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Introducédo e motivacao

A quiralidade € uma caracteristica basica da matéria viva. Durante a evolucdo da vida
em nosso planeta, a natureza favoreceu um tipo de quiralidade selecionando os aminoacidos L
e 0s aclcares D. Essa caracteristica homoquiral das moléculas bioldgicas intriga os cientistas
desde a primeira separacdo dos enantidmeros de cristais de tartarato realizada por Pasteur ha
mais de 170 anos [1,2].

A propriedade quiral é universal e pode ser observada em varios niveis hierarquicos,
desde o nivel subatémico, passando pelas escalas molecular, supramolecular, nano, micro,
macroscopicas até a escala galactica [3]. A importancia da quiralidade molecular foi constatada
no desenvolvimento de drogas quando foi descoberto que enquanto um enantibmero € ativo e
seguro, o0 outro pode ser inativo ou mesmo toxico, como no caso da talidomida. Assim, essa
importancia foi reconhecida h& bastante tempo e forneceu orientacdo na concepcdo de
medicamentos e moléculas funcionais. Por outro lado, a quiralidade em nivel supramolecular
ndo tem sido amplamente explorada [3,4].

A quimica supramolecular é a quimica que vai além das moléculas e estd intimamente
relacionada a automontagem, definida como uma organizacdo autbnoma de componentes em
padrdes ou estruturas (nano ou micro arquiteturas) sem intervencdo humana [2,5]. Sabemos que
estruturas supramoleculares, como por exemplo a dupla hélice de DNA ou a alfa-hélice de uma
proteina, decorrente do empilhamento espacial assimétrico de unidades moleculares sdo
envolvidas em muitos processos bioldgicos vitais. Portanto, é razoavel pensar que a quiralidade
supramolecular desempenha um papel importante nos organismos vivos [3].

Os hidrogéis automontados a partir de precursores de baixo peso molecular (hidrogéis
supramoleculares) vem atraindo notoriedade devido as suas similaridades com a matriz
extracelular e possibilidade de aplicacdo em diversas areas (engenharia de tecidos, cultivo
tridimensional de células, sistema de entrega de drogas etc.), sendo uma alternativa aos
hidrogéis poliméricos tradicionais, que podem requerer o uso de agentes reticuladores,
potencialmente toxicos. Por outro lado, os hidrogéis supramoleculares sdo formados a partir de
interacdes ndo covalentes como ligagdes de hidrogénio, empilhamento n- =, forcas de van der
Waals e interagdes hidrofobicas. Pela auséncia de ligagOes covalentes, esses hidrogéis
apresentam uma propriedade de reversibilidade e podem ser considerados materiais inteligentes
devido as propriedades de autocura e responsividade a estimulos externos [6].

A importancia dessas estruturas supramoleculares e a natureza quiral em biologia,
ressalta a importancia de levar em consideragdo a quiralidade no desenvolvimento de novos
biomateriais. A natureza quiral do biomaterial pode afetar diferentes eventos biol6gicos como a
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adsorcdo de proteinas e &acidos nucleicos, interagdo com membranas bioldgicas, podendo
influenciar a ades&o, disseminacdo e diferenciacdo celular [3]. Portanto, analisar a quiralidade é
imprescindivel no desenvolvimento de biomateriais [4] e a espectroscopia de dicroismo circular
(CD - do inglés circular dichroism) destaca-se como uma ferramenta valiosa para essa
finalidade.

A técnica de CD ¢ baseada na absorcao diferencial da luz circularmente polarizada para
esquerda e direita de uma molécula quiral e é tipicamente aplicada para analisar solucbes
isotropicas, extensivamente utilizada na determinacdo estrutural de proteinas em solucdo. No
entanto, ao medir um sistema supramolecular em gel ou em filmes é necesséria atencdo a
fatores que possam interferir no espectro de CD, tais como turbidez, birrefringéncia e
dicroismo linear (causado pela anisotropia macroscopica) [7].

Assim, é necessario realizar controles para medir o sinal de CD “verdadeiro”. O sinal de
CD isotrépico € invariante em relacdo a orientacdo da amostra, diferentemente das
contribuicdes de dicroismo linear e birrefringéncia. Portanto, realizar as medidas em diferentes
rotaces da amostra ao redor da direcdo de incidéncia do feixe de luz e nas duas faces (frente e
tras) é imperativo quando estamos trabalhando com amostras nao isotrépicas (Figura 1) [8].
Esse tipo de medida ndo é corriqueira e os problemas associados a ela sdo normalmente
negligenciados resultando em dados e interpretacdes questionaveis e/ou incorretos na literatura
[7]. Dessa forma, esse trabalho tem como objetivo investigar os possiveis artefatos e como
preveni-los e/ou corrigi-los quando amostras de gel e filmes sdo analisados por dicroismo
circular, utilizando um hidrogel supramolecular de guanosina como amostra de prova. A ideia
é que a aplicacdo da técnica de CD seja ampliada para outros tipos de amostras, além dos
estudos tradicionais com proteinas.

AMOSTRA
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Figura 1. A: Representacdo esquematica da medida de dicroismo circular em amostras solidas
(adaptado de [9]). B: esquema de como a amostra deve ser rotacionada em relagéo a direcdo do
feixe de luz.
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Objetivo
Geral

O objetivo desse projeto é avaliar a exequibilidade de medidas de hidrogéis
supramoleculares por dicroismo circular com radiacgao sincrotron.

Especificos

- Preparar um hidrogel baseado na auto-associacdo da guanosina em agua;

- Analisar a quiralidade supramolecular do hidrogel e comparar com o espectro do precursor
em solugéo;

- Detectar possiveis artefatos provenientes de espalhamento, anisotropia macroscépica e
birrefringéncia realizando as medidas em diferentes rotagdes da amostra;

- Verificar a transicdo de gel para solugdo, induzida pelo aumento da temperatura e a
reversibilidade dessa transicao.

- Verificar se a quiralidade do hidrogel é dependente do processo de aquecimento-
resfriamento.

Metodologias
- Preparacao do hidrogel supramolecular de guanosina

O hidrogel de guanosina é formado a partir da auto-associa¢do da guanosina em agua. A
sua preparacdo foi previamente descrita pela responsavel do projeto [6]. Descrevendo
brevemente, esse hidrogel é produzido pela mistura binaria de guanosina monofosfato (GMP) e
guanosina (G) em agua. Quatro moléculas de guanosina interagem por ligacdes de hidrogénio
(tipo Hoogsteen) formando os G-quartetos (estruturas planas). Na presenca de um cation
monovalente (normalmente Na* ou K*), os G-quartetos se empilham (interacdo n-nr) e formam
estruturas alongadas denominadas G-quadruplex. No empilhamento dos G-quartetos, cada um €
rotacionado em relacdo ao outro resultando em uma estrutura helicoidal (apresentando
quiralidade supramolecular). Dependendo das condicGes de temperatura, pH e concentracao, as
fibras de G-quadruplex se emaranham e formam uma rede tridimensional com grande
capacidade de retencdo de agua (gel transparente) (Figura 2).

Moléculas precursoras

- G-quartetos G-quadruplex
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Auto-associacao ' Empilhamento Emaranhamento
—_— —_— — !
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Figura 2. Esquema representando a auto associacdo da guanosina formando um gel
supramolecular.
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- Medidas de dicroismo circular

As medidas de dicroismo circular com radiacdo sincrotron serdo realizadas na linha
CEDRO — LNLS. O caminho dptico sera escolhido de acordo com a amostra para obtermos
uma absorcao de luz adequada.

A espectroscopia de dicroismo circular é utilizada principalmente no estudo estrutural de
proteinas, porém sabemos que a propriedade quiral esta presente em diferentes estruturas,
incluindo sistemas nanoestruturados. No entanto, quando ndo estamos trabalhando com
solucBes isotropicas € necessario atencdo para prevenir e corrigir possiveis artefatos. Com o
desenvolvimento desse projeto, o(a) estudante de iniciacdo cientifica ira adquirir conhecimento
na técnica de CD e capacidade para detectar problemas inerentes as medidas de gel e filmes.
Ainda, o(a) aluno(a) ir4 desenvolver habilidades em relacdo ao processamento de dados
(espectros de CD) com o uso de diferentes softwares. Além disso, o(a) estudante ira adquirir
experiéncia em produzir e caracterizar biomateriais nanoestruturados (hidrogeis
supramoleculares biocompativeis e biodegradaveis formados por G-quadruplex) com potencial
aplicacdo em biomedicina.
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