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Os aminoacidos, proteinas e outras estruturas bioldgicas sdo, muitas vezes, submetidas a
elevadas cargas de radiacGes como o ultravioleta, raios-x, elétrons de alta energia, etc. Essas
radiacBes, em sua maioria, modificam estruturalmente tais moléculas, e sdo muito empregadas
na constituicdo de biomateriais buscando um aumento da biocompatibilidade com o organismo.
As moléculas organicas contendo enxofre possuem ampla atividade biolégica. O aminoacido
Cisteina e sua forma oxidada, a Cistina possuem importante papel na estabilizacdo da
conformagdo proteica e mudancas nas suas estruturas, podem destruir, desnaturar ou mutar estas
estruturas, causando danos para a proteina e, consequentemente, para a célula.

O uso da modelagem molecular permite gerar estruturas de forma a determinar o comprimento
de ligacGes e a barreira de potencial energético. Partindo de um modelo inicial simples
utilizando mecanica molecular para facilitar a otimizagdo de geometria pode-se chegar a uma
estrutura plausivel tanto dos dois aminoacidos e ainda pode-se utilizar a modelagem para prever
a barreira de potencial energético para o rompimento das ligagdes contendo enxofre.

A analise termogravimétrica é uma técnica utilizada para observar a variacdo da perda massa
de uma substancia em funcdo da temperatura enquanto esta é submetida a uma programacao
controlada, permitindo determinar as faixas de temperatura onde ocorrem a degradacdo da
amostra.

A espectroscopia vibracional no infravermelho e a ressonancia magnética nuclear baseiam-se
na absorcdo de radiagdo eletromagnética por &tomos ou moléculas, enquanto a fluorescéncia de
raios-x baseia-se nas transices eletrdnicas entre niveis atdbmicos internos dos atomos que
ocorrem ao incidir raios-x sobre a amostra. Com a utilizacdo destas técnicas em conjunto é
possivel caracterizar as amostras de L-Cisteina e L-Cistina com maior precisdo e predizer o
comportamento das ligacdes de enxofre nestes aminoacidos na presenca diferentes formas de
radiacdo eletromagnéticas.

O estudo das ligagbes do enxofre nestes aminoécidos é fundamental para compreender o
envolvimento destas moléculas em sistemas bioldgicos. No presente trabalho serdo
caracterizadas as ligacdes enxofre-hidrogénio e enxofre-carbono no aminoacido L-Cisteina e
das ligacdes enxofre-enxofre e enxofre-carbono no aminoacido L-Cistina na presenga de
radiacdo eletromagnética utilizando espectroscopia no infravermelho, ressonéncia magnética
nuclear de C e fluorescéncia de raios-x; analise térmica das amostras utilizando
termogravimetria e termogravimetria derivada; e determinagdo estrutural tedrica dos
aminoéacidos utilizando como metodologia a mecanica molecular (MM+), incluindo o calculo
da energia potencial das ligagoes.
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1 INTRODUCAO

As biomoléculas sdo as moléculas envolvidas com a formacéo e viabilidade da
menor unidade viva: a célula [1, 2]. Estas moléculas, quando observadas
individualmente, seguem todas as leis da fisica e quimica descritas para a matéria
inanimada, porém conferem caracteristicas especiais aos seres vivos quando elas
passam a agir em conjunto com uma grande organizacdo, como pode ser mostrado

na figura 1.
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Figura 1 Hierarquia estrutural na organizagdo molecular de uma célula vegetal.

As principias biomoléculas sdo os carboidratos, lipidios, aminoacidos,
proteinas, nucleotideos e acidos nucleicos. Estas, juntamente com outras moléculas
regulatérias como vitaminas e minerais atuam nos mecanismos de geracao de
energia, sintese e divisédo celular [3].

Os elementos principais que constituem as biomoléculas sdo o carbono, o
hidrogénio, o oxigénio e o nitrogénio. Também estdo presentes elementos menos
abundantes tais como fésforo, enxofre. Os grupos funcionais basicos existentes
nestas biomoléculas sédo alcoois, aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos, ésteres,
aminas, amidas.

Aspectos estruturais e funcionais sdo importantes para entendermos como

estas estruturas estdo envolvidas com o0s mecanismos de transformacdo ou




metabolismo, permitindo a adaptacao da célula ao ambiente. Para isto € necessério
fornecer tanto a energia necessaria ao metabolismo, quanto matéria para formacao,
crescimento e reparacdo dessas moléculas e regular dos processos metabolicos para
funcionamento das células, 6rgaos e aparelhos [4].

Os aminoéacidos sao unidades basicas das proteinas e estas, por sua vez, sao
constituintes importantes dos organismos. Por definicAo, um a-aminoacido €
constituido de um grupamento amino, uma carboxila, um atomo de hidrogénio e um
grupamento R caracteristico de cada aminoacido, todos eles ligados a um atomo de
carbono, denominado carbono a [5].

A atividade ética dos aminoacidos deve-se ao arranjo tetraédrico dos quatro
grupamentos diferentes ao redor do carbono a, permitindo que estas moléculas
tenham duas formas especulares que podem ser diferenciadas pelo desvio que ocorre
na luz quando estas amostras sdo submetidas a um feixe de luz polarizada. Quando
o desvio do feixe de luz polarizada é para a direita as moléculas possuem
denominacdo D (dextrogiro) enquanto as moléculas com desvio do feixe de luz
polarizada para a esquerda sdo denominadas de isémeros L (levogiro) [6]. Somente

0s aminoécidos L constituem as proteinas, como € exemplificado na figura 2.
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Figura 2 Diferengas espacial dos isbmeros L-alanina e D-alanina.

Uma pequena quantidade de aminoacidos numa dieta equilibrada ja € o
suficiente para suprir as necessidades do organismo em suas mais diversas
atividades. As necessidades de aminoacidos sao geralmente muito especificas, visto
suas limitacées do organismo na capacidade de sintetizar essas moléculas.

A seguir seréo descritas as principais caracteristicas do aminoacido L-Cisteina
e sua forma oxidada L-Cistina. O estudo das ligagdes do enxofre nestes aminoacidos
é fundamental para compreender o envolvimento destas moléculas em sistemas
bioldgicos.

A Cisteina € um dos aminoacidos codificados pelo cédigo genético e é




principalmente encontrado em proteinas e no tripeptideo glutationa [7]. E denominada
aminoacido antioxidante, porque tem uma grande capacidade de inativar os radicais
livres. E originaria da Metionina, sendo necessaria a presenca do cofator piridoxina
para que ocorra a conversdo da Metionina em L-Cisteina. A Cisteina é fundamental
para o desenvolvimento da pele e dos cabelos e é utilizada como suplemento
alimentar [8]. E um aminoacido n&do-essencial de férmula molecular C3sH7NO:2S e
possui um grupo tiol na sua cadeia lateral, como pode ser visto na figura 3. Este grupo
tiol tem carater nucleofilico. A Cistina possui pKa para a ionizagdo do grupo -SH da
cadeia lateral igual a 8,18, ou seja, a sua atividade quimica pode ser regulada pelo
ambiente em que se enquadra. [9]. Sua homenclatura IUPAC é acido 3-tiol-2-amino-

propandico.
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Figura 3 Estruturas do aminoacido Cisteina. Legenda: Branco — hidrogénio; Azul claro — carbono;
Amarelo — enxofre; Vermelho — Oxigénio; Azul escuro — Nitrogénio.

A Cistina exerce importante papel na estabilizacdo da conformacado proteica
[10]. Assim como a Cisteina € um aminoacido ndo-essencial e o mais insolavel dos
aminoacidos, possuindo férmula molecular CeH12N204S». E encontrada na queratina,
em grandes concentracbes e obtida a partir do cabelo humano, que contém
aproximadamente 12% de L-Cistina [11]. A estrutura da L-Cistina pode ser observada

na figura 4. Seu nome IUPAC é acido 3,3’-ditio-bis-2-amino-propandico.
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Figura 4 Estrutura da Cistina. Legenda: Branco — hidrogénio; Azul claro — carbono; Amarelo — enxofre;
Vermelho — Oxigénio; Azul escuro — Nitrogénio.

A Cistina € um dimero obtido a partir da oxidacéo da Cisteina, quando ocorre




exposicdo da Cisteina ao ar e sob determinadas condic¢des fisioldgicas (incluindo no
interior da proteina). A ligacdo entre 2 moléculas de Cisteina ocorre por uma ligacéo
dissulfeto, como € ilustrado na figura 5. A reacéo de oxidacéo da Cisteina é reversivel,

com a Cistina podendo novamente ser reduzida [12].
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Figura 5 Reacgédo de formacéo da Cistina.

1.1 QUIMICA TEORICA

Com o aumento do desempenho tecnolégico nas Ultimas décadas houve o
crescimento do interesse na modelagem molecular utilizando recursos
computacionais. Segundo a IUPAC, modelagem molecular é a investigacdo de
estruturas e das propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e
técnicas de visualizagéo gréfica, visando fornecer uma representacéo tridimensional,
sob um dado conjunto de circunstancias [13].

A base da modelagem molecular estd em relacionar todas as propriedades
moleculares importantes, ou seja, estabilidade, reatividade e propriedades eletrénicas
com a estrutura molecular. Desta forma € possivel desenvolver algoritmos capazes
de calcular uma estrutura molecular com uma estereoquimica especifica e
correlaciona-la com as propriedades moleculares apresentadas pela substancia.

Existem trés principais categorias de calculos tedricos: método de orbital
molecular ab initio, método de orbital molecular semi-empirico e calculos de campo
de forca empirico também conhecido como mecanica molecular. A mecanica

molecular € um dos métodos que, principalmente por razdes de simplicidade




computacional e eficiéncia, tem sido o mais utilizado para modelar estruturas
moleculares e energias conformacionais na elucidagéo de problemas experimentais
em quimica e bioquimica [14].

Dentro do amplo topico de Quimica computacional iremos nos limitar apenas a
Mecéanica Molecular, que usa leis da fisica classica para predizer estruturas e suas
propriedades moleculares. Na mecanica molecular, as moléculas sédo descritas como
um conjunto de “atomos conectados”, ignorando os elétrons do sistema, calculando a
energia do sistema como funcdo das posicées nucleares. O modelo da mecanica
molecular é justificavel porque os parametros associados a conjuntos de atomos
permanecem razoavelmente constantes entre estruturas diferentes, desde que a
hibridacao dos atomos envolvidos sejam os mesmos. De fato, tabelas de distancias e
angulos “normais” ou “naturais” de ligacédo, determinados experimentalmente, sdo
facilmente encontradas na literatura de quimica. O que se faz no modelo da mecéanica
molecular € desenvolver o chamado campo de forca, um conjunto de fun¢bes de
energia que determinam penalidades energéticas para o afastamento da estrutura
desses valores “normais” [15]. Varios outros termos precisam ser incluidos para uma
descricdo adequada da estrutura através deste modelo; os campos de forgca modernos
tém dezenas de termos, incluindo termos que combinam duas ou mais funcdes
(termos cruzados) e termos para interacdes eletrostaticas e de van der Waals entre
atomos nao ligados.

A maioria dos campos de forgca da modelagem molecular em uso hoje em dia
para sistemas moleculares, GROMOS, AMBER, MM2/MM3/MM4, podem ser
interpretados em termos de um simples conjunto de quatro componentes
correspondentes as forcas intra e intermoleculares dentro do sistema. Penalidades
energéticas estdo associadas ao desvio de angulos e ligacdes de seus valores de
referéncia ou de equilibrio. Ha uma funcdo que descreve como a energia varia quando
as ligacOes sao giradas e, por fim, o campo de for¢cas contém termos que descrevem
a interacdo entre partes nao ligadas do sistema. Campos de forca mais sofisticados
podem incluir termos adicionais, mas eles invariavelmente contém estes quatro
componentes. Uma caracteristica atrativa desta representacao é que 0s varios termos
podem ser relacionados a variagbes em coordenadas internas especificas tais como
comprimentos de ligagdes, rotacdo de ligagbes ou movimentos de atomos em relacédo
a outros atomos. Isto torna mais facil o entendimento de como variagdes nos

parametros do campo de forcas afetam sua performance e também ajudam no
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processo de parametrizacao.

O termo de energia para o estiramento de liga¢cdes quimicas na regido proxima
ao minimo é o termo de maior interesse para a maioria dos estudos de modelagem
molecular. Este termo reproduz o movimento vibracional entre pares de atomos. Ele
€ mostrado na equacdo 1 como uma simples funcdo quadratica envolvendo a
interacdo entre dois atomos ligados por meio de um potencial harménico (lei de
Hooke),

E = 72 ) kp-(r-ro)? Equacéo 1

Onde ko € a constante de for¢ca associada a uma “mola” que representa a ligagao
quimica entre dois atomos e ro € a distancia padrdo para essa ligagdo quimica; o
somatério inclui todos os pares de atomos quimicamente ligados do sistema
molecular.

A minimizacdo de energia € um processo no qual através de um algoritmo
matematico adequado busca-se reduzir em conjunto essas penalidades, ou seja, a
energia, a um minimo. Os algoritmos sdo capazes de calcular uma estrutura molecular
com uma estereoquimica especifica e correlaciona-la com as propriedades
moleculares apresentadas pela substancia. Dependendo da parametrizagdo do
campo de forga, os resultados obtidos podem ser tdo acurados quanto os melhores
meétodos quanticos [16]. O calculo da energia potencial de ligacdes permite a criacao
de um grafico de energia potencial em funcdo do comprimento da ligagcdo, como
exemplificado na figura 6. Estes gréficos ilustram a energia onde ocorre repulsao das
ligacdes, a energia de otimizacéo e a energia de atracao de van der Waals [17].
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Regime de atragdo

Figura 6 Grafico de energia potencial em fun¢éo do comprimento da ligacéo.

1.2 ANALISE TERMICA

As analises térmicas incluem um conjunto de técnicas nas quais uma
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reacao, é
monitorada em funcdo do tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da amostra,
sob uma atmosfera especifica, € submetida a uma programacéao controlada [18].

O programa pode ser de aquecimento ou resfriamento, segundo incrementos
de temperatura selecionados (experimento dindmico) ou, ao contrario, a amostra pode
ser mantida a uma determinada temperatura constante por um certo tempo
(experimento  estético-isotérmico).  Adicionalmente, = combinacdes  desses
experimentos podem ser utilizados. No presente trabalho ser&o utlizadas
termogravimetria (TGA) e a termogravimetria derivada (DTG) como técnicas de
analise térmica.

A termogravimetria € a técnica na qual a mudanca da massa de uma substancia
€ medida em funcdo da temperatura enquanto esta € submetida a uma programacao
controlada. Estas mudancas de massa ocorrem devido a interacdo com a atmosfera,
vaporizacdo e decomposi¢cdo [18]. J& a termogravimetria derivada é o arranjo
matematico no qual a derivada da massa em funcdo do tempo (dm/dt) é registrada em
funcdo da temperatura ou do tempo, ou seja, € a primeira derivada da

termogravimetria.
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Dentre as aplicagbes da TGA estdo a corrosdo de materiais em varias
atmosferas, destilagdo e evaporacao de liquidos, determinacédo da presséo de vapor
e entalpia de vaporizacdo de aditivos volateis, determinacdo da umidade, volatilidade,
e composicdo de cinzas, estudo da cinética das reacdes envolvendo espécies
volateis, estudo da desidratacdo e da higroscopicidade, identificagcdo de polimeros
novos, conhecidos e intermediarios, propriedades magnéticas como temperatura

Curie, suscetibilidade magnética e taxas de evaporacédo e sublimacéo.

1.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A absorcdo da radiacao eletromagnética por atomos ou moléculas exige que
0s atomos ou moléculas possuam energia apropriada, e que haja um mecanismo de
interacdo que permita a transferéncia de energia. O mecanismo apropriado para a
excitacao vibracional é proporcionado pela variacao periddica de dipolos elétricos na
molécula durante as vibracdes; a transferéncia de energia ocorre por interacdo destes
dipolos oscilatérios da luz, radiacdo infravermelha, desde que a frequéncia com que
ambos variam seja a mesma [19].

Moléculas diatbmicas homonucleares ndo possuem momento de dipolo
elétrico, qualquer que seja a respectiva energia vibracional. Apenas as moléculas
diatdbmicas heteronucleares tém espectros de absorcédo vibracional (espectros no
infravermelho). No caso de moléculas poliatbmicas sem dipolo elétrico existem certas
vibracBes que produzem dipolos flutuantes [20]. Em regra, a excitacdo de vibracoes
de variacdo angular exige menor energia do que a de vibracdes de estiramento [21].

O movimento dos atomos que constituem as moléculas resulta em rotacées e
vibrag6es moleculares. Entdo além das transi¢cdes entre niveis eletrdnicos, deve-se
levar em consideracdo também as transi¢c6es devido as rotacdes e vibracbes. Porém,
como as energias envolvidas nas diferentes formas de rotagcdo sdo muito
semelhantes, apenas as vibragbes sé&o geralmente consideradas [22].

Basicamente, as vibragdes moleculares podem ser classificadas em dois tipos:
vibracdes de deformacéo axial (stretching) — estiramento simétrico e assimétrico — e
de deformacéo angular (bending), como pode ser visto na figura 7. As deformacdes
axiais, ou estiramentos, sdo oscila¢cdes radiais das distancias entre os ndcleos,

enquanto as deformacfes angulares envolvem variacbes dos angulos entre as
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ligagdes ou, como no modo de deformacéo assimétrica fora do plano, alteragbes do
angulo entre o plano que contém as ligacdes e um plano de referéncia. Além das
frequéncias associadas as vibragdes normais, outras frequéncias podem aparecer no

espectro, como resultado das bandas de combinacéo e sobretons.

Deformagdes Axiais

Simétrica Assimetrica
Deformacgoes Angulares

Simetrica Assimetrica

A )

Simétrica Fora do Plano Assimétrica Fora do Plano

Figura 7 Modos de vibragdo molecular.

1.4 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Nucleos que possuem momentos magnéticos diferentes de zero podem se
orientar em campos magnéticos e suas energias vao depender dessa orientacéo.
Quando incide sobre a amostra radiacdo com comprimento de onda adequado, a
orientacdo do nucleo pode mudar, passando de uma de menor energia para outra de
energia mais elevada, sendo a diferenca de energia igual & energia da radiacao

absorvida. Como exemplos de atomos com nucleos cujo momento magnético é
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diferente de zero, temos: hidrogénio, deutério, 13C, N, °F, 3!p [23]. Dada a
abundancia com que &tomos de hidrogénio aparecem nos seres vivos, 0 tipo de
ressonancia magnética nuclear mais utilizado € a ressonancia magnética nuclear de
prétons ou de hidrogénio. No presente trabalho utilizaremos ressonancia magnética
nuclear de 13C [24].

Embora o *C corresponda a apenas 1,1% do carbono natural, o fato de o
nacleo desse isétopo do carbono provocar um sinal de RMN tem grande importancia
para a andlise de compostos organicos. O 2C, principal is6topo do carbono, ndo tem
spin magnético, e por isso ndo gera sinais de RMN. Devido ao fato do *3C existir
naturalmente em porcentagem tao baixa, os sinais de RMN gerados pelos seus
ndcleos nao poderiam ser visualizados no espectro [25]. Porém, a técnica utilizada
nos aparelhos de RMN 13C consiste em irradiar um pulso curto e potente de
radiofrequéncia, que excita todos os nucleos de 13C existentes na amostra. Os dados
sdo digitalizados automaticamente e guardados em computador e uma série de pulsos
repetidos, que acumula os pulsos, construindo os sinais.

Um aspecto que simplifica bastante a interpretagéo do espectro de RMN 3C é
o fato de cada tipo de &tomo de carbono produzir apenas um pico (singleto). Nao ha
acoplamentos carbono-carbono que provoque o desdobramento do sinal em picos
multiplos. Embora ndo ocorram interacbes carbono-carbono, os nudcleos dos
hidrogénios ligados ao carbono podem interferir e desdobrar os sinais de *C em picos
mdltiplos. E possivel, entretanto, eliminar os acoplamentos H-C por uma técnica que
irradiacdo seletiva (técnica de desacoplamento). Eliminadas as interac6es proton-
carbono, num espectro de RMN 3C completamente desacoplado, cada tipo de

carbono produz apenas um pico.

1.4.1 A Técnica do High Resolution - Magic Angle Spinning (MAS)

Nos espectros de RMN no estado soélido sdo observados os efeitos
anisotropicos ou dependéncia da orientacédo nas interagfes. Os espectros de RMN de
alta resolucéo pode proporcionar 0 mesmo tipo de informacdo que esta disponivel a
partir do correspondente espectro RMN de solugdes, mas uma seérie de técnicas
especiais/equipamentos sdo necessarios, incluindo o angulo magico de giro (MAS),
polarizagdo cruzada, experimentos especiais em duas dimensdes, aprimoramento

eletrbnico da sonda, etc [26]. Para que o método MAS seja bem sucedido, a amostra
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deve ser girada com velocidade igual ou maior do que a largura de linha dipolar (que
pode ser igual a muitos kHz de largura) [27].

1.4.2 Célculo do deslocamento quimico teérico de 3C

O deslocamento quimico te6rico na ressonancia magnética nuclear pode ser

calculado utilizando a férmula

0=-25+3nA Equacao 2

Onde o deslocamento quimico do '3C do metano é igual a -2,5ppm, n é o nimero de
atomos de carbono que causam os efeitos de substituicdo e A é o parametro de

deslocamento aditivo, em ppm [28].

1.4 FLUORESCENCIA DE RAIOS-X

Os raios-X podem ser definidos como radiacBes eletromagnéticas com
comprimento de onda compreendido entre 10 e 0,1 nm. A radiacdo eletromagnética
pode ser produzida de diversas formas: transi¢cdes eletrbnicas entre niveis atbmicos
internos dos atomos, desaceleracéo de elétrons de alta energia, decaimento radiativo
e aceleragdo de elétrons em 6rbitas circulares com velocidades proximas a luz [29].

Os raios-X, ao incidirem sobre os atomos da amostra, ejetam os elétrons das
camadas de valéncia mais proximas do ndcleo. A vacancia criada tende ser
preenchida por elétrons das camadas mais externas imediatamente. O sistema
rearranjado fica com excesso de energia e emite raios-X (fluorescentes ou
secundarios) para se estabilizar, como pode ser visto na figura 8. A energia dos raios-
x emitidos corresponde a diferenca entre as energias dos niveis e subniveis das

transicdes eletrénicas envolvidas [30].
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Figura 8 Esquema simplificado dos eventos que ocorrem na fluorescéncia de raios-x.

Os niveis eletrdnicos sao denominados K, L, M, N, sequencialmente a partir do
ndcleo. Uma vacancia na camada (ou nivel) K pode ser preenchida por elétrons de
diferentes subniveis das camadas L ou M. Cada transicdo entre esses subniveis
possui uma energia especifica, portanto, possui uma denominacgao Unica. A vacancia
na camada K pode ser preenchida por elétrons de dois subniveis da camada L, o que
origina raios-X com dois valores de energia: Ka1 € Ka2 [31, 32]. Elétrons da camada M
também podem ocupar a vacancia da camada K e tal transicdo da origem a raios-X

Kg, como mostrado na figura 9.

Excitacao

Figura 9 Excitacdo dos niveis eletrdnicos internos, com a ejecdo de um elétron da camada K e
possibilidades de preenchimento da vacéncia com elétrons dos niveis mais externos, com a
consequente emissao de raios X e a notagao correspondente.

Ndo sdo todos os atomos que possuem sua camada interna ionizada que
retornam ao estado fundamental emitindo raios-X. A energia também pode ser
liberada através da emissdo de um elétron. Este processo de relaxagdo compete com
a fluorescéncia de raios e é conhecido como transi¢cdo nao radiativa ou efeito Auger,
em que o elétron liberado € chamado de elétron Auger [33]. O processo € mostrado

na figura 10.
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Auger normal Decaimento radioativo

Figura 10 Um elétron Auger é emitido pelo excesso de energia quando um elétron externo cai para um
nivel de energia mais baixo.

A probabilidade de um processo nédo radiativo ocorrer em detrimento de um
processo radiativo esta relacionada com o numero atdmico do elemento. Para atomos
mais pesados o processo radiativo € predominante. Ja para atomos mais leves a

probabilidade de ocorrer o efeito Auger € mais significativa, visto na figura 11.

1.0F.. __

0.6} f_,
0.4} /

0.2 , /

0.0 k= i L L R

Figura 11 Eficiéncia quantica para a emisséo de raios-X (decaimento radioativo) em fung&o do nimero
atomico.
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2 OBJETIVOS

Estudar o comportamento das ligagdes enxofre-hidrogénio e enxofre-carbono
no aminoacido L-Cisteina e das ligacdes enxofre-enxofre e enxofre-carbono no
aminoécido L-Cistina na presenca de radiacdo eletromagnética utilizando
espectroscopia no infravermelho, ressonancia magnética nuclear de °C e
fluorescéncia de raios-x; analise térmica das amostras utilizando termogravimetria e
termogravimetria derivada; e determinacdo estrutural teodrica dos aminoacidos
utilizando como metodologia a mecéanica molecular (MM+), incluindo o célculo da

energia potencial das ligacdes.
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3 METODOLOGIA

Serdo descritas as metodologias utilizadas na realizacdo deste trabalho:

Amostragem, técnicas espectroscopicas e calculos teoricos.

7.1 DESCRICAO DAS AMOSTRAS

3.1.1 L-Cisteina

A amostra L-Cisteina (CAS 52-90-4) utilizada neste trabalho é da marca
SIGMA-ALDRICH, fonte ndo-animal, testado em cultivo celular e lote 077K0043.

3.1.2 L-Cistina

A amostra de L-Cistina (CAS 56-89-3) utilizada neste trabalho é da marca
SIGMA-ALDRICH, com lote 51908023.

3.2 CALCULOS TEORICOS

O programa utilizado foi o Hyperchem, que € um software de modelagem e
simulacdo molecular que permite realizar complexos calculos quimicos. Dentro do
Hyperchem, foram utilizados para a otimizagdo de geometria a mecénica molecular.

O método de mecéanica molecular utilizado foi o MM+. Esse método é o mais
geral de calculos de mecéanica molecular desenvolvido principalmente para moléculas
organicas. A energia da molécula antes da otimizacao foi calculada a partir da funcéo
single point energy. A otimizag&do da geometria foi feita utilizando a fungdo Geometry
Optimization e usando o algoritmo de Polak-Ribiére; Os graficos de energia potencial

foram obtidos a partir da funcéo Potential Plot.
3.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA
A andlise termogravimétrica dos compostos foi realizada no Laboratério de

Andlise Térmica no Polo de Xistoquimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro,

em um analisador Perkin-Elmer TGA 7, em atmosfera de nitrogénio, na faixa 20 a 800
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°C de temperatura, utilizando taxa de aquecimento de 20 °C/min e sob vazao do gas
de arraste igual a 20 mL-min't. Para o aminoacido L-Cisteina foram utilizados 8.240
mg de amostra, enquanto para o aminoacido L-Cistina foram utilizados 12.05 mg de

amostra.

3.4 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Os espectros na regidao do infravermelho foram realizados no Laboratério de
Instrumentos e Pesquisa, Departamento de Quimica Inorgénica, no Instituto de
Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, e foram obtidos em pastilha de
KBr, utilizando um espectrofotometro Infravermelho com transformada de Fourier,
modelo IR Affinity, marca SHIMADZU, em um intervalo entre 400 a 4000 cm™, com

resolucdo de 4 cm, 32 scans e plotados utilizando o programa OriginPro 8.

3.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de ressonancia magnética nuclear com angulo magico de giro de
13C unidimensionais no estado soélido foram realizados no Laboratério Multiusuario de
RMN de Sdlidos, Departamento de Quimica Organica, no Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, e obtidos em um espectrémetro Bruker
Avance lll, operando a 9,4T. A frequéncia utilizada foi igual a 100,62 MHz e o

experimento foi realizado com velocidade de giro igual a 10 KHz.

3.6 FLUORESCENCIA DE RAIOS-X

Os espectros de fluorescéncia de raios-x foram obtidos em um espectrometro
Bruker Tiger S8. As amostras em estado solido foram compactadas em uma fita dupla
face de carbono e as analises foram feitas nas condi¢cdes operacionais: colimador - 8
mm, atmosfera - svac, modo de aquisi¢do — Best Detection e linha analitica - Ka.

O procedimento experimental foi realizado no Laboratorio de Impacto de Fétons
e Elétrons, Departamento de Fisico-Quimica, no Instituto de Quimica da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir da modelagem molecular, analise
termogravimétrica, espectroscopia no infravermelho, ressonéancia magnética nuclear
de 13C e fluorescéncia de raios-x para as ligacdes de enxofre do aminoacido L-
Cisteina e a L-Cistina podem ser observados a seguir. Neste caso foram analisadas

ligacdes enxofre-hidrogénio, enxofre-carbono e enxofre-enxofre destes aminoacidos.

4.1 CALCULOS TEORICOS

A determinacédo estrutural tedrica dos aminoacidos L-Cisteina e a L-Cistina,
assim como a andlise da energia potencial das ligagdes enxofre-hidrogénio, enxofre-

carbono e enxofre-enxofre serdo detalhadas nos préximos tépicos.

4.1.1 Modelagem molecular

Na construcdo do modelo estrutural da Cisteina obteve single point energy igual
a 2,087 kcal/mol com gradiente igual a 14,76. ApGs a otimizacéo da estrutura obteve-
se energia equivalente a -4,840 kcal/mol com gradiente igual a 0,010 e converséo
completa. Para a determinagéo estrutural do aminoacido Cistina obteve-se single point
energy igual a 1,817 kcal/mol com gradiente igual a 14,36. Na otimizagao da estrutura
a energia foi igual a -16,84 kcal/mol com gradiente igual a 0,009 e conversédo completa.
A estrutura resultante dos calculos é observada na figura 12 para a Cisteina e na figura

13 para a Cistina.
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Figura 12 Estrutura calculada da L-Cisteina - Legenda: Branco - hidrogénio; Azul claro - carbono,
Amarelo - enxofre; Vermelho - Oxigénio; Azul escuro — Nitrogénio.

Figura 13 Estrutura calculada da Cistina - Legenda: Branco - hidrogénio; Azul claro - carbono, Amarelo
- enxofre; Vermelho - Oxigénio; Azul escuro - Nitrogénio
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Ao enumerarmos as estruturas calculadas tanto para a Cisteina quanto para a
Cistina podemos obter o comprimento das liga¢cdes que compdem as moléculas. Para
a Cisteina (figura 14) a ligacdo enxofre-carbono (1-2) foi igual a 1,829 A enquanto o
comprimento da ligacdo calculado para a ligacdo enxofre-hidrogénio (1-8) foi igual
1,346 A, enquanto para a Cistina (figura 15), o comprimento das ligaces enxofre-
carbono (1-2 e 8-9) foram iguais a 1,826 A enquanto o comprimento da ligac&o
calculado para a ligacdo enxofre-enxofre (1-8) foi igual 2,028 A.

Os comprimentos de ligacdo calculados para as ligagcbes de enxofre da
Cisteina e na Cistina estéo de acordo com os valores encontrados na literatura [34]:
ligacdo enxofre-hidrogénio igual a 1,34 A e ligacéo enxofre-carbono igual a 1,82 A e
ligacdo enxofre-enxofre igual a 2,00 A. A literatura nos mostra os valores tipicos das
ligacdes nas moléculas em fase gasosa e podem ser aproximados para moléculas

mais simples, variando entre 1 e 2% com o resultado experimental.

Figura 14 Estrutura calculada da Cisteina enumerada - Legenda: Branco - hidrogénio; Azul claro —
carbono; Amarelo - enxofre; Vermelho - Oxigénio; Azul escuro — Nitrogénio.
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Figura 15 Estrutura calculada da Cistina - Legenda: Branco - hidrogénio; Azul claro - carbono, Amarelo
- enxofre; Vermelho - Oxigénio; Azul escuro - Nitrogénio

Os resultados completos dos comprimentos de ligacdo dos atomos presentes

na Cisteina e na Cistina podem ser vistos na tabela 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 Comprimento das ligacdes interatdbmicas da Cisteina.

LIGACAO | DISTANCIA INTERATOMICA (A)
1-2 1,829
1-8 1,346
2-3 1,539
2-9 1,115

2-10 1,115
3-4 1,516
3-7 1,440
3-11 1,116
4-5 1,333
4-6 1,206
5-12 0,9721
7-13 1,020
7-14 1,020
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Tabela 2 Comprimento das liga¢fes interatbmicas da Cistina

LIGACAO | DISTANCIA INTERATOMICA (A)
1-2 1,826
1-8 2,028
2-3 1,539

2-15 1,115
2-16 1,115

3-4 1,517

3-7 1,440
3-17 1,116

4-5 1,333

4-6 1,206
5-18 0,9720
7-19 1,020
7-20 1,020

8-9 1,826
9-10 1,539
9-21 1,115
9-22 1,115
10-11 1,516
10-14 1,440
10-23 1,116
11-12 1,333
11-13 1,206
12-24 0,9721
14-25 1,020
14-26 1,020

4.1.2 Energia Potencial das ligacdes

O gréfico de energia potencial para a ligacdo enxofre-hidrogénio (1-8) e para
ligacdo enxofre-carbono (1-2) da Cisteina foram calculados com limite de 500 kcal/mol
e com comprimento de ligacdo variando entre 0,846 A e 5,846 A, enquanto para as
ligacdes enxofre-enxofre (1-8) e enxofre-carbono (1-2) da Cistina foram calculados
com limite de 500 kcal/mol e com comprimento de ligacéo variando entre 0.846 e 6.846
A. Os gréficos de energia potencial podem ser vistos nas figuras 16 a 19.
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Grafico da Energia Potencial (1D) para
a ligacao S-H (1-8) I
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Figura 16 Energia potencial (kcal/mol) em funcéo do comprimento de ligacdo (A) na ligacdo S-H (1-8)

da Cisteina.

Grafico de Energia Potencial (1D) para
a ligacéao S-C (1-2) I
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Figura 17 Energia potencial (kcal/mol) em funcdo do comprimento de ligacéo (A) na ligagéo S-C (1-2)

da Cisteina.
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Grafico de Energia Potencial (1D) para
a ligacao S-S (1-8) I
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Figura 18 Energia potencial (kcal/mol) em fung¢édo do comprimento de ligagédo (A) na ligagdo S-S (1-8)

da Cistina.

Grafico de Energia Potencial (1D) para
a ligacao S-C (1-2) I
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Figura 19 Energia potencial (kcal/mol) em fun¢do do comprimento de ligagcéo (A) na ligacdo S-C (1-2)

da Cistina.
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A partir da energia de dissociagéo das ligacdes obtidas na literatura [35, 36] e
dos gréficos de energia potencial calculados, podemos interpolar graficamente valores
de comprimento da ligacdo limites para que esta ligacdo se rompa. O resultado

completo pode ser visto na tabela 3.

Tabela 3 Energia de dissociacdo e comprimento limite das ligacdes.

_ | ENERGIA DE DISSOCIACAO | COMPRIMENTO DA
LIGACAO .
KJ/mol Kcal/mol LIGACAO (A)
S-H 353,57 £ 0,30 84,45 1,91
S-C 713,3+1,2 170,4 2,7
S-S 425,30 101,6 2,8

Para a ligacdo S-H da Cisteina o valor da energia de dissociacao € igual a 84,45
Kcal/mol, com o comprimento para que a ligagdo se rompa se rompa deve ser maior
que 1,91 A. A energia de dissociacdo da ligacdo S-S da Cistina é igual a 101,6
Kcal/mol, ent3io a ligacéo S-S deve ser maior do que 2,8 A para se romper. Tanto para
a ligacao C-S da Cisteina quanto a ligacao C-S da Cistina a energia de dissociacdo é
igual a 170,4 Kcal/mol, e comprimento da ligac&o limite € aproximadamente 2,7 A.

As figuras a seguir (20 a 23) mostram a interpolacédo dos graficos de energia
potencial de acordo com as energias de dissociacao definidas pela literatura a fim de
obter o comprimento da ligagdo no qual ocorre rompimento desta ligacéo.

100 \ s
0 i i %‘J—F
0.5 1.0 15 2.0

Figura 20 Determinacéo gréafica do comprimento da ligacdo S-H da Cisteina.
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Figura 21 Determinacao grafica do comprimento da ligacdo C-S da Cisteina.
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Figura 22 Determinagéo gréafica do comprimento da ligacdo S-S da Cistina.

200+

J

I
|~

100—-

Figura 23 Determinacéo gréafica do comprimento da ligacéo C-S da Cistina.

4.2 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

O estudo da degradacéo térmica da Cisteina (massa molecular 121,154 g/mol)
ocorreu em trés etapas: Chamamos o intervalo compreendido (190 — 275) °C de etapa
1. Nesta etapa a curva da termogravimetria derivada é igual a 241,12 °C e ocorre a
perda de massa molar igual a 105,194 g/mol, correspondente a eliminacéo de C3HsO:2
e enxofre. A segunda etapa possui temperatura compreendida entre (450 — 650) °C, a
curva da termogravimetria derivada com temperatura igual 585,69 °C e perda de
massa molar igual a 15,202 g/mol. Nesta etapa ocorre a perda de NH. A perda de
massa na etapa 3 (temperatura acima de 800 °C) possui massa molar igual a 0,757
g/mol e indica a presenca de impurezas. Na tabela 4 estdo as propostas de

fragmentacao da Cisteina.




Tabela 4 Resultados da andlise térmica da Cisteina.
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o MASSA PERDIDA
ETAPA | AT (°C) | DTG (°C) | % PERDA EXPERIMENTAL FRAGMENTO
1 190-275 | 241,12 86,827 7,15mg CsHsO2, S
2 450 — 650 | 585,69 12,548 1,03mg NH
3 800 — 0,625 0,05mg Impurezas

O estudo da degradacao térmica da Cistina (massa molecular 240,292 g/mol)

ocorreu em duas etapas: Chamamos o intervalo compreendido (200 — 310) °C de

etapa 1. Nesta etapa a curva da termogravimetria derivada é igual a 265,03 °C e

ocorre a perda de massa molar igual a 222,811 g/mol, onde ocorre a eliminacéo de

dois mols de C3Hs02, um mol de NH e dois mols de enxofre. A segunda etapa possui

temperatura acima de 800 °C possui massa molar igual a 17,481 g/mol e indica a

presenca de NH e impurezas. Na tabela 5 estdo as propostas de fragmentacdo da

Cistina.

Tabela 5 Resultados da andalise térmica da Cistina.

MASSA PERDIDA
o (0] 0,
ETAPA AT (°C) DTG (°C) | % PERDA EXPERIMENTAL FRAGMENTO
1 200 - 310 265,03 92,725 11,17 2C3Hs02, 2S5, NH
2 800 — 7,275 0,88 NH + Impurezas

A analise térmica destes aminoacidos nos mostra dois comportamentos

diferentes para o enxofre ligados a estas moléculas: Para a Cisteina a faixa térmica

de eliminacdo do enxofre varia entre (190 — 275) °C enquanto para o aminoacido

Cistina a faixa de temperatura varia entre (200 — 310) °C. Os espectros experimentais

da andlise termogravimétrica e a termogravimetria derivada encontram-se nas figuras

24 e 25 para a Cisteina e a Cistina, respectivamente
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Figura 24 Espectro experimental de analise termogravimétrica da Cisteina.
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Figura 25 Espectro experimental de analise termogravimétrica da Cistina.
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4.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

As bandas de estiramento axial para ligacdes S-H estdo compreendidas na
regido entre (2600-2550) cm [8.5] Para a Cisteina os valores encontrados para v(S-
H) foram 2594 cm?, 2552 cm e 2507 cm™. Para a ligacdo S-C a literatura indica que
as bandas de estiramento axial se encontram na regido entre (700-600) cm™ [37].
Para o v(C-S) o valor encontrado foi igual a 638 cm™. A andlise espectroscopica
vibracional das principais bandas no espectro no infravermelho pode ser encontrada

na tabela 6.

Tabela 6 Principais bandas atribuidas utilizando espectroscopia de infravermelho da Cisteina.

FREQUENCIA (cm™) | ATRIBUICAO
3179 v(O-H), v(N-H)
2963 v(C-H)
2594, 2552, 2507 v(S-H)
1605, 1425 v(C=0)
1547 5(N-H)
1393 &(H-C-H)
1348 5(C-N)
1296, 1269 v(C-0)
941 5(0-H)
638 v(C-S)

As bandas de estiramento axial para ligacdes S-S estdo compreendidas na
regido entre (400-500) cm [8.5]. Para a Cistina o valor encontrado para v(S-S) foi 453
cml. Para a ligagdo S-C a literatura indica que as bandas de estiramento axial foram
673 cmL. A andlise espectroscépica vibracional das principais bandas no espectro no

infravermelho pode ser encontrada na tabela 7.

Tabela 7 Principais bandas atribuidas utilizando espectroscopia de infravermelho da Cistina

FREQUENCIA (cm™) [ ATRIBUICAO
3429, 3021 v(O-H)
2972, 2916 v(C-H)
1624, 1485 v(C=0)

1585 S(N-H)
1406, 1381 5(H-C-H)
1335 5(C-N)
1294 v(C-0)
961 5(0-H)
673 v(C-S)
453 v(S-S)
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A literatura ndo indica o numero de onda no qual ocorrem as deformacgdes
angulares das ligagbes de enxofre, sendo necessaria uma atribuicdo comparativa
entre valores tedricos e experimentais para obtermos um resultado quantitativo.

Para entendermos melhor as alteracbes que ocorreram na oxidacado da
Cisteina em Cistina, foi plotado um espectro comparativo, figura 26. Em preto temos
0 espectro da Cisteina, enquanto o espectro da Cistina esta em vermelho. Percebe-
se uma clara diminuicdo no espectro da Cistina, na regido entre (2600 — 2550) cm™
caracterizada pelas ligacbes de estiramento axial S-H, por conta da perda do

hidrogénio na oxidacédo. Ocorre também a presenca de um estiramento axial S-S.

|
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Figura 26 Espectros no infravermelho entre a Cisteina (preto) e a Cistina (vermelho).

Os espectros no infravermelho para a L-Cisteina e L-Cistina podem ser

observados nas figuras 27 e 28, respectivamente.
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4.4 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 13C

A ressonancia magnética nuclear de '°C experimental foi comparada ao
resultado calculado na literatura [38]. Para o carbono 1 da L-Cisteina, com uma dupla
ligacdo com o oxigénio e uma ligacdo simples com uma hidroxila, obteve-se
deslocamento quimico equivalente a 173,13 ppm, com erro percentual igual a 1,9 %.
Os mesmos carbonos para a L-Cistina (carbonos 1 e 1’) obtiveram deslocamento
quimico equivalente a 174,70 ppm, com erro percentual igual a 1,0 %. Para o carbono
2 da L-Cisteina, ligado & amina, o deslocamento quimico experimental foi igual a 55,71
ppm, um erro percentual igual a 8,2 % em comparagdo com o valor calculado,
enguanto para os carbonos 2 e 2’ da L-Cistina o deslocamento quimico experimental
foi igual a 53,28 ppm, um erro percentual igual a 3,5 %.

Para o carbono 3 da L-Cisteina, ligado ao grupamento tiol, o deslocamento
quimico foi igual a 27,69 ppm, obtendo um erro percentual igual a 4,9 % em
comparagao com o valor calculado e para os carbonos 3 e 3’ da L-Cistina, ligado ao
grupamento S-S o deslocamento quimico foi igual a 35,85 ppm e erro percentual igual
ab5,1%.

Como a eletronegatividade do enxofre € pequena, se comparada a
eletronegatividade do oxigénio, por exemplo, é esperado que o deslocamento quimico
guando existe o grupamento tiol ligado ao carbono ndo seja muito alto, o que foi
observado tanto calculado (26,4 ppm) quanto experimentalmente (27,69 ppm) para a
Cisteina (carbono 3). Também ocorre um aumento do deslocamento quimico
experimental para os carbonos 3 e 3’ da Cistina esperado pela literatura
(experimentalmente: 34,85 ppm; calculado: 34,1 ppm) por conta da presenca da

ligacdo S-S.
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O resultado completo da analise espectroscopica do espectro de Ressonéancia

Magnética Nuclear de 13C pode ser observado na tabela 8.

Tabela 8 Deslocamentos quimicos dos carbonos nas moléculas de Cisteina e Cistina.

DESLOCAMENTO QUIMICO (ppm)
COMPOSTO CARBONO ey BERIMENTAL | CALCULADO | ERRO
1 173,13 176,5 1,9 %
(0]
9 2 55,71 51,5 8,2 %
HS” 3 1 "OH
NH,
: 3 27,69 26,4 4,9 %
i o 1,1 174,70 176,5 1,0 %
O NN A2
8 P ol 2,2 53,28 51,5 3,5%
OH NH4
3,3 34,85 34,1 5,1 %

Os espectros experimentais da ressonancia magnética de 3C para as
moléculas de L-Cisteina e L-Cistina encontram-se, respectivamente, nas figuras 29 e
30.
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4.5 FLUORESCENCIA DE RAIOS-X

A andlise por fluorescéncia de raios-x da L-Cisteina e da L-Cistina foi realizada
com o objetivo obter sua composicdo completa. Utilizando o espectro da amostra de
L-Cisteina (figura 8.20) podemos observar que a energia dos picos para o atomo de
enxofre é 2,30 keV para o Ka1 € 2,50 keV para o Kg1, enquanto para a L-Cistina (figura
8.21) a energia dos picos para o atomo de enxofre é 2,35 keV para o0 Ka1 € 2,50 keV
para o Kg1. Os resultados na literatura para os picos do enxofre sdo 2,31 keV para o
Ka1 € 2,46 keV para o para o0 Kp1, OuU Seja, 0s valores tedricos e experimentais possuem
grande concordancia.

O teor de enxofre observado experimentalmente a partir da fluorescéncia de
raio-x para a Cisteina foi igual a 6,07 %, enquanto o teor de enxofre tedérico, calculado
a partir da andlise elementar, é 26,46 %. Para a Cistina o teor de enxofre experimental
foiigual a 5,66 % e o teor do enxofre tedrico na Cistina € 26,68 %. Podemos observar
uma discrepancia com os valores dos teores obtidos na fluorescéncia de raios-x em
comparacao com os calculados na analise elementar. Isto ocorre porque foi utilizada
uma fita de carbono para a medigdo das amostras, o que aumentou o teor de carbono
na analise.

A composicdo completa da amostra de L-Cisteina pode ser observada na
tabela 9.

Tabela 9 Resultado da fluorescéncia de raios-x para o aminoacido de Cisteina.

NUMERO DE FOTONS x
DETECTADOS (KCps) CONCENTRAGAO
S 14,8 6,07 %
Ca 0,1 0,04 %
La 0,0 0,02 %
Al 0,0 0,02 %
Fe 0,2 0,02 %
I 0,0 0,02 %
Mn 0,1 0,02 %
Cu 0,0 0,01 %
Zn 0,2 89 ppm
V 0,0 45 ppm
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O resultado da fluorescéncia de raios-x para a L-Cistina € observado na tabela

10.

Tabela 10 Resultado da fluorescéncia de raios-x para o aminoacido de Cistina.

NUMERO DE FOTONS .
DETECTADOS (KCps) | CONCENTRAGAO
S 12,1 5,66 %
Fe 0,2 0,02 %
Mn 0.1 0,01 %
Zn 0,2 83 ppm
Ti 0,0 55 ppm

Os valores da analise elementar tedrica, tanto para a L-Cisteina, quanto para a

L-Cistina, podem ser vistos na tabela 11.

Tabela 11 Teor dos elementos nas amostras de Cisteina e Cistina.

TEOR (%)
AMOSTRA =TT 6 T'N T S

L-CISTEINA | 29,74 (5,82 26,41 11,56 | 26,46
L-CISTINA [29,99|5,03|26,63|11,66 26,68

Os espectros experimentais de fluorescéncia de raios-x encontram-se nas

figuras 31 e 32 para as moléculas de L-Cisteina e L-Cistina, respectivamente.
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5 CONCLUSAO

O estudo do comportamento das ligacdes de enxofre dos aminoacidos L-
Cisteina e L-Cistina pode ilustrar como ocorrem as diversas interacfes entre os
atomos de carbono, hidrogénio e enxofre na Cisteina e os a4tomos de enxofre e
carbono na Cistina, 0 que pode facilitar sua caracterizacdo em diversos sistemas
biolégicos.

O uso da modelagem molecular permite gerar estruturas de forma a determinar
o comprimento de ligacbes e a barreira de potencial energético. Partindo de um
modelo inicial simples utilizando mecéanica molecular para facilitar a otimizacéo de
geometria pode-se chegar a uma estrutura plausivel tanto dos dois aminoacidos e
ainda pode-se utilizar a modelagem para prever a barreira de potencial energético
para o rompimento das liga¢cées contendo enxofre.

Os comprimentos das ligacdes dos &tomos presentes em ambos o0s
aminoacidos foram concordantes com os valores encontrados na literatura. Com a
oxidacdo da Cisteina em Cistina, ocorre uma diminuicdo do comprimento da ligacao
enxofre-carbono de 1,829 A para 1,826 A. Isto ocorre por conta da coordenacgéo entre
S-S presente na Cistina, onde os elétrons do enxofre tendem tornar a ligacdo C-S
ligeiramente mais forte, aumentando a energia de ligacdo entre estes atomos. Os
comprimentos de ligacdo encontrados para a ligacdo S-H foi 1,346 A, enquanto para
a ligacéo S-S foi igual a 2,028 A.

Tragando um comparativo com os valores obtidos na literatura, energia para
gue haja a quebra da ligacdo C-S tanto da Cisteina quanto da Cistina € a mesma
(170,4 Kcal/mol), com o comprimento de ligacdo equivalente a 2,7 A. Para a Cisteina,
€ necessaria uma energia igual 84,45 Kcal/mol e que a ligacdo S-H seja maior do que
1,91 A para se romper, enquanto para a ligacdo S-S da Cisteina € necessario um
comprimento maior do que 2,7 A e energia igual a 101,6 Kcal/mol.

A andlise térmica destes aminoacidos nos mostra dois comportamentos
diferentes para o enxofre ligados a estas moléculas: Para a Cisteina a faixa térmica
de eliminacéo do enxofre varia entre (190 — 275) °C (DTG = 241,12 °C), enquanto para
a Cistina a faixa de temperatura varia entre (200 — 310) °C (DTG = 265,03 °C). A
degradacéo térmica de ambos os aminoacidos gerou como produtos nesta faixa de
temperatura CsHsO2 e S, enquanto apenas a Cistina gerou como coproduto o NH.

Com a comparacao entre os espectros no infravermelho da Cisteina e da
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Cistina foi possivel perceber uma diminuicdo na intensidade das bandas na regido
entre (2600 — 2550) cm™, caracterizada pelas ligaces de estiramento axial S-H, por
conta da perda de hidrogénio na oxidacdo. As bandas nesta regido do aminoacido
Cisteina ocorreram no nimero de onda: 2594 cm, 2552 cm* e 2507 cm'L. E mostrada
também a diferenca no estiramento axial C-S para a Cisteina e a Cistina. Enquanto
para a Cisteina o estiramento C-S ocorre em 638 cm™, para a Cistina ocorre em 673
cml. A presenca de um estiramento axial S-S na Cistina é indicada em 453 cm-?,

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 13C experimental para a L-
Cisteina e L-Cistina obtiveram alguns pontos em comum, como para 0s carbonos
ligados ao grupo funcional &cido carboxilico, o deslocamento quimico foi equivalente
a 173,13 ppm para a Cisteina e 174,70 ppm para a Cistina, ambos os valores proximos
ao calculado (176,5 ppm). Para os carbonos ligados ao grupo funcional amina, o
deslocamento quimico foi igual a 55,71 ppm para a Cisteina e 53,28 ppm para a
Cistina (calculado: 51,5 ppm). Enquanto para os carbonos ligados ao enxofre os
resultados séo diferentes. Para a molécula de Cisteina o carbono ligado ao tiol obteve
deslocamento quimico igual a 27,69 ppm e valor calculado igual a 26,4 ppm. Para os
carbonos ligados grupamento S-S da Cistina o deslocamento quimico foi igual a 35,85
ppm e o valor calculado igual a 34,1 ppm. E esperado que o deslocamento quimico,
guando existe o grupamento tiol, ndo seja muito alto para a Cisteina e 0 aumento do
deslocamento quimico experimental para os carbonos ligados ao enxofre da Cistina
por conta da presenca da ligacao S-S.

As analises por fluorescéncia de raios-x da L-Cisteina e da L-Cistina revelaram,
também, valores bem semelhantes. Para a Cisteina a energia dos picos para o &tomo
de enxofre é 2,30 keV para o Kat € 2,50 keV para o Kg1, enquanto para a Cistina, a
energia dos picos para o atomo de enxofre € 2,35 keV para o Ka1 € 2,50 keV para o
Kg1, todos os resultados sdo concordantes com a literatura. Também foi calculado o
valor do teor do enxofre tedrico nas amostras utilizando analise elementar, obtendo
na Cisteina é 26,46 % de S, enquanto que para a Cistina 26,68 % S. Os espectros
XRF foram obtidos com o objetivo obter a composi¢édo completa das amostras.

Com a utilizagéo destas técnicas foi possivel caracterizar as amostras de L-
Cisteina e L-Cistina, incluindo sua determinacao estrutural tedrica e calculo da energia
potencial, analisando com maior precisdo o comportamento das ligagdes de enxofre
nestes amino&cidos na presenca diferentes formas de radiacdo eletromagnéticas e

analises térmicas.



47

REFERENCIAS

[1] ALVES, L. M. C. Bioquimica. Disponivel em: < http:// www. fcav. unesp. br/ Home/
departamentos/ tecnologia/ LUCIAMARIACARARETOALVES/ aula- 1--- bioquimica- .
pdf > Acesso em 22/11/14.

[2] FATIMA, A. Baptistella, L. H. B. Pilli, R. A. MODOLO, L. V. Acidos sialicos — da
compreensao do seu envolvimento em processos bioldgicos ao desenvolvimento de
farmacos contra o agente etiologico da gripe Disponivel em: < http:// www. scielo. br/
scielo. php? Script = sci_ arttext & pid = S0100- 40422005000200023 > Acesso em
22/11/14.

[3] As biomoléculas. Disponivel em: < http:// www. fmh. utl. pt/ agon/ cpfmh/ docs/
documentos/ recursos/ 206/IBQ20122013GliLip. Pdf > Acesso em 21/11/14.

[4] SANTOS, A. P. S. A. Bioquimica prética. Disponivel em: < http:// www. repositorio.
ufma. br: 8080/ jspui/ bitstream/ 1/ 445/ 1/ Livro% 20de% 20Bioquimica% 20Pratica.
Pdf > Acesso em 22/11/14.

[5] JUNIOR, W. E. F. Francisco, W. Proteinas: Hidrdlise, precipitacdo e um tema para
0 ensino de quimica. Disponivel em: < http:// gnesc. sbq. org. br/ online/ gnesc24/
ccdl. Pdf > Acesso em 23/11/14.

[6] SOQ. Disponivel em < http:// www. sog. com. br/ conteudos/ em/ isomeria/ p5. Php
> Acesso em 23/11/14.

[7] FARMACAM. Glutariona. Disponivel em: < http:// www. farmacam. com. br/
monografias/ glutationafarmacam. Pdf > Acesso em 23/11/14.

[8] FARMACAM. L-Cisteina HCI. Disponivel em: < http:// www. farmacam. com. br/
monografias/ cisteinafarmacam. pdf

[9] CAREY, F. A. Quimica Orgéanica. 7 ed. Porto Alegre. BOOKMAN, 2008. p. 748.
[10] AUTOLAB. Bioquimica basica. Disponivel em: < http:// www. gilvan. pro. br/
aminoeproteinas. Pdf > Acesso em 23/11/14.

[11] FARMACAM. Cistina. Disponivel em: http:// www. farmacam. com. br/
monografias/ ICistina %20farmacam. pdf > Acesso em 23/11/14.

[12] MARTINS, P. G. A. Bortolotto, T. Bioquimica para Engenharia Sanitaria e
Ambiental. Disponivel em: < http:// ppgbga. ufsc. br/ files/ 2011/ 06/ 2-Amino% C3%
Alcidos -e- prote% C3% ADnas- respostas. Pdf > Acesso em 24/11/14.

[13] GABRIEL, J. E. Figueiredo, D. D. L. G. Farias, R. P. A caracterizacdo estrutural e
funcional de biomoléculas e as ferramentas de bioinformatica. Disponivel em: < http://
fiponline. edu. br/ coopex/ pdf/ 1278044099. Pdf > Acesso em 24/11/14.

[14] COELHO, L. W. Junqueira, G. M. Herrera, J. O. M. Machado, S. P. Machado, B.
C. Aplicacdo de mecéanica molecular em quimica inorganica. Disponivel em: < http://
www. scielo. br/ pdf/ gn/ v22n3/ 1093. Pdf > Acesso em 24/11/14.

[15] Burkert, U. e Allinger, N. L. Molecular Mechanics. ACS Monograph no 177,
American Chemical Society, Washington, 1982.

[16] VERLI, H. Métodos de mecanica molecular. Disponivel em: < http:// www. cbiot.
ufrgs. br/ bioinfo/ aula_ 6. Pdf > Acesso em 26/11/14.

[17] SILVA, D. M. Rodrigues, J. F. Seidl, P. R. Modelagem Molecular: Simulacdo de
Interacdes entre Modelos de Asfaltenos. Disponivel em: < http:// www. cetem. gov. br/
publicacao/ serie_ anais_ X _jic_ 2002/ Daniel. Pdf > Acesso em 26/11/14.

[18] FIGUEIREDO, K. Ribeiro, D. Analises Térmicas. Disponivel em: < http: // www.
quimica. ufpb. br/ monitoria/ Disciplinas/ termodinamica2/ material/ M7_ Analises_
termicas. pdf > Acesso em 21/11/14.

[19] HOLLAS, J. M. Modern Spectroscopy. John Wiley & Sons, 1987

[20] ATHINKSM, P. W. Molecular Quantum Mechanics, Oxford University Press, 1989



48

[21] HERZBERG, G. Spectra of diatomic molecules. D. Van Nostrand, 1951

[22] LEAL, K. Espectroscopia. Disponivel em: < http:// www. uff. br/ fisicoquimica/
docentes/ katialeal/ didatico/ Capitulo4. pdf > Acesso em 21/11/14.

[23] ITO, J. M. Técnicas espctroscépicas em biofisica. Disponivel em: < http:// dfis.
uefs. br/ caderno/ vol3nl/ Ito_ OK. Pdf > Acesso em 27/11/14.

[24] Técnicas espectroscopicas. Disponivel em: < http:// www2. dbd. puc- rio. br/
pergamum/ tesesabertas/ 0321127 _05_cap_ 04. Pdf > Acesso em 27/11/14.

[25] ROCHA, X. V. Espectrometria de RMN do carbono 13. Disponivel em: < http://
www. oocities. org/ vienna/ choir/ 9201/ espectrometria4. Htm > Acesso em 28/11/14.
[26] Introduction to solid state NMR. Disponivel em: < http:// mutuslab. cs. uwindsor.
ca/ schurko/ ssnmr/ ssnmr_ schurko. Pdf > Acesso em 28/11/14.

[27] BARISON, A. Emprego de RMN HR-MAS e andlises quimiométricas no
reconhecimento e avaliacdo de soja (Glycine max) geneticamente modificada.
Disponivel em: < http:// www. bdtd. ufscar. br/ htdocs/ tedeSimplificado// tde_ busca/
arquivo. php? codArquivo= 2714 > Acesso em 29/11/14.

[28] SILVERSTEIN, M. Robert; WEBSTER, X. Francis; KIEMLE, J. David.
Identificacdo Espectrométrica de Compostos Organicos. 7.ed. Rio de Janeiro: LTC,
2005.

[29] ENZWEILLER, J. Espectrometria de fluorescéncia de raios-x. Disponivel em: <
http:// www. ige. unicamp. br/ site/ aulas/ 9/ FRX- texto. Pdf > Acesso em 29/11/14.
[30] Interacéo de fotons com a matéria. Disponivel em: < http:// www. if. ufrj. br/ ~toni/
capitulo_ 11. Pdf > Acesso em 30/11/14.

[31] Fluorescéncia de raios-x. Disponivel em: < http:// www. ciul. ul. pt/ ~luisa/ PLDTR/
FLUORESCENCIA% 20DE% 20RAIOS% 20X. pdf > Acesso em 30/11/14.

[32] AMPETEC INC. X-ray fluorescence (XRF). Disponivel em: < http:// www. amptek.
com/ pdf/ xrf. pdf > Acesso em 01/12/14.

[33] ARAUJO, U. B. Desenvolvimento e caracterizacdo de um sistema portatil de
fluorescéncia de raios-x. Disponivel em: < http:// www. con. ufrj. br/ MSc%
20Dissertacoes/ 2008/ Dissertacao% 20Ubiratan. Pdf > Acesso em 01/12/14.

[34] CRC Handbook of Chemistry and Physics. 23 ed, p. 9-46

[35] CRC Handbook of Chemistry and Physics. 23 ed, p. 9-69

[38] CRC Handbook of Chemistry and Physics. 23 ed, p. 9-65

[37] SILVERSTEIN, M. Robert; WEBSTER, X. Francis; KIEMLE, J. David.
Identificacdo Espectrométrica de Compostos Organicos. 7.ed. Rio de Janeiro: LTC,
2005, p. 106.

[38] SILVERSTEIN, M. Robert; WEBSTER, X. Francis; KIEMLE, J. David.
Identificacdo Espectrométrica de Compostos Orgéanicos. 7.ed. Rio de Janeiro: LTC,
2005, p. 233.



