamentos basicos como mecanismos moleculares, quanto
na aplicagao desse conhecimento. Na busca por biomateriais, estruturas auto-montadas
de peptideos apresentam-se como uma alternativa promissora para as mais diversas apli-
cagoes, como em biosensores, eletronicos, reparo de tecidos, entrega de farmacos e etc.
6]

Os blocos de construcao que formam peptideos podem se auto-organizar em nano-
estruturas de uma, duas ou trés dimensoes com o uso de técnicas simples e sem neces-
sidade de maquinério especializado ou condigoes particulares de altas temperaturas ou
pressao. Além disso, ha um vasto nimero de peptideos tanto na natureza quanto sinte-
tizados em laboratorios que podem se auto-organizar em nanoestruturas. Entende-se o
termo auto-montagem como o processo onde um sistema com configuracao aleatéria vai
para um estado com um alto grau de organizacao estrutural. Nesse sentido, o que coloca
peptideos na dianteira quando comparado com outros materiais, é a flexibilidade em cons-
truir compostos com carateristicas previamente determinadas pela simples organizagao da
sequéncia de aminoécidos, como por exemplo, de maneira a obter estuturas secundarias
distintas (hélice ou S-folha) ou superficies biocompativeis com propriedades hidrofébicas
ou hidrofilicas especificas.

A organizacao ordenada de blocos de ligagdo em nanoestruturas definidas depende
de um reconhecimento molecular especifico, o que é facilitada por uma combinacao de
interagoes nao covalentes incluindo ligagoes de hidrogénio, interacoes eletrostéticas, em-
pilhamento m — 7, forcas hidrofobicas, forcas de Van der Waals, e interagoes dipolo-dipolo
quirais. Essas forcas nao sao grandes quando comparadas com as interagoes térmicas, o

que permite variacao de estruturas e propriedades por uma pequena alteracao de para-
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metros [23|. Os residuos carregados sao fornecidos por aminoécidos com cadeias laterais
acidas ou basicas. Por sua vez, estes podem ser explorados para criar interagoes carga-
carga especificas para favorecer (grupos com cargas opostas) ou desfavorecer (grupos com

cargas iguais) a auto-montagem [6].

Figura 2.6: Principais tipos de ligagao de hidrogénio observados em peptideos. A direita
tem-se os doadores, o grupo amino (a), o peptideo (p) e adgua (w). Do lado esquerdo
tem-se os recptores, o grupo carboxila (x), carbonilo peptidico (c) e novamente, agua

(W)

N N
o:} ; __.-0:)
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Fonte: Castillo-Leon et al., 2012 [6]

Um fenémeno bastante conhecido quando trata-se de auto-montagem em nanoestru-
turas é a cristalizacao, que no caso de moléculas organicas é dada por uma complexa série
de eventos envolvendo recogni¢ao molecular. Para analise de difracao de raios X de um
composto, como peptideo, faz-se necessario a obtencao de cristais adequados mas para
tal é preciso um controle no processo de nucleacao. Aminoécidos e peptideos fixos em
uma rede cristalina interagem uns com os outros pelas mesmas forcas responsaveis pelo
reconhecimento molecular [6]. Em uma nanoestrutura peptidica ha diversas interagoes
intermoleculares, entre elas, ligagoes de hidrogénio tanto fortes quanto fracas. Uma liga-
¢ao de hidrogeénio forte do tipo D — H - - - A, onde tanto o doador (D) quanto o receptor
(A) sao N ou O, ¢ o tipo de "cola"mais comum entre moléculas individuais em estruturas
peptidicas. Ha intimeros tipos de ligacoes de hidrogénio forte quando considera-se todos
os possiveis doadores e receptores da cadeia lateral, como mostra a Figura 2.6. Aqui é
possivel notar as interagoes mais importantes envolvendo a cadeia principal. Nas tltimas
décadas vem crescendo o interesse nas ligagoes de hidrogénio fracas, pois alguns tipos
dessa ligacao proporcionam a estabilidade da segunda estrutura em proteinas, e tam-
bém sao importantes elementos estruturais nos padroes de empacotamento de cristais em
peptideos menores [6].

A capacidade de peptideos de se automontarem permite uma facil manipulagao para
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formarem nanoestruturas bem definidas e com diversas fungoes, o que impulsinou esse
campo de pesquisa nas ultimas décadas. Com os estudos, um nimero consideravel de
blocos de construcao baseados em peptideos como peptideos ciclicos, peptideos dendriti-
cos, peptideos anfifilicos, oligopeptideos do tipo surfactante, copolipeptideos e dipeptideos

aromaticos, foram explorados para possiveis aplicagoes em bio-nanotecnologia.

2.3.1 Tipos de estruturas
Peptideos lineares

Peptideos lineares classificam estruturas baseadas na maneira como os grupos hidro-
fobicos organizam-se nos cristais, conduzindo a identificacao de dois padroes. Estudos
revelaram que estruturas de dipeptideos podem ser dividas em quatro padroes distintos,
sendo diferenciadas nao somente pela simetria cabeca-cauda das cadeias e o tipo de ligagao
de hidrogénio, mas também por propriedades como conformagao peptidica [6].

A cristalizagao de peptideos com mais de alguns residuos é bastante desafiadora devido
a flexibilidade conformacional, que pode ter origem nao somente da construgao de molé-
culas ciclicas, mas também pela introducao de residuos acido aminoisobutirico, o qual é

um indutor de formacao em hélice.

Nanotubos peptidicos

Peptideos e proteinas atraem muita atencao como potenciais componentes na fabri-
cagao de nanoestruturas tubulares (ver Figura 2.7). A primeira vez que usou-se o termo
nanotubo, foi por Ghadiri [24] em 1993, em um trabalho publicado sobre automontagem
de nanotubos organicos baseados em uma arquitetura peptidica ciclica. Peptideos cicli-
cos podem se auto-organizar para formar nanotubos de peptideos, com comprimento da
ordem de micrometros e didmetro de cerca de 7 — 8A. Kimura estudou o campo da enge-
nharia de peptideos com énfase em estruturas tubular compostas por S-peptideos ciclicos,
ele propos modelos para arquitetura automontada com base em dipolos moleculares. A
intensa e direcional interacao dipolo-dipolo pode contribuir para o arranjo das moléculas
em uma maneira especifica, seja quando dipolos sao incorporados em uma molécula ou
por exposi¢ao a um campo elétrico externo [25].

Outra classe de peptideos que formam estruturas tubulares sao os dipeptideos. Carl
Henrik Gorbitz [26], em um trabalho publicado em 2001, foi o primeiro a demonstrar que
pequenos fragmentos dipeptidicos podem se auto-montar em estruturas organizadas como
nanotubos. Com o uso apenas da técnica de cristolografia, Gorbitz conseguiu identificar
mais 160 dipeptideos que podem se auto-organizar em estruturas supramoleculares se-
melhantes a tubulares [25, 23]. Ap6s o reconhecimento de que o dipeptideo fenilalanina
(FF) pode se auto-montar, Gazit e colaboradores propuseram dezenas de outros dipep-

tideos, compostos de aminoécidos naturais e nao naturais, que podem se auto-organizar
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em nanoestrutras peptidicas, todos com uma caracteristica comum, a presenca de uma
regiao aromatica, que aparenta ter um papel fulcral nas propriedade das estruturas auto-
montadas.

Nanotubos peptidicos podem ser gerados por outros tipos de peptideos como peptideo
amiloide, peptideos modificados por N-Terminus e peptideo Coiled-Coil entre outros, onde
as propriedades dos nanotubos dependeram do tipo de peptideo utilizado. Uma outra
vantagem de nanotubos peptidicos é que seu tamanho e estrutura podem ser facilmente
controlados por ambiente externo, como surfactante, solvente, temperatura e pH [27].

Nanotubos de peptideos sao soliiveis em &gua, o que os torna muito praticos para
aplicacao biologica e medicinal, e os grupos funcionais tais como a amino e o carboxilo
podem melhorar o processo de auto-montagem via ligacdo de hidrogénio em solucao. E
possivel adicionar funcionalidades em nanotubos de peptideos por meio da incorporacao
de grupos funcionais nos monoémeros peptidicos. Porém, deve-se ter cuidado na escolha
dos grupos funcionais a ser adicionados, pois o processo de automontagem é bastante
sensivel e os elementos acrescidos afetam diretamente nesse fenémeno, podendo otimizar

o processo ou impedi-lo [27].

Figura 2.7: Esquema de automontagem de peptideos afifilicos em nanotubos.

Fonte: Matsui, 2004 [27]

Filmes peptidicos nanoestruturados

O processo de automontagem espontanea de peptideos desempenha papel essencial nos
mais variados sistemas biologicos, seja para conseguir uma fungao biolégica ou como parte
de um processo patologico, e também atrai grande atencao pelo seu potencial na fabricagao
de novos nanomateriais. Devido a sua flexibilidade na funcionalizacao e propriedades
de reconhecimento molecular, bem como as condi¢oes bastante acessiveis no processo
de fabricacao de nanoestruturas peptidicas, diversos grupos avancaram considervelmente

nesse campo de pesquisa [28].
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Apesar dos muitos trabalhos publicados e progressos obtidos em relagao a auto-
montagem de peptideos em materias nanoestruturados, pouco foi o avanco no alinha-
mento e posicionamento de nanoestruturas peptidicas em superficie sélida |29, 30]. Um
dos maiores obstéculos é a abordagem utilizada na nanofabricacao de peptideos, que pode
causar deficiéncia na dispersao e aglomeracao, e também pode exigir modificagdo quimica
da superficie solida. A auséncia de mecanismos para um melhor controle do fenémeno
de aglomeracao torna o gerenciamento de arquiteturas regulares muito dificil. Afim de
minimizar esses efeitos indesejados, Ryu e Park desenvolveram uma estratégia onde filmes
amorfos sao depositados em substratos solidos e entdao nanoestruturas sao crescidas pela
exposicao desses filmes a uma atmosfera saturada com vapor de solvente. Ryu e Park
observaram o crescimento de nanoestrutras ap6s um longo periodo de tempo, e com isso,
conseguiram obter algum controle da morfologia final [31]. Essa abordagem foi utilizada
para alinhamento vertical de fibras peptidicas na forma chamada de nanofloresta. Desde
entao, diversos grupos usaram essa técnica para o crescimento de nanoestruturas em subs-
tratos solidos usando também vapor de outros solventes, como a agua [31], e até mesmo
comparando a nanoestrutura formada por nanotubos e nanofios de peptideos apds passar

pelo processo [32].

Figura 2.8: Imagens de SEM exibindo a morfologia de um filme do dipeptideo Fenilala-
nina (FF) como fungao do tempo de encubagao.

720 min

Fonte: E.R. Silva et al., 2012 [31]

A nanoestruturacao em substratos solidos permite a fabricacao de filmes peptidicos
capazes de modular propriedades fisico-quimicas de superficies, com forte potencial no
desenvolvimento de biointerfaces para as mais diversas aplicagoes. E é nesse contexto
que o presente trabalho faz um estudo sobre os efeitos da exposicao a atmosfera saturada
de filmes peptidicos, formados por peptideos penetrantes em células, no fenomeno de

molhagem bem como na morfologia final.
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2.4 Aplicacoes de nanoestruturas peptidicas

O avango da ciéncia trouxe consigo a elaboragao de técnicas de alta precisao e fer-
ramentas de alta resolucao para geracao de imagens, o que permitiu o crescimento de
pesquisa em nanotecnologia. Hoje consegue-se construir materiais nanométricos com pro-
priedades particulares desejadas. A bionanotecnologia, por exemplo, explora o que foi
descoberto com as observagoes de processos biologicos para confecgao de transportadores
eficientes, determinacao dos principais fatores que causam doengas degenerativas, com-
preensao e utilizacao do fendmeno de auto-montagem espontanea de peptideos, dentre
outras aplicacoes. As nanoestruturas de peptideos apresentam as mais variadas aplica-
¢oes, que vao desde a fabricacao de hidrogéis, a entrega de moléculas bioativas. Nesta

secao dar-se-a atencao para algumas das aplicagoes de peptideos nanoestruturados.

Peptideos anfifilicos conseguem automontar-se em uma arquitetura supramolecular
complexa tridimensional que fornece microambientes favoraveis para adesao de células,
crescimento, proliferagao, migracao, e morfogénese necessaria para funcionalizacao de te-
cidos orgénicos [6]. Essa nanoestrutura peptidica, também chamada de hidrogel, possui
propriedades semelhantes ao da matriz extracelular?, e desempenha papel fundamental na
pratica de cultura celular. Trabalhos recentes demonstram a acao benéfica de hidrogéis
peptidicos no tratamento da cartilagem [33], tecido que devido as suas peculiaridades, no
caso de enfermidades, possui algumas complicagoes no tratamento. Peptideos anfifilicos
conseguem, também, nanoestruturar-se em outras formas como vesiculas, micelas, mono
e bi-camadas, dentre outras. Por modificacao de segmentos estruturais, da morfologia,
da quimica da superficie e caracteristicas funcionais do peptideo podem ser moduladas,
dando origem a um bio-material inteligente, que responde a fatores como luz e tempera-
tura. Alguns hidrogéis formados por peptideos pode ser utilizados como um mecanismo
para entrega de farmacos, como é o caso dos polimeros semelhantes a elastina de seda
(PSESs), uma classe de polipeptideos que tem sido utilizado na administragao de drogras
antitumorais.

Na biomineralizagao, processo no qual materiais estruturados hierarquicamente sao
produzidos de maneira biologica, peptideos automontados vem sendo utilizados no de-
senvolvimento de métodos sintéticos para simular o processo de nucleacao, crescimento
e morfologia, necessarios em tal técnica. Trabalhos mostraram que nanofibras de pepti-
deos podem ser utilizados como matrizes organicas para a fabricacao de nanoparticulas
inorganicas, que vem despertando o interesse de muitos pesquisadores devido as suas
propriedades Opticas, magnéticas e eletronicas [6].

Inspirados em processos de automontagem que ocorrem naturalmente na natureza, ci-

entistas desenvolvem sistemas de filmes peptidicos nanoestruturados para serem utilizados

3Matriz extracelular é a massa que une as células dos animais e que é composta de colageno, proteo-
glicanos, glicoproteinas e integrinas, segregadas pelas proprias células.
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na entrega mais eficiente de drogas. Peptideos vem sendo utilizados também em técnicas
de imagem molecular, principalmente em tecnologias para imagens de alvos biologicos in
vivo, devido a algumas vantagens como boa permeacao tecidual, acessibilidade ao alvo e
auséncia de antigenicidade.

Portanto, o esfor¢o de todos os pesquisadores desde a descoberta do primeiro pepti-
deo até os dias atuais, ja apresenta bons frutos ha décadas, como o volume de artigos
publicados e as intimeras pessoas tratadas por farmacos provindos desses estudos. E com
o desenvolvimento de novas técnicas cada vez mais precisas de manipulagao de particu-
las cada vez menores, a compreensao da mecanica de sistemas biol6gicos combinado com
o trabalho mutuo de diferntes areas do conhecimento, muito ainda ha de contribuir no

desenvolvimento da humanidade.
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FENOMENO DE MOLHAGEM

O fenomeno de molhagem é abundante na natureza e pode ser facilmente observado.
As borboletas por exemplo, conseguem voar logo ap6s uma chuva, enquanto passaros
maiores tem a necessidade de secar-se. A diferenga desses dois comportamentos se deve
a uma camada hidrofébica que as assas das borboletas possuem. Folhas de diversas
plantas, como a do pé de abdbora, também apresentam um comportamento parecido. Na
induastria também nao é diferente, intimeros segmentos, como a construcao civil, fazem
uso do fenémeno de molhagem. O entendimento basico das interagdes entre uma gota
de fluido e uma superficie sélida, como molhar, espalhar, aderir e desumidificar, nao é
apenas crucial para a ciéncia em si, mas também bastante valorosa para muitas aplicacoes

aparentemente nao relacionadas.

Assim como para o presente estudo, o fenémeno de molhagem tem grande importancia
nos mais diversos aspectos da sociedade e da ciéncia, passando por areas como fisica,
quimica e engenharia. Trabalhos sobre interagao de fluidos com superficies datam de mais
de dois séculos atras, como o trabalho de Thomas Young intitulado "Um Ensaio sobre a
Coesao dos Fluidos"(An Essay on the Cohesion of Fluids) de 1805 [34]. Ele demonstrou
descritivamente que o angulo de contato estatico entre um fluido e uma superficie solida é
resultado do equilibrio mecanico entre as trés tensoes superficiais na linha de contato. Os
focos na pesquisa vao desde a compreensao fundamental do fenémeno de molhagem, que
embora muito ja se tenha feito ainda gera discussoes, até suas aplicagdoes em materiais,

revestimentos e inovagao em dispositivos [35].

O angulo de contato é a medida mais utilizada na caracterizacao de propriedades
de superficies, tendo como objetivo investigar interagoes entre liquido-sélido. Embora a
obtencao desse angulo nao seja dificil, sua interpretacao nao é tao trivial, uma vez que
existem varias teorias para a descrigao do fenomeno de contato. Diversos autores chamam

atencao para o cuidado na preparacao das amostras, procedimento experimental e analise

dos dados.

Neste capitulo serd abordado o fenémeno de molhagem bem como o seu tratamento

teodrico, informagoes necessarias para o entendimento de alguns dos resultados apresenta-
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dos na presente dissertacao.

3.1 Angulo de contato

Quando uma gota de algum liquido é colocado sobre uma superficie solida, pode-se
observar trés regimes de molhagem: total, parcial ou seco, como mostra a Figura 3.1. No
regime de molhagem total, o fluido espalha-se totalmente na superficie sélida, formando
um filme. No regime parcial, uma fina camada do fluido é adsorvida pela superficie do
sOlido, com isso ha a formacgao de uma gota, onde é caracterizada pela a presenca de um
angulo de contato, #. Este angulo ¢ formado entre a superficie solida e a tangente a gota.
No regime de molhagem parcial, # apresenta valores no intervalo de 0° < 6 < 90°. No caso
do regime de molhagem total, o angulo de contato é zero (# = 0), ou seja, o liquidoo molha
completamente a superficie. E no regime de molhagem seco, o fluido nao consegue molhar
a superficie do solido, fazendo com que o dngulo de contato f assuma valores maiores que
90°. Nessa situacao, as moléculas do fluido sao repelidas pela superficie s6lida. O tipo
de molhagem depende efetivamente da interagao entre as moleculas do liquido com o
substrato solido. A porcao molhada da superficie é delimitada pela chamada linha de
contato (L), como representada na Figura 3.3. Essa linha esta na fronteira entre o fluido,

a superficie e o gés envolvidos no processo.

Figura 3.1: Regimes de molhagem.

Ar
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Molhagem parcial

Molhagem seca

Fonte: Autor, 2018

E possivel com as informacoes do angulo de contato no equilibrio, classificar a superficie
na qual um fluido polar (dgua, por exemplo) foi depositado, como mostra a Figura 3.2.
A superficie é reconhecida como hidrofilica, se o d&ngulo de contato é # < 90°, hidrofébica
se 6 > 90°, ou superhidrofébica se # > 150°. Essa classificacao nos diz que superficies
hidrofilicas favorecem a molhagem por um liquido polar, ao mesmo tempo que, superficeis
hidrofébicas apresentam comportamento totalmente inverso.

Uma gota arbitraria colocada sob uma superficie perfeitamente plana e homogénea
tenderé a espalhar-se ou contrair-se de modo a minimizar a densidade de energia superfi-
cial, até atingir o angulo de contato de equilibrio .. De acordo com Young [34], h&4 uma
certa quantidade de energia livre por unidade de &rea em cada interface, denominada
tensao superficial: s, é a tensdo superfial na interface solido/liquido, ysg € a tensdo

superfial na interface sélido/gas e v, é a tensao superfial na interface liquido/gés. Estes
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Figura 3.2: Comportamento de fluido em supeficie hidrofilica, hidrofébia e super hidro-
fobica.

Hidrofébica Super hidrofobica

Fonte: Autor, 2018

parametros descrevem adequadamente as energias contidas nas interfaces. Nas vizinhan-
cas da linha de contato (L), a estrutura é bem complexa e depende do conhecimento
detalhado do sistema. Ha uma regiao central em torno da posigao da linha de contato (L)
onde as complicagoes ocorrem, contudo, é possivel relacionar as densidades superficiais

de energia livre com o angulo de contato no equilibrio 6.

Figura 3.3: Gota sobre uma superficie sélida. 6 é o angulo de contato, L. é a linha de
contato, vsz, é a tensdo superfial na interface soélido/liquido, vs¢ € a tensao superfial na
interface solido/gas e v € a tensao superfial na interface liquido/géas.

Vic

s

Substrato solido

Fonte: Autor, 2018

A ideia é que, encontrando-se um sistema em equilibrio, de modo que nao haja movi-
mento da linha de contato (a energia seja estacionaria), seja possivel descrever o fendmeno

de molhagem a partir da equagao de Young [36], que é escrita como:

Ysa — Vs — Yracos(f.) = 0. (3.1)

As medidas de 6, fornecem alguma informagao sobre as energias interfaciais. Geral-
mente, v é conhecido medindo-se a tensao superficial do liquido usando outras técnicas,
tais como a técnica de gota pendente. Como somente a diferenca (vsqg — vsz) € relevante

em experimentos envolvendo fluidos, a equagao acima tem apenas uma incognita. Vale
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ressaltar que a validade da Equacao de Young esta vinculada ao fato da superficie ser
plana e homogénea, e no equilibrio (quando nao ha deslocamento da linha de contato),
fazendo com que seu uso seja limitado, uma vez que grande parte dos fendmenos de
molhagem estudados ocorrem fora do equilibrio.

Algumas observagoes podem ser feitas [37]:

e A diferenca entre as tensoes superficiais (ysg — ysz) tem valores tipicamente entre
20 e 1000 mN/m;

e Se (vsg —7vsr) for maior que v, a gota tente a espalhar-se completamente sobre o
solido. Isso explica porque liquidos com baixa tensao superficial molham a maioria

dos solidos.

e Se (751 — vsg) for maior que i, a gota devera estar em um regime de molhagem

seco, apresentando angulo de contato maior que 90°.

Para a situagao em que ha molhagem total, 8, = 0, a equacao de Young pode ser

escrita como,

VsG — YSL = VLG- (3.2)

Desta equagao percebe-se que ys1, + 7rg nunca serd maior que ysq, no ambito onde a
equacao de Young é valida. Por outro lado, se lidarmos com a situacao fora do equilibrio,

a equacao de Young nao ¢ mais valida e deve haver v50 > 7vsr + Yo, assim escrevemos,

S =50 — YsL — VLG- (3-3)

S é chamado de coeficiente de espalhamento. Fisicamente, yg5o ¢ vinculado a uma densi-
dade de energia de uma superficie seca, enquanto ygs corresponde a densidade de energia
de uma superficie imida. Os valores de vsg € 750 podem diferir substancialmente. A
partir do valor do coeficiente de espalhamento S, é possivel inferir o regime de molhagem
da superficie. Quando 6, = 0, S = 0, entao o fluido molha completamente a superficie
solida. Quando S > 0, o fluido espalha-se sobre a superficie solida, e quando S < 0 o

liquido apresenta um angulo de contato constante.

3.1.1 Molhagem

Nesta segao, serd dada uma explanacao qualitativa de como o angulo de contato 6.
depende das caracteristicas tanto da superficie sélida quanto do liquido. E conhecido
que solidos duros (ligagao covalente, i6nica ou metéalica) tem altas energias surperficiais,
enquanto solidos moleculares (ligagdes através das forgas de Van der Waals) possuem

baixa energia superficial [38].
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Assumindo que ligagoes fortes (ligagoes covalentes) controlam a tensao superficial g0,
enquanto interagoes de Van der Waals controla a energia na interface liquido/solido sy,

[38], pode-se escrever

vsr. = Yso +vra — Vsi (Vs > 0). (3.4)

Onde o termo Vs, descreve a atragao nas interaroes de Van der Waals entre a superficie
solida e o liquido. Na equagcao (3.4), caso o liquido nao entrasse em contado com solido
a atracgao nas interagoes seria nula, Vs, = 0. Analogamente, se colocarmos dois liquidos

em contato, iniciaremos com 27, e terminamos com energia interfacial zero,

0= Q’YLG — VLL (VLL > O), (35)

onde, de modo semelhante, V7, descreve a atragao de Van der Waals entre os liquidos.

Agora, substituindo a eq.(3.4) em (3.3), e usando a eq.(3.5), chegamos a

S =2y + Vs = Vs — Vir, (3.6)

e a condigao de molhagem completa (S > 0) [38], corresponde a

Vsr > Vir. (3.7)

Em superficies com baixa energia superficial, difente das com alta energia que fa-
vorecem a molhagem completa, pode ocorrer a molhagem parcial ou total, dependendo
da escolha do liquido. Através das observagoes de muitos casos [38|, e plotando essas
informagoes em grafico, foi possivel percerber que nunca alcanga-se cos(f.) = 1, mas é
possivel extrapolar os dados para um valor critico v,¢ = ¢, 0 qual podera corresponder
a cos(0,) = 1. Os detalhes dessa extrapolagao difere de autor para autor, e ndo é objetivo
do presente texto fazer essa discuss@o aqui, para mais detalhes ver referéncia [38|.

De modo geral, espera-se que ¢ dependa tanto da superficie sélida quanto do liquido
utilizado, contudo, observou-se que quando lida-se com liquidos onde as forcas de Van der

Waals sao dominantes, 7o depende apenas das caracteristicas da superficie solida [38].

3.1.2 Histerese do Angulo de Contato

A histerese do angulo de contato é um importante fenémeno fisico que esté presente
em abundancia na natureza, e em diversos processos industriais. Dentre as aplicacoes
industriais onde a histerese do angulo de contato desempenha um papel elementar, incluem
litografia de imersao, revestimentos de fibras e impressao a jato de tinta. E preciso ter
em mente que em alguns casos a histerese do angulo de contato é um problema, como na
litografia de imersao, enquanto que em outros é essencial (revestimento por imersao). Dali,

percebe-se a necessidade de caracterizar e controlar a histerese do angulo para a operacao
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de sistemas industrialmente relevantes [39].

O componente dinamico da histerese é causado pela interacao do movimento do liquido
com a superficie solida, e especialmente a incapacidade do liquido de simplesmente fluir
sobre ele [39]. Fatores como rugosidade e heterogeneidade da superficie podem fazer com
que haja uma diferenca do angulo de contato, medido nas extremidades opostas de uma
gota depositada em uma superficie sélida [39]. Numa situacao ideal, em que a superficie
do substrato é plana e homogénea, o angulo medido deve ser o mesmo. Se ao espalhar-se
a gota aumenta a area de contato com o substrato, o angulo de contato estéd diminuindo
e nomea-se como angulo de avanco #,. Mas, se a gota diminui a area de contato com o
substrato ela esta se contraindo e ha o aumento do angulo de contato. A esse fendémeno
denomina-se angulo de recuo 6,. Uma boa maneira de ver esse efeito é observar uma
gota em uma superficie inclinada ou até mesmo vertical, como por exemplo, uma gota de
chuva na janela. A gravidade a puxa para baixo, deformando-a, mas a existéncia da forca

capilar é capaz de equilibrar o peso para pequenas gotas [39].

Figura 3.4: Ilustracao dos angulos de contato a) de avango e b) de recuo em superficies
horizontais, a seta indica o sentido do movimento da linha de contato. Em c) tem-se os
angulos de contato de avanco e recuo em uma gota sobre uma uma superficie vertical.

a) b)
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Fonte: Autor, 2018

A diferencga entre o angulo de avancgo e o de recuo é definida como histerese (H),

H=0,—0,. (3.8)

O intevalo 6, — 0, pode ser de 10°, ou maior para superficies que nao receberam algum
tratamento a fim de reduzir essas diferencas [38].

Como ja mencionado acima, algumas caracteristicas do sélido como, heterogeneidade
quimica e estrutural, adsorcao e dessor¢ao na superficie, tamanho da gota e reorientacao

molecular [40], podem ocasionar histerese, mas o agente mais comum é a rugosidade.

Rugosidade

O fenémeno de molhagem, mensurado pelo angulo de contato, depende da interacao do

liquido com a superficie sélida. Diversos fatores, como a rugosidade, conseguem influenciar
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essa interagao. Defeitos na superficie sélida induzem flutuacoes no angulo de contato, que
podem de fato modificar o valor dessa grandeza. As informagoes obtidas por Gennes [38]
ao observar a deposicao de gotas de agua sobre cera de fluorcarboneto é mostrada na
Figura 3.5. No experimento, a rugosidade na superficie é obtida a partir da borrificacao
da cera aquecida, e foi analisado a dependéncia dos angulos de contato de avanco e recuo

com essa aspereza. O nimero n é a quantidade de vezes de aquecimento do substrato.

Figura 3.5: Angulo de contato de avanco e recuo.

A © ( DEGREES)
3
150 -
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Fonte: Gennes, 1985 [38]

A medida que a rugosidade aumenta, nota-se pequenas variagoes no angulo de contato,
juntamente com aumento significativo da histerese. Entao, ambos os dngulos aumentam
fazendo com que a histerese quase desaparega [37]. Isso indica que texturizar uma su-
perficie solida além de modificar a histerese pode alterar drasticamente o valor médio do
angulo de contato.

Um modelo fenomenolégico proposto por Wenzel [37], busca compreender como a ru-
gosidade afeta a molhagem. Considerando um soélido rugoso, esse modelo relaciona o
angulo de contato com a rugosidade dessa superficie através de um parametro de rugo-
sidade r = A, /A, sendo definido como a razao entre a area superficial real e a aparente
[37]. O avango da linha de contato implica na variacdo da densidade de energia (por

unidade de comprimento da linda de contato), dada por:

dE = 1(ysr — vsa)dx + yradr cos(0,y), (3.9)

E ¢ minimo no equilibrio e ,, ¢ o angulo de contato aparente [37]. Para uma superficie
lisa, r=1, deduz-se a equagao de Young (eq.(3.1) a partir da eq.(3.9)). Para superficies

rugosas, deduz-se a relagao de Wenzel:
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c08(8ap) = rcos(6.) (3.10)

A presenca de rugosidade em uma superficie plana pode acentuar sua caractecteristica
hidrofébica ou hidrofilica. Por exemplo, se um material liso e plano apresenta angulo de
contato menor (maior) que 90°, com a inser¢ao da rugosidade esse dngulo ira ficar ainda
menor (maior). Portanto, a rugosidade intensifica a hidrofobicidade ou hidrofilicidade da
superficie solida.

Em filmes de molhagem, as interac¢oes intermoleculares nao devem ser negligenciadas.
As interacoes de Van der Waals por exemplo, frequentemente favorecem a formagao de fil-
mes mais espessos que o comprimento de uma molécula liquida (a). O pontencial intermo-
lecular relacionado a essas interagoes pode ser escrito (por drea) como W (h) = —A/12mh?,
onde h é a espessura do filme e A é a constante de Hamaker do sistema [37|. Enquanto as
interagoes de Van der Waals favorecem filmes mais espessos, a tensao superficial opoe-se
a isso e propicia a formagao de um filme suave, com menor area superficial e minimizando
a energia do sistema.

A equagao de Wenzel (eq.(3.10)) apresenta algumas limitagoes, como o fato de des-
crever bem apenas os fendmenos nos quais o fluido preenche todos as microestruturas da
superficie (Figura 3.6). No entanto, hé situagoes em que formam-se bolhas de ar entre
o fluido e a superficie sélida, implicando no aumento do angulo de contato proporcional
a quantidade de ar presa entre o sélido e o liquido. Ha um limite até onde o angulo de
contato pode crescer nessa situagao, esse efeito leva o nome de Lottus [40] e é usado em
multiplas aplica¢oes na insdustria.

Para a situacao em que ha ar entre o fluido e superficie s6lida, deve-se recorrer a
equagao proposta por Cassie-Baxer [41], que descreve o angulo de contato nesse contexto.
Assim, quando uma superficie solida tem uma fra¢ao de sua area (f) molhada, e o fluido
nao consegue preencher todas as vacancias, o angulo de contato com a superficie é expressa

por:

€08 0oy = fcosf + (1 — f)cos180° = fcosf + f — 1. (3.11)

Onde 0 é o angulo de contato da superficie e 6,, ¢ o angulo de contato aparente. O
termo (1 — f) corresponde a contribui¢ao do ar que estd preso. Como ja mencionado
antes, o aumento da rugosidade acentua caracteristicas hidrofobicas (ou hidrofilicas) das
superficies, mas alguns estudos realizados por Johnson Jr. e Dettre [41] demonstraram que
com o aumento da rugosidade, a histerese também aumenta em sistemas onde o modelo
de Wenzel é dominante. Demonstraram também que a histerese cresce até ultrapassar um
limiar de rugosidade, a partir do qual comeca a decrescer. Esse decaimento da histerese

é devido a fragao de ar entre as interfaces liquido/sélido.

Com a informagao do comprimento A (comprimento entre as vacancias), e do para-
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metro & = h?/a é possivel prever a modulacao do liquido em contato com uma superficie
rugosa. Se A > £, o fluido segue a rugosidade da superficie. Por outro lado, se A < £, a

superficie do fluido é plana, ver Figura 3.6.
Figura 3.6: superficies com a) A < eb) A > .

a) Ar

W W v

b)

Fonte: Autor, 2018

Comumente o comprimento de £ pode ser entre 10nm, para h = Inm, e 100um para
h = 100nm. Portanto, tornar uma superficie hidrofébica, enquanto mantém a rugosidade,
deve-se tornar h da ordem de 1nm [37]. No presente trabalho o tnico modelo teorico
utilizado ¢é a teoria cinético molecular, e as equagoes provindas desta. Na proxima se¢ao
serd abordado tal modelo tedrico, pois este conhecimento serd necessario para entender

os resultados das medidas de molhagem.

3.2 Teoria Cinético molecular

Nos ultimos duzentos anos tem crescido o interesse académico no fenémeno de mo-
lhagem, e mais recentemente, na dindmica desse processo [42]. Embora os fundamentos
de molhagem no equilibrio ja tenham sido bem explorados, a dinamica de molhagem,
que apresenta uma particular importancia em diversas aplica¢oes praticas, ainda nao foi
totalmente compreendida [43]. Nesse contexto, algumas teorias foram desenvolvidas a
fim de prever o comportamento experimental da molhagem de superficies. Na literatura
os modelos tedricos mais conhecidos na descricao desse processo, sao: hidrodinamico,
cinético-molecular e um combinado hidrodinamico-molecular.

No modelo hidrodinamico, desenvolvido por Cox [44], a dindmica de molhagem é
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dominada pela dissipagao viscosa do liquido, assumindo que a fric¢ao viscosa é a principal
forca de resisténcia do movimento da linha de contato. Esse modelo separa o fluido em
duas regioes, interior e exterior. Na regiao exterior, o limite antederrapenate classico é
aplicado, enquanto que na regiao interior, o deslizamento do fluido ocorre nas primeiras
camadas de moléculas adjacentes da superficie solida [43]. Embora a teoria hidrodinamica
apresente bons resultados nos casos onde o fluido espalha-se rapidamente ou apresente
baixa viscosidade, ela nao leva em consideracao as caracteristicas da superficie solida,

com a qual o fluido esté interagindo.

Contrastando com o modelo hidrodindmico, a teoria cinético molecular considera as
caracteristicas microscopicas da superficie sélida, deixando de lado a dissipagao viscosa.
Criada em 1969 por Blake e Haynes [45], o modelo cinético molecular ¢ baseado no tra-
tamento estatistico de Eyring de processo de transporte [46], e assume que a dissipagao
de energia ocorre somente pelo movimento da linha de contato seguindo os processos de
adsor¢ao e dessor¢ao [43|. Embora esse modelo apresente boa concordéncia com os dados
experimentais para espalhamentos de fluidos viscosos de baixa ou média velocidade, o

mesmo nao consegue explicar possiveis assimetrias entre os angulos de avanco e recuo.

Os modelos hidrodinamico e cinético molecular sao duas formas distintas de expli-
car a dindmica do fendmeno de molhagem, e em muitas situacoes nenhum dos modelos
abarca todas as velocidades do espalhamento de fluido. Assim, uma abordagem da com-
binagao hidrodinamica-molecular foi proposta em 1992, por Petrov [47]. Nesse modelo, a
dependéncia da velocidade da linha de contato com o angulo de contato ¢ devido ha uma
combinacgao de dissipagao viscosa com deslocamento molecular. O modelo hidrodinamico-
molecular ajusta-se bem nos diversos alcances de velocidade da linha de contato, e con-
segue explicar o porque da assimetria entre angulos de avango e recuo, porém, os valores

obtidos diferem um pouco dos valores observados experimentalmente [40].

Como o fluido usado nos experimentos do presente trabalho foi o glicerol (y = 64m.J/m?,
p=1,261g/cm® e n = 0,945Pa - s) que apresenta alta viscosidade e espalha-se a baixas
velocidades sobre substratos solidos, seré usada a teoria cinético molecular para fazer os
ajustes tedricos necessarios. Daqui em diante, sera feito um explanacao mais detalhada
dessa teoria.

A teoria cinético molecular proposta por Blake, e mais tarde estendida por Blake e
De Coninck [48], vem sendo aprimorada a fim de levar em conta os efeitos da viscosidade
no fenémeno de molhagem. Nessa teoria, o movimento da linha de contato é devido a
dinamica coletiva de moléculas individuais que ocorrem nas vizinhagas da linha de contato,
que para deslocar-se em uma certa direcao as moléculas de um fluido devem empurrar
(ou serem empurradas) as moléculas de um outro fluido, na qual estao imersas (de modo
geral esse fluido é o ar). A formulagdo do vinculo entre essa atividade molecular e o
fluxo macroscopico do fluido é o que a teoria cinético molecular fornece, e que permite

relacionar os parametros que definem a velocidade da linha de contato com a variacao do
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angulo de contato com o tempo.

Consideremos, para efeitos de analise, um fluido viscoso espalhando-se em uma su-
perficie solida plana, ambos imersos em um meio gasoso. A superficie sélida é composta
por n sitios idénticos por unidade de area, nos quais as moléculas podem ser adsorvidas.
A linha de contato desloca-se com uma velocidade v, e o dngulo de contato tem uma
dindmica do tipo 6 = 6(v) tal que 6 > 6y, onde 0y é o angulo de contato de equilibrio e
é obtido apos constatar-se a estaginacao do movimento da linha de contato. Assim, de
acordo com a teoria, a velocidade da linha de contato ird depender da distancia entre
os sitios A que podem adsorver as moléculas do fluido, e a frequéncia K com que essas
moléculas trocam de sitios.

Se a linha de contato move-se de modo a reduzir o valor de #, as moléculas do fluido
superarao uma barreira de potencial (ver Figura 3.7) afim de deslocarem-se de um sitio
para outro. Nesse movimento, podem ser constatados movimentos das moléculas tanto
para frente quanto para tras. No contexto da Figura, e, representa a diferenca de energia
entre os estado inicial e o estado ativado, e £_ ¢é a diferenca entre o estado final e o ativado.
A partir da estatistica de Boltzmann, uma vez que é um sistema de dois niveis, é possivel
determinar a probabilidade de encontrar as moléculas em um dado estado de energia,
ou e_ [40]:

Figura 3.7: Angulo de contato de avanco e recuo.

estado de ativacdo

estado inicial
estado final
Fonte: Praxedes, 2015 [40]

e (5+ ) (3.12)

=exp | — .
e ( °- ) (3.13)

_=expl|—). .

p p T

Onde p, é a probabilidade do sistema ser encontrado com energia €, p_ a probabilidde

de ser encontrado com energia €_, k é a constante de Boltzmann e T" é a temperatura.
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Essa situacao é analoga ao de uma particula em um pogo de potencial, que neste caso, €,
e e_ corresponde aos valores esperados do hamiltoniano, cuja as solugoes de 1 na fungao

de onda sao dadas por:

h? 0 0% 0%

E-V)y=0 3.14
8mm; (8@2 T y? i 823) * v =0, (3.14)
onde h é a constante de Plank, m; é massa da particula, F/ é a energia e V' é o potencial.

Sendo o poco de potencial com geometria ctbica de lado L, e submetido a potencial

nulo V' = 0, os valores esperados de energia sao,

h2
o= 8mm L2

onde n é um numero inteiro [40, 46]. No caso unidimensional, onde o pogo tem largra L,

(n? +n) 4+ n?) (3.15)

os valores de energia podem ser escritos como,

h?n?
Ep = ——.
2mmL2

Para o problema de deslocamento da linha de contato em uma superficie sélida, o pogo

(3.16)

de potencial é uma boa aproximacao para descrever as variagoes nos niveis de energia.
Como para tal deslocamento ha um nimero elevado de particulas, um tratamento esta-
tistico faz-se necessario. Como ja mencionado, para que uma molécula do fluido avance,
ela tera que deslocar uma molécula do gas no qual esta imerso, movendo a linha de con-
tato que delimita dois regimes distintos de adsor¢ao. K, é o nimero de vezes em uma
unidade de tempo ao longo de uma unidade de comprimento com que as moleculas do
fluido descolam-se para frente. Assim, a partir da aplicacao do tratamento estatistico de

Eyring [45], a taxa de variagao para o estado com energia €, é dada por,

KT\ Z* e

Onde Z* é a fungao particao das particulas no estado ativado, Z, é a funcao partigao dos

estados com energia €. Para a situagao em que as moléculas do liquido deslocam-se na

diregao inversa, a taxa de variacao K_ para o estado com energia €_, é escrita de forma

K = (%T) g exp (_k—gT‘) . (3.18)

Quando o sistema encontra-se em equilibrio, ou seja, a linha de contato para de mover-

analoga a anterior:

se, a taxa liquida Kj;, de permuta entre os estados ¢ zero:
K, =K, —-K_=0 — K, =K_ (3.19)
Entao, a partir das equagoes (3.17) e (3.18), tem-se que:
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Ko o <ﬁ) (3.20)

Supondo que a gota tenha um formato de calota esférica com raio r, e que a gota seja
pequena de modo que a contribuicao da gravidade possa ser ignorada, a partir da equacao
de Young-Laplace, obtém-se a diferenca de pressao da gota em movimento, dada por:

2y cosf

Ap (3.21)

Onde vr¢ é a tens@o superficial na interface gas/fluido, r é o raio da gota e 6 é o angulo
de contato dinamico. No equilibrio, tem-se a mesma condicao para a diferenca de pressao,

logo,

Figura 3.8: Gota espalhando-se em um substrato sélido. 6 ¢ o angulo de contato.

Sélido

Fonte: Butt et al., 2003 [49]

2vra cos By

Ap® = : (3.22)

,
onde 6y é o angulo de contato no equilibrio. De modo geral, 6 # 6.

A diferenca entre os valores da pressao Ap — Ap® fornece a medida do trabalho neces-
sario para mover a linha de contato em velocidade finita. Nesse movimento, as fungoes
particao Z, e Z_ nao se alteram uma vez que considera-se o fluido incompressivel. O
que acontece ¢ uma alteragao nas barreiras de energia, €, e £_, enquanto uma aumenta a
outra diminui, e vice e versa. Disto resulta o deslocamento da linda de contato em uma
diregao preferencial. Portanto, o trabalho feito por unidade de deslocamento da linha de

contato é dado por:
W = ~rg(cosby — cos0) (3.23)
Se o trabalho é usado para aumentar ou diminuir os valores da energias ¢, e €_, entao,

W = now, (3.24)
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onde n é o numero de sitios afetados na interface sélido/fluido, por unidade de area, e
dw é o trabalho realizado em cada sitio, isso implica que o trabalho feito em cada sitio
independe do mesmo esta ocupado por uma molécula do gas. Se W é positivo, as barreiras
de energia €, e €_ serao, respectivamente, reduzida e aumentada por uma quantidade de
W/n. Assim, no deslocamento da linha de contato, a taxa liquida de transigoes entre os

estados inicial e final sera:

Ko k_T z* W —ney _Z* —W —ne_
v =\ ) |7, TP\ T 7P\ kT
44 -w
= K,exp (ﬁ) — K_exp (ﬁ) (3.25)

Se a linha de contato avangar, ou seja, o movimento reduz o angulo de contato, a

energia serd ¢, — W/n, na situac¢do contréria, a energia serda e_ + W/n. Ao chegar-se ao

equilibrio, K, = K_ = Ky, entao:

ey =ce_ = Ags. (3.26)
E consequentemente,
kT —Ags
= 2
K = e (222, (3.27)

onde Agg é a densidade superficial de energia de intercao do fluido com a superficie sélida

por unidade de area. Além disso, a partir da equagao (3.27), tem-se também que:

W -W
fia = o |ow (g7) e ()|
w
= 9K — . .2
wsenh <2nkT) (3.28)

Onde k e T sao, respectivamente, a constante de Boltzmann e a temperatura.

Portanto, de acordo com a teoria cinético molecular, a velocidade da linha de contato

levando em consideracao a equagao anterior, seréa:

w
vV = )\Kliq = QAKwsenh (W) s (329)

onde \ é a distancia média entre os sitios de adsor¢ao/desorgao e n a densidades de sitios

por unidade de area. Substituindo a equagao (3.23) em (3.29) tem-se,

(3.30)

B Yo (cos by — cos )
v = 2\ K senh [ i T )
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Se os sitios de adsorcdo forem uniformemente distribuidos, tem-se que A = (n)~/2.

A equagao (3.30) descreve satisfatoriamente o fenémeno de molhagem para fluidos
que apresentem baixa viscosidade, onde a energia de molhagem serd AGy = AGg, uma
vez que a Unica contribuicao para a energia livte AGy é a de interacao entre fluido
e a superficie solida. A partir dessa equacao, também é possivel obter os parametros

livres da teoria, n, a densidade de sitios, e a densidade de energia por unidade de area

AGwn
Ags = =3

limitada por nao leva em consideracao os efeitos da viscosidade do fluido 7z, que afeta

, com N sendo o numero de Avogadro. Por outro lado, a equacao (3.30) é

diretamente a dindmica de molhagem. Afim de suprir essa necessidade, a teoria cinético
molecular deve ser modificada uma vez que a dissipacao viscosa tende a conduzir mais
rapidamente o angulo de contato para um estado de relaxamento. Portanto, a influéncia
da viscosidade pode ser considerada se entendermos a densidade de energia livre AGyy,

como a superposicao das contribui¢oes da superficie AGg e da viscosidade AGy:

AGw = AGs + AGy. (331)

Qualquer outro tipo de dissipacao de energia, implicarda na adicao de mais um termo
em (3.31). Com isso, permitimos que as moléculas do fluido tenham seus movimentos
limitados nao somente pelas barreiras de energia da interagao com a superficie, mas tam-
bém pela interacao viscosa com as moléculas vizinhas. Assim, de acordo com a teoria de

Eyring, a viscosidade esté relacionada com a energia de dissipacao viscosa por:

h AGy
= exp (NkT) : (3.32)

Onde 7y, é a viscosidade e vy, é o volume de uma molécula liquida (v, = M /Npp,
onde My é a massa molar, p; é densidade de massa do fluido). Combinando as equagoes
(3.27), (3.31) e (3.32) e definindo,

o kT Ags
ks = o exp (— NkT) : (3.33)
Obtem-se,
kT —AGS kT —Agg h
W nLVL exp( NET ) h ( nkT s nLVL (3.3)

Substituindo o resultado (3.34) na equagao (3.30), chegar-se-a a expressao que descreve
a velocidade da linha de contato com dependéncia do angulo de contato, que considera

explicitamente, a viscosidade do fluido. A expressao é dada por [48]:

(3.35)

2 \ksh Yra(cos By — cos @)
v = ———senh
nLVL 2nkT

A equacgao acima descreve bem as medidas de espalhamento de fluidos em superficies

Instituto de Fisica - UFAL



44 3. FENOMENO DE MOLHAGEM

sOlidas, como também, permite explicar os efeitos da viscosidade e assim isolar a influéncia
da interacao entre o fluido e solido. A relacao entre a taxa de variagao temporal do &ngulo
de contato com a velocidade da linha de contato pode ser obtida geometricamente a partir
do formato apresentado pela gota, que pode variar entre formato de calota esférica, semi-
esférica ou semi-elipsoidal.

Considerando uma gota com volume pequeno, a influéncia da gravidade pode ser
negligenciada, e assim tem-se uma gota com formato de calota esférica. FEssa geometria

de gota pode ser caracterizado pela seguinte relac¢ao [50]:

. {ﬂ sen’d )} " (3.36)

T (2 — 3cost + cos®0

Onde r é o raio da base, V' é o volume da gota e 6 é o angulo de contato instantaneo. As-
sumindo que o volume mantém-se constante, ou seja, nao ha evaporagao. Entao derivando

equacao (3.36) em relacao ao tempo, tem-se:

or o0 <3V) 13 (1 — cosf)?
(

- 2 — 3cosb + cos30)*/3

il (3.37)

s
Sabendo que a variagao de r se da pelo deslocamento da linha de contato, entao,

igualando as equagoes (3.37) e (3.35), tem-se:

00 T\ /3 2\kgh (2 — 3cosf + cos>0)Y/? Via
ot (W) nLvL (1 — cosf)? nh [2nl{:T(COS o — cos0) (3.38)
Reescrevendo a equagao (3.38), tem-se,

2 L (2 — 3cosl) + cos30)*/3
at " (1 — cosh)?

senh [ay(cos By — cosB)]. (3.39)

Onde,

o - ()"

_JLe
@ = 2nkT (3.40)

A partir da solu¢ao da equagao (3.39), é possivel fazer o ajuste do modelo teérico aos
dados experimentais. Os valores de ag e a; podem ser determinados por meio do ajuste
da curva dos dados experimentais, determinando assim os valores dos parametros livres:
a densidade de sitios n de adsorcao da superficie sélida e a frequéncia kg. Isso é possivel
uma vez que os demais parametros podem ser determinados a partir de alguma outra téc-
nica experimental ou das informacgoes do fluido usado: a tensao superficial v, é medida

usando técnica de gota pendente; o angulo de equilibrio 6y, é obtido da medigao feita em
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uma gota ap6s um longo periodo de tempo; e a distancia média entre os sitios A, como
ja mencionado, é dada por A = 1/4/n. O modelo cinético molecular afirma que o desvio
sistematico do angulo de contato dindmico em relagao ao seu valor de equilibrio reflete
quantitativamente a dissipagdo de energia local (fricgdo) na linha de contato movel, ao
atravessar os sitios de interagao de fluido/sélido. Particularmente, prevé que o coeficiente
de friccao da linha de contato ( seja proporcional a viscosidade do fluido 7, e exponenci-
almente dependente das interagoes solido-liquido, conforme medido pelo trabalho [42]. O

coeficiente de friccao e dado por:

(= Ll exrp (Agg) . (3.41)
A3 nkT

A teoria cinético molecular apresenta resultados em boa concordancia com os dados
experimentais, encontrando valores para A\ e kg muito préximos dos obtidos por técnicas
experimentais mais avancadas. Diversas publicacoes demonstram a validade da teoria.
Em um artigo feito por Damien Duvivier, Terence D. Blake e Joel De Coninck [42], sdo
analisados mais de vinte publicacoes com dados da dindmica de molhagem, as informacoes
extraidas confirmam algumas das previsoes da teoria. Na literatura ha muitos trabalhos
com o mesmo objetivo, ou até mesmo fazendo comparagoes entre a teoria cinético mole-

cular e outros modelos distintos [43].
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MATERIAS E PROCEDIMENTOS
EXPERIMENTAIS

4.1 Materiais

Nesta secao, sera descrito detalhes dos peptideos penetrantes em células usados no
presente trabalho. Serao apresentados ainda os métodos utilizados para preparacao das
amostras. Diversas publicacoes descrevem esses peptideos, e embora em algumas situagoes
ainda nao haja uma compreensao completa dos mecanismos de penetragao celular, muitas

das suas principais propriedades sao conhecidas.

4.1.1 Peptideo Penetratina

O peptideo penetratina, cuja a sequéncia de aminoacidos é representada por RQI-
KIWFQNRRMKWKKK, faz parte da familia dos peptideos derivados de proteinas, e
como descrito por Prochiantz e Joliot [51] é derivado de uma homoproteina! (homopro-
teina de Drosophila), da Antennapedia. A penetratina, como ja mencionado antes, pode
ser internalizada tanto em 4 °C quanto em 37 °C, e tem acesso ao nicleo e ao citoplasma
[15]. Estudos sugerem a presenga de uma sequéncia de translocac¢ao celular na terceira
hélice do homeodominio da Antennapedia [52]. Nesse peptideo, ha a presenga de resi-
duos hidrofébicos, em particular o tripofano, que desempenham papel crucial no processo
de translocagao, e nas extremidades de sua sequéncia de aminoacidos estao presentes os
aminoacidos polares argenina e lisina. Na Tabela 4.1 ha informacgoes sobre os residuos ami-
noacidos que compoem esse peptideo, bem como suas respectivas polaridades. Anéalises
de mutagao indicaram também a importancia das propriedades eletrostaticas nesse pro-
cesso. Muitos autores sugerem que deva existir um equilibrio sutil entre as propriedades
eletrostaticas e hidrofobicas da penetratina para ocorrer sua translocacao [51].

A penetratina é um dos peptideos mais comuns na literatura. Diversos trabalhos de-
monstram sua eficiéncia no processo de entrega de farmacos ou moléculas biologicamente
ativas, como no artigo de Weiyue Lu e co-autores [2|. Eles demonstraram a eficiéncia

da penetratina para a entrega de drogas intra-oculares, pois esse tecido apresenta uma

'Homoproteinas sdo as proteinas compostas apenas por aminoécidos.
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resisténcia natural a absorcao de diversas substancias.

Tabela 4.1: Classificagao dos aminoécidos que compoem o peptideo penetratina quanto
a polaridade.

Penetratina
Letra de identificacao Nome Polaridade

R Arginina Polar

Q Glutamina Polar

I Isoleucina Apolar
K Lisina Polar
W Tripofano Apolar

F Fenilalanina Apolar
N Asparagina Polar
M Metionina Apolar

Fonte: Cox et al., 2014 [11]

Figura 4.1: Estrutura molecular da Penetratina

S

RQIKIWFQNRRMKWKK

Fonte: Autor, 2018

4.1.2 Peptideo TAT

Um peptideo rico em arginina® [53], o TAT (48-60), que possui sequéncia de aminoa-
cidos GRKKRRQRRRPPQ, é derivado do virus da imunodeficiéncia humana HIV-1 Tat.
Como a penetratina, faz parte da familia dos peptideos oriundos de proteinas, especifica-
mente da proteina Tat trans-ativadora, que é uma reguladora viral fundamental para a
replicagao do HIV-1 [54|. A proteina Tat é organizada em trés diferentes grupos funci-

onais: Uma regiao N-terminal importante para trans-ativagao; uma regiao de ligacao ao

2Arginina (R) ¢ um aminodcido polar bésico
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48 4. MATERIAS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

DNA rica em cisteina (22-37 aminoacidos); e uma regiao basica (48-60 aminoacidos) [15].
O N-terminal que contém a regiao basica é suficiente para o processo de translocacao,
e mostra localizagao celular e nuclear, uma vez que o TAT consegue trafega pelo cito-
plasma e nucleo. A Tabela 4.2 tras informacgoes sobre os residuos aminoacidos do TAT.
A absorcao do Tat depende da concentracao e da temperatura, podendo ser parcialmente
inibida por baixas temperaturas [15]. TAT transloca-se com facilidade através das mem-
branas celulares e é utilizado como transportador de macromoléculas, como proteinas e
oligopDNAs. O primeiro exemplo do possivel uso terapéutico da transducao de proteina
mediada por TAT data de 1994, quando foi demonstrado a entrega de proteinas de fusao
por conjugacgao ao dominio de transdug¢ao do TAT e outros dominios de trandugao de

proteina [15].

Tabela 4.2: Classificagao dos aminoécidos que compoem o peptideo TAT analisado,
quanto a polaridade.

TAT
Letra de identificagao Nome Polaridade
G Glicina Apolar
R Arginina Polar
K Lisina Polar
Q Glutamina Polar
P Prolina Apolar

Fonte: Cox et al., 2014 [11]

Figura 4.2: Estrutura molecular da TAT

GRKKRRQRRRPPQ

Fonte: Autor, 2018
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4.1.3 Peptideo SV40

O SV40 (Virus simios 40) é comumente propagado em linhagens celulares derivadas
do macaco verde africano [55]. O SV40 vem sendo extensivamente usado em estudos que
visam compreender como as drogas anticancerigenas e os carcinogénicos interrompem a
replicacdo do DNA nas células de mamiferos [56]. O SV40 faz uso de varios mecanismos
celulares para realizar diversas etapas na infeccao viral. Demonstrou-se que esse peptideo
é uma poderosa sonda na analise de transcricao molecular, replicacao de DNA e controle
de crescimento. A sequéncia de aminoacidos PKKKRKYV reduzida do SV40, que é usada
no presente trabalho, pode atuar como um sinal de localizagdo nuclear [57|. Na Tabela
4.3 ha informagoes sobre a sequéncia de residuos aminoacidos utilizada.

Tabela 4.3: Classificagao dos aminoacidos que compoem o peptideo SV40 quanto a
polaridade.

SV40

Letra de identificagago ~ Nome  Polaridade

P Prolina Apolar
K Lisina Polar
R Arginina Polar
v

Valina Apolar

Fonte: Cox et al., 2014 [11]

Figura 4.3: Estrutura molecular da SV40

PKKKKRKV

Fonte: Autor, 2018

4.1.4 Peptideo C105Y

Peptideo C105Y (com a sequéncia de aminoacidos CSIPPEVKFNKPFVYLI) é um
peptideo sintético penetrante em célula baseado na sequéncia de aminoéacidos correspon-

dente aos residuos 359-374 da al-antitripsina («1-AT) [58]. Este peptideo foi inicialmente
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50 4. MATERIAS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

identificado como a extremidade C-terminal da a1-AT, que poderia mediar a ligacao do
complexo enzimatico de serpin [59]. C105Y é capaz de aumentar a transferéncia génica e
a expressao génica in vitro e in vivo. Com base na capacidade de entrar de forma rapida
no citoplasma, ntcleo, e nucléolo de células vivas, o peptideo C105Y foi estudado [59] a
fim de determinar quais os mecanismos que possibilitam sua entrada em células. Den-
tre os diversos fatores que contribuem para esta propriedade, conclui-se que o peptideo
C105Y consegue transpor-se através da sequéncia hidrofobica C-terminal (PFVYLI), pois
esta mesma sequéncia de seis aminoédcidos pode entrar nas células e localizar nicleos que
tenham forma semelhante ao C105Y inteiro. Um peptideo com auséncia dessa sequéncia
nao consegue internalizar nas células [59]. A Tabela 4.4 contém informagoes sobre os seis
residuos aminoacidos utilizados no presente trabalho. O C105Y localiza-se no nucleélo,
uma organela responséavel pelo processamento do RNA, biogénese do ribossomo, supressao
tumoral e replicacao viral, o que torna-o 6timo candidado para transportador de cargas

com potencial terapéutico [59], e de outras cargas moleculares.

Tabela 4.4: Classificacao dos aminoacidos que compoem o peptideo C105Y quanto a
polaridade.

C105Y
Letra de identificacao Nome Polaridade
P Prolina Apolar
F Fenilalanina Apolar
\Y Valina Apolar
Y Tirosina Apolar
L Leucina Polar
I Isoleucina Apolar

Fonte: Cox et al., 2014 [11]

Figura 4.4: Estrutura molecular do C105Y

PFVYLI

Fonte: Autor, 2018
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4.1.5 Preparagao das amostras

Todos os peptideos apresentam-se em pd e todos passaram pelo mesmo processo,
que consiste na diluigdo no solvente 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP), que é um
liquido incolor e muito volatil que se caracteriza por um odor forte, obtido da Sigma-
Aldrich. A escolha desse solvente se deve ao 6timo resultado apresentado na dilui¢ao dos
peptideos, associado a sua alta volatilidade, o que permite produzir filmes de peptideos
sem resquicios de solvente. Apos diluidos os peptideos em uma concentragao de 40mg/mL,
foi depositado 20uL. dessa solugao em uma mica clivada com dimensoes de 10mm x 10mm.
Apo6s completa evaporacao do HFIP, tem-se os filmes amorfos com cerca de 0,8mg de
peptideos distribuidos na superficie.

Para o processo de hidratacao, os filmes amorfos sao expostos a uma atmosfera satu-
rada com vapor de adgua. Para esse procedimento as micas com os filmes amorfos foram
depositadas em uma placa de petri, que por sua vez foi colocada em uma segunda placa
contendo agua, o conjunto foi selado com papel aluminio afim de que apenas o vapor de
agua entrasse em contato com o filme peptidico. As placas de petri foram levadas a um
forno e mantidas a uma temperatura aproximada de 98°C durante 12 horas. O protocolo
de producao dos filmes nanoestruturados foi reproduzido da referéncia [31]. Todas as

amostras foram preparadas no Instituto de Farmacologia e Biologia Molecular (INFAR)
da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

Figura 4.5: Imagens do a) HFIP e b) amostra de C105Y depositado sobre mica. As
demais amostras apresentam nenhuma coloracao.

Fonte: Autor, 2018

4.2 Métodos de analise

Nesta segao serao discutidas as técnicas utilizadas na anélise dos filmes amorfos e
nanoestruturados. Iniciando com medidas de microscopia de forga atomica (AFM) e
AFM-IR, com a qual teremos informagoes topogréficas e de absorgao de radiagao infra-

vermelho das amostras. Além disso, apresentaremos o protocolo utilizado para as medidas
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de angulo de contato, que fornecera informacoes sobre a energia de adesao, assim como
o protocolo usado nas medidas de dicroismo circular, que fornecerao informagoes sobre a

conformacao das moléculas dos peptideos.

4.2.1 AFM e AFM-IR

A espectroscopia de forga atomica (AFM) tornou-se uma poderosa ferramenta para
o estudo de estruturas e mapeamento topograficos em escala nanométrica. Desde a sua
criacao em 1986, usado inicialmente para sondar a rugosidade atomica de uma superficie,
essa técnica vem sendo cada vez mais aperfeicoada e hoje fornece resultados surpreen-
dentes, e a possibilidade de mover e posicionar com precisao uma ponta foi explorada na
fabricacao de dispositivos em nanoescala [60]. O funcionamento de equipamento de AFM
¢ baseado no monitoramento das deflexoes de um cantiliver, que possui uma ponta em
sua extremidade. Essas oscilagoes sao registradas com o auxilio de um computador e,
ao varrer a area total da amostra linha por linha, obtém-se informacoes do relevo numa
escala nanométrica. As deflexdes no cantiliver sao devido a forgas de interacao entre a
ponta e a superficie, que sao de modo geral de natureza eletrostaticas. No entanto, ha

outros fatores que contribuem.

A espectroscopia de infravermelho baseada na microscopia de for¢a atomica (AFM-
IR), se desenvolveu de maneira relativamnete rapida e fornece a analise quimica e o
mapeamento da composi¢ao do substrato em anélise, combinado com a resolugao espacial
do AFM |[61]. Indivudualmente essas técnicas sdo muito tteis em diferentes campos de
pesquisa, mas combinadas elas conseguem superar algumas limitagoes que ambas apre-
sentam. O funcionamento do AFM-IR (Figura 4.6) consiste em um laser infravermelho
focalizado numa regiao da amostra proxima a ponteira do cantiliver do AFM. Ajustando o
feixe de luz para um comprimento de onda que seja absorvido pela amostra, uma medida
de AFM consegue detectar essa absorgao. A absorgao da radiagao IR é convertida em
calor provocando um rapido pulso de expansao térmica sob a ponteira do AFM, induzindo
uma oscilacao ressonante no cantilever. Apartir dessa resposta, é possivel relacionar essa
oscilagao com o comprimento de onda absorvido e assim, criar espectros de absor¢ao do

infravermelho de regides nanométricas [62].

Neste trabalho foram realizadas medidas tanto de AFM quanto de AFM-IR. As medi-
das de AFM-IR foram realizadas na Universidade Estadual de Campinas (Unicamp - SP),
usando o espectrometro infravermelho baseado em AFM da Anasys Instruments, modelo
nanolR-s, mostrado na Figura 4.7. Para essas medidas, os peptideos foram depositados
em substrato de ouro, pois esse material otimiza a difusao de calor. As medidas de AFM
foram efetuadas também na Unicamp, mas para estas, os substratos utilizados foram as

micas.
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Figura 4.6: Esquema de funcionamento do AFM-IR

Laser
defletido

Cantilever

Feixe infravermelho

Amostra

Fonte: Anasys Instruments [62]

Figura 4.7: Espectrometro infravermelho baseado em AFM da Anasys Instruments,
modelo nanolR-s. Equipamento pertencente & Unicamp.

Fonte: Autor, 2018

4.2.2 Tensiometria 6ptica

As medidas de angulo de contato foram obtidas pela técnica de tensiometria Optica.
Ha algumas outras formas de inferir o angulo de contato como a elevacao de um liquido
por um capilar e o espalhamento de um fluido sobre uma superficie solida [63]. A tensio-
metria éptica mede o perfil da imagem da gota espalhando-se em uma superficie solida ou
liquida, através de um equipamento chamado gonidometro ou tensiémetro, como mostrado
na Figura 4.8. Basicamente, um tensiémetro 6ptico possui uma camera CCD (charge-
coupled device), que faz a captura das imagens da gota e um software para leitura e
tratamento dos dados. E necessario também, quando deseja-se obter informacoes sobre
a superficie solida, conhecer previamente as caracteristicas do fluido de prova, tais como
sua tensao superfical, viscosidade e polaridade.

O software analisa a variagao do perfil da gota e o reproduz em uma curva, a qual sera

usada para determinar o dngulo de contato. O tensidémetro utilizado nos experimentos
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Figura 4.8: Tensiometro 6ptico Theta (Attension Instruments)

Fonte: Attension [64]

foi o tensidmetro 6ptico Theta (Attension Instruments), que acompanha software proprio
para analise dos dados. Com este equipamento é possivel realizar dois tipos de experi-
mentos: medidas de angulo de contato e de gota pendante. Neste tltimo, é possivel obter
informagoes sobre a tensao superficial do fluido. Usando o software do equipamento, é
possivel escolher com precisao o volume da gota do fluido teste, assim como a velocidade
de deposicao da gota na superficie sélida. A dindmica de molhagem é entao fotografada
pela CCD, sendo entao analisadas pelo software do equipamento.

Vale salientar que para realizar medidas de angulo de contato alguns cuidados devem
ser tomados, como: a superficie sélida deve esta plana, caso contrario efeitos relacionados
a gravidade tornam-se relevantes; o fluido deve manter o volume constante, caso ele
evapore é necessario um outro tratamento teoérico mais adequado (detalhes sobre esse
comportamento pode ser visto em [65]); e a superficie deve esté limpa e lisa, pois qualquer
contaminante ou rugosidade iré induzir histerese do angulo de contato, prejudicando o

resultado.

Tabela 4.5: Propriedades fisico-quimicas do glicerol

Formula quimica Massa molecular  Densidade  Viscosidade Tensao superficial
C3HgO5 92,09382 g/mol 1,261 g/cm® 1,5 Pa-s 64 mN/m

Fonte: Lima et al., [66]

Para a analise do fenémeno de molhagem nos filmes peptidicos foi utilizado 8yl de
gicerol como fluido teste (ver tabela 4.5). O glicerol foi escolhido como fluido de prova
devido a sua alta viscosidade, o que é de particular interesse para quando for utilizada a

teoria cinético molecular. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente
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(25 °C), e repetidas 10 vezes para cada tipo de peptideo. O software fez aquisicao de
imagens do espalhamento do glicerol sobre os filmes peptidicos durante 20 segundos a
uma taxa de 60 frames por segundo, tempo suficiente para o completo relaxamento do
liquido de prova. Assim, obtivemos a curva do angulo de contato em funcao do tempo

para cada tipo de peptideo, tanto na configuracao amorfa quanto hidratada.

4.2.3 Dicroismo circular

Com o intuito de conhecer a estrututura conformacional dos pepideos utilizados nesse
estudo, foram realizadas medidas de dicroismo circular (DC), que é um 6timo recurso para
determinacao réapida de segunda estrutura e propriedades de dobramento de proteinas.
Dicroismo pode ser definido como a absorc¢ao desigual entre a luz polarizada circularmente
(ver Figura 4.9) para direita e para esquerda, de maneira que as ondas estao com uma
defasagem de 90° [67]. O método de medigao de dicroismo circular usufrui do fato de
que quando dois feixes de luz polarizados num plano, mas como sentidos de giros contra-
rios, atravessam um meio dicréico circular, a diferenca de absorcao das duas componentes
circulares converte a luz circularmente polarizada em luz elipticamente polarizada [68|.
Quando os vetores do campo elétrico das duas componentes circulares estao na mesma
direcao, somam-se, gerando o eixo maior, e quando estao contréarios subtraem-se gerando
o eixo menor da elipse. A razao entre o eixo menor e o maior, que é a tangente de um
angulo a denominado elipticidade, caracteriza o dicrofsmo circular. Outra forma de carac-
terizar o dicrofsmo circular é calculando a diferenca entre as intensidades das componentes
elétricas da luz circularmente polarizada no sentido horério e anti-horéario. O dicroismo
circular pode ser utilizado para vislumbrar estruturas desconhecidas, de peptideos por
exemplo, valendo-se do fato que diferentes elementos estruturais possuem espectros de
DC caracteristicos. Por exemplo, as proteinas a-helicoidais tém bandas negativas nos
comprimentos de onda 222 nm e 208 nm e uma banda positiva em 193 nm [67]. Na Fi-
gura 4.10, tem-se curvas caracteristicas para os principais elementos estruturais obtidas
por Norma Greenfieldf e Gerald D. Fasman [69].

As medidas de dicroismo circular apresentadas nesse trabalho foram geradas com o
equipamento JASCO 810, no Infar - Unifesp. A Figura 4.11 esquematiza o funcionamento
de um equipamento de dicroismo circular. Para efetuar as medidas é preciso fazer um
processo semelhante ao de produgao dos filmes peptidicos, mudando apenas o substrato
de deposicao, que neste caso é feito numa cubeta do equipamento. As medidas foram
realizadas entre 180 e 260nm, em passos de lnm usando 1s por passo. Em todas as
amostras foi subtraido o espectro relativo ao ar.

Nos proximos capitulos serao apresentados as medidas realizadas, bem como uma
discussao desses resultados. Para com isso, chegar-se a uma conclusao dos efeitos induzidos

nas propriedades de molhagem, de filmes formados por peptideos penetrates em células,
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Figura 4.9: Representacoes da luz circularmente polarizada a direita:.

a) )’__ Y Y Y
BN T Rl o
1 2 3 4
Y

b)

c)

Fonte: Kliger et al., [70]

Figura 4.10: Curvas caracteristicas dos principais elementos estruturais.

Curve
1 100 % a Helix
2 100% 8
3 (00 % Random Chain

[£1 %107° De=ree ¢/ Decimoie

i3 ! 1 | |
190 200 210 220 230 240 250

Ainmg

Fonte: Fasman et al., [69]
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Figura 4.11: Esquema de funcionamento de um equipamento que mede dicroismo cir-
cular de compostos.

Polarizador Amostra

circular

Luz sem
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Feixe polarizado para a direita
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Feixe polarizado para a esquerda

Polarizador
plano

Fonte: Autor, 2018

devido exposi¢ao a uma atmosfera saturada com agua.
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RESULTADOS

No capitulo anterior, foi apresentado os peptideos utilizados na presente pesquisa,
bem como as técnicas que foram utilizadas. Como ja mencionado, no fendémeno de mo-
lhagem diversos fatores influenciam na dinamica do angulo de contato. Apesar dessa
dindmica ser observada macroscopicamente, as caracteristicas microscopicas contribuem
diretamente. Com isso em mente, foram realizadas as medidas AFM para entender como é
a superficie dos filmes peptidicos estudados em escala nanoscopica. Embora as particulari-
dades topologicas contribuam consideravelmente na molhagem, as propriedades quimicas
da superficie solida também tem grande importancia. Pensando nisso, foram realizadas
medidas de AFM-IR para conhecer como estao distribuidos os sitios com (-folha.

Neste capitulo sao apresentados os resultados obtidos, bem como uma discussao destes.
Veremos como o processo de exposicao a uma atmosfera satura com agua influéncia nas

propriedades de molhagem de filmes formados por peptideos, pertencentes a classe PPC!.

5.1 Medidas de AFM e AFM-IR

5.1.1 Medidas de AFM

Para entender os efeitos topograficos induzidos pelo processo de hidratagao, foram
realizadas medidas de microscopia de for¢a atomica (AFM). Na literatura ha diversos
trabalhos mostrando que a deposicao de peptideos produz alteracoes mofoldgicas em
superficies [71] e que o processo de nanoestruturagao induz o crescimento de nanofios,
nanoflorestas e até aglomerados [31]. Para o caso particular de crescimento de nanoes-
truturas utilizado no presente trabalho, que consiste na exposicao dos filmes peptidicos
a uma atmosfera saturada com agua, o tempo de incubagao influéncia diretamente nas
estruturas auto-organizadas formadas pelas moléculas sobre o substrato utilizado, a mica.
Com base em resultados encontrados na literatura [31], nossas amostras foram expostas
a atmosfera saturada com agua por 12 horas.

Na Figura 5.1 sao exibidas as imagens de AFM para os filmes amorfo e submetidos a
atmosfera saturada do peptideo penetratina. Nota-se que o filme amorfo apresenta baixa
rugosidade, com regides praticamente lisas e picos com alturas maximas de 14,6nm, como

mostra a Figura 5.1(a). Nas amostras que foram expostas ao vapor de agua, Figura 5.1(b),

'PPC - Peptideos penetrantes em células
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Figura 5.1: Imagens representativas de AFM em duas e trés dimensoes de filmes do
peptideo penetratina, sob diferentes condigoes: (a) filme nao hidratado exibindo uma
textura amorfa e (b) filme submetido a uma atmosfera saturada em adgua. Note o aumento
da rugosidade dos filmes quando submetidos a atmosfera saturada.

Fonte: Autor, 2018

Tabela 5.1: Parametros morfolégicos dos filmes de penetratina. Ra é a média aritimé-
trica da rugosidade, Rms ¢ a raiz quadratica média da rugosidade e He ¢ altura maxima
observada. A 4rea mapeada foi em média 110um?.

Peptideo Ra (nm) Rms (nm) He (nm)
Penetratina - amorfo 340, 4 413.8 14,6
Penetratina - hidratado 498, 8 578.3 23,7

percebe-se um aumento consideravel na rugosidade do filme peptidico, constatando-se
uma heterogeneidade topoldgica com picos de 23,7nm. O aumento de rugosidade no
filme submetido a atmosfera saturada em agua é um indicio de que ha a formagao de
nanoestruturas peptidicas sobre o substrato. No entanto, nao é possivel afirmar se ha a
formacao de nanofios ou de outras estruturas similares a partir das medidas de AFM. Na
tabela 5.1 tem-se os parametros morfologicos dos filmes amorfos e hidratados do peptideo
penetratina. A rugosidade da superficie € medida pelo parametro Ra que é definido como
a média dos desvios verticais no plano médio. Usaremos esse indicador em nossas anélises.
Na tabela também encontram-se a raiz quadratica média da rugosidade (Rms) e altura
maxima observada (He). Como podemos notar, ha um aumento substancial na rugosidade

dos filmes apds serem submetidos a uma atmosfera saturada com agua.
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Figura 5.2: Imagens representativas de AFM em duas e trés dimensoes de filmes do
peptideo TAT, sob diferentes condigoes: (a) filme nao hidratado exibindo uma textura
amorfa e (b) filme submetido a uma atmosfera saturada em adgua. Mais uma vez, é possivel
notar o aumento da rugosidade dos filmes quando submetidos & atmosfera saturada em
agua.

(b) 16.0

Fonte: Autor, 2018

Tabela 5.2: Parametros morfoldgicos dos filmes de TAT. Ra é a média aritimétrica da
rugosidade, Rms € a raiz quadratica média da rugosidade e He é altura maxima observada.
A 4area mapeada foi em média 110um?.

Peptideo Ra (nm) Rms (nm) He (nm)
TAT - amorfo 46.68 55.47 5.8
TAT - hidratado 1230 1412 16.8

Na Figura 5.2 sao mostradas as medidas de AFM para os filmes do peptideo TAT,
tanto no estado amorfo (seco) como no estado hidratado. Na Figura 5.2(a), percebe-se
que o filme amorfo apresenta uma baixa rugosidade, com a formagao de pequenos picos,
com altura maxima de 5,8nm. Esses picos podem ter surgido do processo de deposicao
do peptideo sobre a mica, que consiste no espalhamento de uma solugao volatil contendo
peptideos. Além disso, as imagens de AFM mostram a presenca de linhas curtas mais
altas sobre regides planas, bem como a formagao de alguns poros (identificadas pelas
regioes circulares escuras). A Figura 5.2(b) exibe as imagens da topologia do filme de
TAT apoés ser submetido a atmosfera saturada em agua. Aqui observa-se o surgimento

de vérios picos com uma altura maxima de 16, 8nm, distribuidos de forma heterogénea
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5.1 Medidas de AFM e AFM-IR 61

na area da amostra. Mas com concentragao de picos em uma regiao lateral do substrato.
Na tabela 5.2 sao apresentados os valores dos pardmetros que caracterizam a morfologia
dos filmes. Neste caso, vemos um aumento significativo da rugosidade do filmes apos
serem submetidos a atmosfera saturada com dgua. Onde a média da rugosidade passa de
134,7nm no caso amorfo para 263,7nm no caso hidratado, indicando que hé formacao de

nanoestruturas auto-organizadas do peptideo TAT.

Figura 5.3: Imagens representativas de AFM em duas e trés dimensoes de filmes do
peptideo SV40, sob diferentes condigoes: (a) filme nao hidratado exibindo uma textura
amorfa e (b) filme submetido a uma atmosfera saturada em dgua. Aqui é possivel notar
a formagao de granulos apds o processo de hidratacao dos filmes.

Fonte: Autor, 2018

Tabela 5.3: Parametros morfologicos dos filmes peptidicos SV40. Ra ¢é a média aritimé-
trica da rugosidade, Rms ¢é a raiz quadratica média da rugosidade e He é altura maxima
observada. A &rea mapeada foi em média 110um?.

Peptideo Ra (nm) Rms (nm) He (nm)
SV40 - amorfo 134.7 166.3 16
SV40 - hidratado 263.7 305.1 17.3

A Figura 5.3 mostra as medidas de AFM realizadas com os filmes do peptideo SV40.
Na Figura 5.3(a), observa-se que o filme amorfo de SV40 apresenta rugosidade acentuada,
com uma superficie de aspecto poroso, mas com uma distribui¢ao proxima de uniforme.

Nas imagens do filme submetido ao processo de hidratagdo mostrado na Figura 5.3(b),
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percebe-se o surgimento de dominios locais caracterizados pela formagao de granulos.
Embora haja um aumento na rugosidade média do filme submetido ao processo de hidra-
tagao, a altura dos picos nao é muito diferente daquela observada nos filmes amorfos. Isto
indica que a eventual formagao de nanoestruturas deste peptideo deve ocorrer no plano do
substrato. Embora a nanoestruturagao tenha alterado a topologia do filme peptidico, a
distribuigao de rugosidade ¢ semelhante a observada no filme amorfo. Este fato se refletiu
nas medidas de molhagem, como poderd ser visto mais adiante. A tabela 5.3 contém
os valores dos parametros morfologicos, onde é possivel notar o aumento da média de
rugosidade (Ra) entre os filmes.

Por fim, a Figura 5.4 mostra as medidas de AFM dos filmes de peptideo C105Y. Na
Figura 5.4(a), vemos que o filme seco apresenta um estado amorfo caracterizado por uma
superficie bastante rugosa, com a formacao de picos de até 1,4um de altura. Além disso,
é possivel notar a formagao de estrutura granulares e de vales ao longo do filme. Na
Figura 5.4(b) é mostrado filme de peptideo C105Y apds o processo de hidratagdo. Aqui
verifica-se a presenga de um morfologia irregular, caracterizada pela ocorréncia de vales
profundos e picos de 1,9um de altura, sem a presenca da estruturas granulares dos filmes
secos. Esse relevo acidentado das amostras pode induzir histerese nas medidas de angulo
de contato. Além disso, é possivel verificar o aumento acentuado na rugosidade dos filmes
na tabela 5.4. Essa rugosidade acentuada pode esta vinculada ao fato desse peptideo ser
formado em sua maioria, por residuos apolares. Isso induz uma resisténcia para adesao
na mica, e uma forte interagao repulsiva entre as moléculas do peptideo e do vapor de
agua.

Tabela 5.4: Parametros morfologicos dos filmes peptidicos C105Y. Ra é a média aritimé-

trica da rugosidade, Rms ¢é a raiz quadratica média da rugosidade e He é altura maxima
observada. A 4rea mapeada foi em média 110um?.

Peptideo Ra (nm) Rms (nm) He (nm)
C105Y - amorfo 143.1 184.9 1400
C105Y - hidratado  355.6 423.6 1900

As medidas de AFM revelam que o processo de hidratacao induz um aumento de rugo-
sidade na superficie dos filmes, indicando a ocorréncia de uma certa nanoestruturacao das
moléculas de peptideos. A natureza hidrofilica da mica contribui para a adesao dos grupos
polares dos compostos [71], o que favorece a exposigao de grupos apolares na superficie
mais externa. Neste caso, a presenca das moléculas de dgua na atmosfera perturba a
configuragao molecular dos peptideos ao longo do filme, uma vez que ha um interacao
repulsiva entre os grupos tripofano, prolina, valina, fenilalanina e outros residuos apolares
que formam os peptideos estudados, e as moléculares polares da agua. Desta forma, ha

um rearranjo das moléculas do peptideo de maneira a reduzir esta interacao repulsiva, em
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Figura 5.4: Imagens representativas de AFM em duas e trés dimensoes de filmes do
peptideo C105Y, sob diferentes condigoes: (a) filme nao hidratado exibindo uma textura
amorfa e (b) filme submetido a uma atmosfera saturada em dgua. Aqui é possivel notar
a formagao de vales profundos no filme apos o processo de hidratacgao.

146 pm

Fonte: Autor, 2018

um comportamento similar ao processo micelizacao das moléculas de surfactante em agua.
A mudanca da configuragao das moléculas de peptideo induz assim o processo nanoestru-
turacao, o que tem um impacto significativo sobre as propriedades de molhabilidade dos

filmes peptidicos, como poderemos constatar nas medidas de angulo de contato.

5.1.2 Medidas de AFM-IR

A espectroscopia infravermelho (IR) baseada na microscopia de for¢a atomica (AFM-
IR) é uma técnica mais recente e retne o melhor de cada uma das técnicas, permitindo
a analise quimica e o mapeamento composicional das amostras [61]. De uma maneira
geral, os peptideos, por terem os mesmos grupos funcionais mudando apenas a cadeia
lateral (—R) de um para outro, apresentam espectros de IR semelhantes, principalmente
no que diz respeito as absorcoes caracteristicas dos grupos —NH2, —COOH e estes
podem ser utilizados como base para demostrar os principais sinais [72|. Sendo assim,
realizou-se uma medida de IR com ntimero de onda de 1628cm ™!, uma vez que o espectro

IR apresenta uma banda amida na regiao entre 1600 e 1700cm 1.

O nimero de onda
escolhido corresponde a vibracao de amidas emparelhadas na conformacao f-folha. As
imagens de AFM-IR podem ser consideradas mapas quimicos, onde as cores indicam a

intensidade de absorcao do niimero de onda de 1628cm~!. Com isso, é possivel visualizar
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a presenca de conformacoes S-folha, indicadas pela cor verde nas Figuras 5.5 a 5.7.

No filme com penetratina, Figura 5.5, nota-se a presenca de um padrao granular da
coloracao verde com o aparecimento de algumas regioes pontuais onde a cor azul é predo-
minante. Esse padrao granular da cor verde indica uma homogeneidade do ponto de vista
quimico, ou seja, os sitios com a presenca de §-folha estao organizados uniformente. Nos
filmes preparados com TAT e SV40, mostrados nas Figuras 5.6 e 5.7, respectivamente,
observa-se uma distribui¢ao heterogénea da cor verde, com regides onde as cores azul e
vermelha prevalecem. Isso revela que hé regidoes com actumulo de sitios com [-folha e
outras sem qualquer vestigios (regides com coloragao azul ou vermelha). Essa diversidade
superficial de composicao dos sitios dos filmes implica em uma maior dificuldade em re-
produzir amostras muito semelhantes, e essa caracterista tem influéncia nas propriedades

de molhagem desses filmes.

Figura 5.5: Imagens de AFM-IR do filme amorfo do peptideo penetratina

31TV

164

Fonte: Autor, 2018

Figura 5.6: Imagens de AFM-IR do filme amorfo do peptideo TAT

Fonte: Autor, 2018
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Figura 5.7: Imagens de AFM-IR do filme amorfo do peptideo SV40

Fonte: Autor, 2018

5.2 Medidas de molhagem

Para caracterizar os efeitos da hidratagao nas propriedades de molhagem dos filmes
peptidicos, foram realizadas medidas de angulo de contato usando a técnica de tensiome-
tria 6ptica. Em todos os casos analisados percebeu-se que o processo de expor os filmes a
atmosfera saturada afetou diretamente a dindmica do angulo de contato. Esta mudanca

ocorreu em alguns casos de forma bem sutil.

A dindmica de relaxacao foi analisada usando a teoria cinético molecular para a va-
riacao da posicao da linha de contato. Neste modelo, a evolug¢ao temporal do angulo
de contato é dada pela dindmica coletiva das moléculas do fluido de prova, do substrato
solido e do gas onde estao imersos, na regiao proxima da linha de contato, conhecida
como zona de trés fases. Para fazer uso dessa teoria alguns cuidados devem ser toma-
dos, como por exemplo, o substrato dever ser plano e o volume do fluido de prova deve
manter-se constante durante a medida. Além disso, foi levado em consideracao tanto as
contribuigoes associadas a enegia de interagao na interface solido-liquido quanto a energia
viscosa. Mais detalhes podem ser encontrados no capitulo 3 da presente dissertacao. Com
o auxilio da teoria cinético molecular, obtém-se parametros como densidade de sitios de
adsorcao das moléculas do fluido n, distancia média entre esses sitios A e a densidade de
energia livre de molhagem, gs, que sao informagoes bastante importantes para a completa
caracterizagao dos filmes peptidicos estudados. O fluido teste usado foi o glicerol, que
possui uma viscosidade relativamente alta. Deste modo, o tempo de relaxagao do angulo
de contato foi lento, com a configuracao de equilibrio sendo atingida 20 segundos apos
a liberacao da gota. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente, de
aproximadamente 25 °C. Os pardmetros computados a partir da teoria cinético molecular

foram obtidos do ajuste tedrico de 10 medidas para cada tipo de peptideo.

Os parametros desejados foram calculados a partir do ajuste teérico das curvas angulo
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de contato em funcao do tempo obtidas experimentalmente. Para tal, fizemos uso da

equacao:

% _ (2 — 3cosf + cos>0)Y/?
o~ (1 — cosh)?

senh [a;(cos By — cosb)]. (5.1)

Onde,

apg =

&)

g e
o= 2nkT (5.2)

ap € a; sao obtidas do fitting dos dados experimentais, e com isso determina-se os
valores das grandezas desejadas.

Na Figura 5.8, tem-se a evolu¢ao temporal do angulo de contato médio no filme de
penetratina, para o filme amorfo e para o filme submetido & atmosfera saturada em
agua. Percebe-se de imediato que a hidratacao dos filmes implicou em um aumento
do angulo de contato de equilibrio 6., passando de 74,0° no caso amorfo para 75,6° com
a hidratacao. Esse aumento no angulo de contato, dentre outros fatores, é devido ao
aumento na rugosidade que foi revelada nas medidas de AFM (Figura 5.1). Isso implica
diretamente numa reducao da densidade superficial de energia e aumento na densidade
superficial de sitios, que reflete-se na mudanc¢a no comportamento das curvas 6(t) na
Figura 5.8. A inflexo da curva vermelha (filme hidratado) ¢ diferente que o da curva
azul (filme amorfo). Nota-se também que as curvas evoluem no tempo de forma sauve,
isso corrobora com as medidas de AFM e AFM-IR (Figura 5.5), pois dessas medidas
concluimos que esse filme é o mais homogénio, tanto do ponto de vista topoldgico quanto
quimico. A tabela 5.5 exibe os valores dos parametros fornecidos pelo teoria cinético
molecular.

Tabela 5.5: Parametros calculados a partir do ajuste tedrico dos dados experimentais
para o peptideo penetratina

Peptideo penetratina n (10%¥m=2) X (107%m) g, (107%J/m?) K, (10'%s71)
Filme amorfo 1,12 9,45 81,0 1,64
Filme hidratado 1,28 8,85 78,7 2,01

Na Figura 5.9, temos as curvas angulo de contato médio como funcao do tempo para
os filmes do peptideo TAT nos estados amorfo e hidratado. De imediato percebe-se que a
hidratagao induziu um aumento do angulo de contato de equilibrio ., passando de 76, 9°
no caso amorfo para 79,1° com a hidratacao. Assim como a penetratina, o aumento no

angulo de contato é uma consequéncia do aumento de rugosidade que foi constatado nas
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Figura 5.8: Variacao do angulo de contato médio em funcao do tempo para os filmes
do peptideo penetratina em diferentes morfologias: filme amorfo (curva azul) e filme
hidratado (curva vermelha). Note o aumento no angulo de contato apos a hidratagcao.
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Fonte: Autor, 2018

medidas de AFM (Figura 5.6). Esse aumento na rugosidade juntamente com a interagao
entre os grupos quimicos com os quais o liquido teste interagiu, contribuiu para a reducao
na densidade superficial de energia. Além disso, vemos mais uma vez que ha um aumento
na densidade superficial de sitios associados & molhagem, como mostra a tabela 5.6. Nesta,
é possivel encontrar outros valores como a distancia média entre os sitios e a frequéncia

de troca de sitios.

Tabela 5.6: Parametros calculados a partir do ajuste tedrico dos dados experimentais
para o peptideo TAT

Peptideo TAT  n (10%¥m™2) X (107%mn) g, (107%J/m?) K, (10"9s71)
Filme amorfo 1,13 9,41 77,8 3,17
Filme hidratado 1,57 7,99 75,4 4,90

Na Figura 5.10 é mostrada a dindmica de molhagem para os filmes do peptideos SV40
nas morfologias amorfa e com hidratacao. Aqui observamos que o angulo de equilibrio
para os dois tipos de filmes do peptideo SV40 sao idénticos, com 6, = 76,4. Esse fato
pode esta vinculado ao fato deste peptideo ser formado por um ntmero maior de residuos
polares (ver tabela 4.3), que possuem uma afinidade para aderir no substrato solido (a
mica), que é hidrofilica. Com isso, as interagoes repulsivas entre as moléculas do vapor
de agua e as do peptideo SV40, sao um pouco menores quando comparadas com as da

penetratina ou TAT. No entanto, percebemos que uma pequena alteracao na dindmica
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Figura 5.9: Variacao do angulo de contato médio em fungao do tempo para os filmes
do peptideo TAT em diferentes morfologias: filme amorfo (curva azul) e filme hidratado
(curva vermelha).
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Fonte: Autor, 2018

de molhagem ap6s a hidratacao. Neste caso, a densidade de energia superficial associada
ao processo de molhagem é a mesma nas duas morfologias, mas a densidade superficial
de sitios é bem diferente, como mostra a tabela 5.7. Este tultimo fato pode ser devido a
exposi¢ao de grupos quimicos, antes escondidos, induzidos pela interagao entre os grupos

hidrofébicos e as moléculas polares do vapor de agua.

Tabela 5.7: Parametros calculados a partir do ajuste tedrico dos dados experimentais
para o peptideo SV40

Peptideo SV40 n (10®m™2) X (107%m) g, (107%J/m?) K, (10"s71)
Filme amorfo 0,957 1,02 78,3 2,28
Filme hidratado 1,40 0,844 78,3 2,84

A dinadmica de molhagem para os filmes do peptideo C105Y é mostrada na Figura
5.11. Como nota-se, ha uma pequena diferenca entre os angulo de equilibrio dos filmes
nos estados amorfo (6, = 101,0°) e hidratado (0. = 102,0°). Além disso, vemos que a
dindmica é mais lenta no filme amorfo. Isto pode estar associado & alta rugosidade do
filme neste estado, como foi revelado nas medidas de AFM (Tabela 5.4), fazendo com
que o movimento da linha de contato seja irregular. O conjunto de residuos aminoacidos
que formam o C105Y, que em sua maioria sao apolares, contribuiu para a observagao de
angulos de contato de equilibrio acima dos 100°. O processo de hidratagao, tendo em

vista o grande nimero de residuos apolares do C104Y, pode ter deixado exposto muitos
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Figura 5.10: Variacao do angulo de contato médio em fun¢ao do tempo para os filmes
do peptideo SV40 em diferentes morfologias: filme amorfo (curva azul) e filme hidratado
(curva vermelha). Note que embora as cuvas convergem para o mesmo valor do angulo
de contato de equilibrio 6., o nimero de sitios para cada caso é diferente n, e com isso
tem-se dinamicas de molhagem diferentes
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grupos quimicos. O que justifica a aumento na densidade superficial de sitios, e implica
diretamente no comportamento observado nas curvas 6(t) (Figura 5.11). A tabela 5.8

exibe os valores computados para o peptideo C105Y usando a teoria cinético molecular.

Figura 5.11: Variagao do angulo de contato médio em fun¢ao do tempo para os filmes
do peptideo C105Y em diferentes morfologias: filme amorfo (curva azul) e filme hidratado
(curva vermelha).

108 . : I . I .
% o C105Y - Amorfo T
106 8- © C105Y - Hidratado |_|
=k
= o |
Sl
2010419 a
= % |
I @8800000000000000000000000%000000
102~ M
i S
100 ' ! | ! I !
0 10 15 20
Tempo (s)

Fonte: Autor, 2018

Instituto de Fisica - UFAL



70 5. RESULTADOS

Tabela 5.8: Parametros calculados a partir do ajuste teérico dos dados experimentais
para o peptideo C105Y

Peptideo C105Y n (107"m~=2) X (107%m) g, (1079J/m?) K, (10'%s71)
Filme amorfo 6,25 1,27 51,3 1,16
Filme hidratado 8,06 1,11 50,3 2,25

A exposicao dos filmes a atmosfera saturada com dgua induz um aumento na rugo-
sidade da superficie, como foi verificado nas medidas de AFM. O que pode justificar,
juntamente com a exposi¢ao de grupos quimicos e outros fatores, o aumento no angulo
de contato de equilibrio nos filmes peptidicos de penetratina, TAT e C105Y. Embora o
angulo de contato de equilibrio nos filmes de SV40 sejam muito proximos, a hidratagao
levou a um aumento na densidade superficial de sitios o que pode explicar a alteracao ob-
servada na dindmica de molhagem, como nos outros filmes. Os valores para a frequéncia
de mudanca de sitios estao dentro dos valores obtidos na literatura, como pode visto no
trabalho de T. D. Blake e co-autores [50].

Esses resultados sugerem que para o conjunto de peptideos penetrantes em células
estudados, a hidratacao pode alterar caracteristicas como densidade superficial de energia
e aspereza de superficies recoberta por estes, peculiaridades que sao grande de importancia
na criacao de transportadores mais eficientes e desenvolvimento de métodos de tratamento

menos invasivos [15, 2|.

5.3 Medidas de Dicroismo Circular

O dicroismo circular (DC) é uma ferramenta bastante utilizada no estudo de moléculas
biologicas pois permite obter conhecimento sobre a conformagao estrutural das molécu-
las, como estruturas secundarias [67]. No capitulo 2 é possivel encontrar mais detalhes
sobre essa técnica. Uma vez que diferentes elementos estruturais apresentam espectros
de dicroismo caracteristicos 67|, é possivel determinar o tipo de segunda estrura presente
nas substéancias analisadas. As medidas de AFM-IR (Figuras 5.5 a 5.7), revelaram a pre-
senca de estruturas do tipo [-folha, e como elas estao distribuidas ao longo da area da
amostra. Com as medidas de dicroismo, buscamos verificar quais outros tipos de segunda
estruturas estao presentes nos peptideos analisados. A Figura 5.12 apresenta os resul-
tados das medidas de dicroismo circular para os filmes peptidicos de penetratina, TAT
e SV40. Essas medidas foram realizadas também com o filme do peptideo C105Y, mas
como esse peptideo apresenta uma coloragao esbranquicada e opaca, reflete grande parte
da luz incidente. Isto prejudica a medida de dicroismo, uma vez que ela é feita a partir
da luz transmitida pela amostra.

Com base em alguns resultados da literatura [52, 67, 73] foram analisadas as curvas da
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Figura 5.12. Os espectros observados sao resultados da superposicao de espectros carac-
teristicos, correnspondentes a cada tipo de estruturas presentes nos compostos. Todas os
espectros de dicroismo, em conformidade com as medidas de AFM-IR, apresentam curvas
caracteristicas de (-folha. Na Figura 4.10 tem-se as curvas caracteristicas dos principais
elementos estruturais, entre elas, a do tipo (-folha. A curva azul na Figura 5.12, cor-
responde & medida do peptideo penetratina, a partir dela e dos resultados obtidos por
Fasman e colaboradores [69], é possivel constatar que h& uma forte presenca de conforma-
gao aleatoria (conformagao sem organizac¢do). A curva vermelha é o resultado da medida
de dicroismo para o filme com o peptideo SV40, neste caso tem-se um espectro caracte-
ristica de (-folha, mas nota-se a existéncia de alguma fracao de conformacao aleatoria,
pela pertubagao observada na regiao entre 180 e 200nm [69]. Por fim, a curva verde é o
espectro de dicroismo do filme do peptideo TAT, com base na comparacao de resultados
prévios [69], constata-se presenga de segundas estruturas do tipo a-hélice e conformagao
aleatoria. A tabela 5.9 exibe os valores dos picos dos espectros observados na Figura 5.12.

A existéncia de estruturas (-folha, a-hélice e aleatéria, sao alguns dos fatores que
contribuiram para os efeitos observados apds o processo de exposicao a atmosfera saturada,
uma vez que a depender polaridade desses grupos pode haver uma forte interacao repulsiva
com as moléculas de agua. E consequentemente, como conseguimos verificar nas medidas

de angulo de contato, ha uma alteragao na dinamica de molhagem.

Figura 5.12: Medidas de dicroismo circular nos filmes dos peptideos penetratina, TAT
e SV40.
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5. RESULTADOS

Tabela 5.9: Parametros calculados a partir das medidas de dicroismo circular.

Peptideo Penetratina TAT SV40
Maximos na banda positiva (nm) 185,192 e 201 193 193
Minimos na banda positiva (nm) 188 e 196
Maximos na banda negativa (nm) 220
Minimos na banda negativa (nm) 182 e 214 216 217
Estruturas [B-folha a-hélice, S-folha [-folha

conf. aleatéria  conf. aleatoria
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CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho teve como proposito estudar os efeitos induzidos pela exposicao a at-
mosfera satura com agua nos filmes formados pelos peptideos Penetratina, TAT, SV40, e
C105Y, todos pertencentes a classe de peptideos penetrantes em células. Para tal, foram
utilizadas técnicas experimentais distintas, bem como a comparacao dos resultados entre
os filmes amorfos e hidratados.

A fim de compreender a influéncia da exposi¢ao a atmosfera saturada na molhagem
dos filmes peptidicos, medidas de angulo de contato dindmico foram realizadas e com
isso informacgoes importantes para a caracterizacao dessas superficies foram obtidas. As
medidas de angulo de contato revelaram que a hidratagao induz um aumento no angulo
de contato de equilibrio (com exce¢ao no peptideo SV40), uma redugao da densidade
superficial de molhagem, e aumento na densidade superficial de sitios de adsor¢ao dentre
outros dados. A fim de compreender como era a topologia dos filmes, foram realizadas
medidas de AFM que constataram o aumento da rugosidade nas superficies dos filmes
apds exposicao ao vapor de adgua, o que contribuiu para o aumento no angulo de contato
de equilibrio observado. Indicando que esses materiais podem ser utilizados para modular
caracteristicas topologicas. Foram realizadas também medidas de AFM-IR, uma técnica
mais recente e que nos permitiu identificar grupos funcionais das amostras, bem como
observar como ¢é a distribuicao de sitios com estruturas do tipo §-folha. As medidas de
AFM-IR mostraram que apenas o filme de penetratina apresenta homogeneidade do ponto
de vista quimico analisado. E por fim, foram realizadas medidas de dicroismo circular
para entender quais estruturas secundarias estao presentes nos compostos. Embora haja
fracoes de conformacao aleatéria, além de [-folha, em todas as amostras, identificou-se a
existéncia de estruturas a-hélice no peptideo TAT.

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que tanto filmes amorfos quanto hidrata-
dos de peptideos podem ser utilizados para modular caracteristicas topoléogicas e fisico-
quimicas de superficies, com grande potencial para aplicagao na industria e na pesquisa.
Devido a sua biocompatibilidade intrinseca, peptideos, de modo particular a classe dos
penetrantes em células, vem sendo estudados para o desenvolvimento de transportado-
res eficientes para tratamento de doencas como o céncer, e nesse contexto, o presente
estudo tem relevante importancia uma vez que traz informagoes do comportamento de

revestimentos peptidicos com outras substancias.
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