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SIGLAS

FTIR  spectroscopy - (Fourier  Transform by infrared
Espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier

S ~ (stretching) estiramento

Ss -~ {symetric strefching) estiramento assimétrico
As — (assymetric stretching) estiramento assimétrico
B ~{bending) deformacéo

R - {rock) deformacac fipo rock

Sc¢ ~(scissoring) deformacio tipo tesoura

Tw — (twist) deformacéio fora do pianc

W - (wagging) deformacao ne plano

p - momento dipolar

E - campo energético

L — comprimento da ligacao

g - energia

h - constante de Planck (5,624 x 10779

v - freqiiéncia de onda

A - comprimento de onda

- orbital pi ligante

- orbital pi antiligante

o - orbital sigma ligante

Spectroscopy)



o* orbital sigma antiligante

u - massa reduzida

v - numers de onda

K — constante de forga
C - #tomo de carbono

H — atomo de hidrogénio
N — gtomo de nitrogénio

O — atomo de oxigénio
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RESUMO

A técnica espectrométrica de FTIR vem sendo amplamente utilizada como
método diagnéstico devido a sua rapidez, sensibilidade e capacidade de analisar
os biomateriais de modo nao destrutivo, Este trabalho visa analisar a possibilidade
de utilizacBo desta tecnica no estudo da agregacdo molecular das fibras de
colageno, bem como determinar a existéncia de algum indicador deste fenbdmeno,
uma vez que a agregacao desta fibras estd relacionada a uma série de fendmenos
fisioldgicos como ossificacio, inflamacio e envelthecimento. Foram analisadas
gualro tipos de amostras: tend@o sem tratamento, tendao tratado com condroitin
sulfato, tendao tratado com papaina e gelatina. Foi observado um aumento da
intensidade da banda amida | (estiramento do grupo C=0) no espectro do tendao
tratado com condroitin sulfato e uma diminuicao da mesma nos espectros da
gelatina e do tendao tratado com papaina em relacdo ac espectro sem tratamento.
Estes resultados sugerem uma relacdo inversa entre a intensidade da banda
amida | € 0 grau de agregacio molecular das fibras de colageno. Portanto, pode-
se afirmar que a técnica de FTIR € capaz de deiectar alteracdes no estado de
agregacdo molecular das fibras de colagenoc e que a banda de amida | € ©

indicador deste fendmeno.

Palavras chaves: espectroscopia de FTIR, colageno e tendao.



ABSTRACT

The FTIR spectroscopy technigque has been largely used as 2 diagnosis
method because of s speed, sensivity anda capabiiity 1o analyse the biomaterials
in & non destructive way. This researchs aim is to analyse the possibility of using
that technigue to study coliage fibers molecular agregation, as well as to determine
the existence of something that indicates this phenomenon, since the collection is
related o several physiological phenomenons as ossification, inflamation and
aging. Four types of samples were analysed. non treated tendon, tendon treated
with sulfate condroitin, tendon treated with papin and gelatin. It was noticed a rise
in intensity of the amide ! band (streiching C=0 group} in the spectrum of the
tendon treated with sulfate condroitin and it's reduction of the gelatin and the
tendon treated with papain’s spectrum im comparasion with the non treated
spectrum. These results suggest an inverse relation between the low intensity of
amide | band and the level of collagen fibers molecular agregation. Therefore, it's
possible to affirm that FTIR technique is abie to detect alterations in the collagen
fibers molecular agregation state and that the amide | band is the indicator for this

phenomenon.

Key words! F11iR spectroscopy, collagen and tendon.



1 INTRODUGAD

Chama-se especlroscopia ¢ estude da interag@o da radiacdo
eletromagnética com a matéria. A radiagfio eletromagnética pode ser dividida em
diferentes regibes energélicas que correspondem as diferentes técnicas
espectroscopicas.

A regidc de 4000 = 400 cm™' é considerada a regido de infravermelho

- : - 1 R
médio onde as bandas vibracionais sic cbservadas . Chama-se espectrometro

de ETIR ¢ aparetho que analisa as transicbes entre os diferentes niveis de energia

) . 1
vibracional

Se uma molécula pudesse perder foda sua energia vibracional, sua
posicdo e seu momento seriam simultaneamente conhecidos. No entanto, isto
violaria o Principio da Incerieza de Heisenberg, um dos axiomas fundamentais da
mecanica quéntica. A dualidade particula-onda da matéria requer que haja uma
funcio de onda y que considere a amplitude como uma fungéo da localizagzo da
parficula. Born fornece uma interpretacio fisica para a amplitude atribuindo ao
fator y* a probabilidade de uma particula estar em determinada posicdo. Se a
particula em questio for um elétron, a regido do espago onde existe a maior

probabilidade de encontra-lo chama-se orbital '

Considerando a dualidade particula-onda da matéria, podemos associar
uma funcdo de onda a estas particulas. A equacdo gue serve como modeio
matematico para os elétrons & conhecida como equagdc de Schrodinger. A

expressao desta equacao para o atomo de hidrogénio &€ mostrada abaixe z
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uma funcdo de onda a estas parficulas. A equacic gue serve como modelo
matemalico para o0s eiélrons € conhecida como equacdo de Schrddinger. A

expresso desta equaco para o atornc de hidrogénio é mostrada abaixo

Fu + By + Py + 8x°m (EV)w .0

o
ac ot et H?

Onde

m . @ massa do elélron

E . aenergia fotal
V- aenergia potencial
h = aconstante de Planck

y = probabilidade da particula ser encontrada no sistema cartesiano (x, y e z).

Para o atomo de hidrogénio, a energia potencial é:

Voo - 78

r
Onde
WV . energia potencial
r - distancia entre o nicleo e o elétron
e . carga do eletron

Z . carga do nucleo

A solucdo da equaclic de Schrédinger que corresponde ac estado de
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No case dos atomos de carbong, nitrogénio & oxigénio, a equacio permite

l\\

~ZriZan cos B

sin6 cos ¢

~222 Sind cos ¢

A funclo de onda associada ao atomo de hidrogénio corresponde a um

orbital cuja densidade eletrénica € simetricamente distribuida em torno do nicieo.

Para os demais atomos (C, N e O), a equacgio resuitante representa um orbital

cuja distribuicdo da densidade eletronica é assimélrica ao longo dos eixos
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chrodinger, cads

O numero gquantico principal "n” determinag o tamanho do orbifal & o nivel

de energia em gue 2le se enconira.

O ndamere guantice secundaric I delermina a forma do orbial
Cwando | = 0 mos um orbital esferico, simétrico & sem propriedades direcionais
denominado “s”. Quando | = 1 femos um orbital assimétrico, em forma de halteres

e disposio nos 3 eiXos! ¥, ¥ ¢ Z dehominade “p”. Ambos orbitais estao exposics na

. L3
figura 17

Figura 1 — Representagio esquematica dos orbitaisse p

Orbitais s

Orbitals »
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O numero guantico azimutal "m” esta relacionado com a orientacado
egpacial dos oroifals nos eixos cartesianos !

Segundo a teoria da Pertubacfo dos Orbitais Moleculares (PRO), dois
orbitais  atdémicos constituem um  sisterma ndo perfurbado, A peifubacdc €
decorente da interacdo entre eles. Quando 2 interagdc entre dois orpiais
atémicos € intima temos a2 formacis de um orbital mojecuiar do tipe o, guando g
interacfio ocorre a dist@ncia, temos a formacio de um orbital melecuiar do Tpo =
Esta interacio pode ser mensurado pela integral Nae=1 xa N g dt ©

H

O valor da integral hap afere a guantidade de energia due pode ser ganha
se 0 ‘overlap”’ das funcdes de onda dos orbifais 4 e B formarem uma interferéncia
construtiva {denominada orbital ligante BMO} ou dissipada se a interferéncia for
destrutiva {denominada orbital antiligante ABMO} A figura 2 iustra a formacéo

de orbifais ligantes ¢ antiliganies

Figura 2A ~ Representagdo esquematica de um orbital o ligante !

Figura 2B — Representaco esquemdtica de um orbital o antiligante :
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A magnitude do “overlap” reflele a diferenga entre os estados estabilizado =
desestabliizado & a polanzacgdc resullante dos orbitais moisculares ¢ & ¢, ©

ganho energéfico resulfante desta inferacdo dos dois orbitais € expresso pela

eguacdo AE = sy HLsL - Nasa- Neee, conforme demonstrade pela figura 3.

Figura 3 — Diagrama de representacdo da interagado entre orbitais

Woleculares com diferentes niveis energéticos *°

unpertuﬂleﬂT perturbed
z system aiier T
? T\ interaction y
inmon
interaciion system before

mteraction
(a) (b) - UNICAMP
BIRLIOTECA CENTRAL

SECAQ CIRCULANTF




Como conseqUéncia, os dtomos tendem a se unir através da formagio de
orbitais moleculares ligantes, uma vez que estes orbials proporcionam a
minimizacgo de seus nivels de energla.

Segundc o modelo do oscilador harmbnico, os niveis de energia dos
orbitais estBo igualmente espacados. A absorcio no IV ocorre quando a molécuia
for excitada ac estado vibracional imediatamente superior ou a muitiplos dele. A

freqiiéneia correspondente a esta excitac@o (Av = 1) € denominada modoe de

vibracio fundamental ou normal '

Dois tipos de vibracBes moleculares correspondem aos modos de
vibracio normal da molécula ou grupo quimico estiramento e deformacac.
Estiramenio € um movimento ritmico ao ilonge do sixo da ligacdo, pode ser
simétrico e assimétrico. VibracBes de deformacio alteram o angule da ligagdo
entre dois atomos ou o movimento de um grupo de atomos, relativo ac restante da

molécula. As vibragles de deformacio sido de guatro tipos: “rocking”, “scissoring’,

“twisting” e “wagging”. Os modos de vibrag@o estio esquematizados na figura 4 *
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Figura 4 ~ Representacfo esquematica dos modos de vibragdo normal de

uma molécula
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2 -
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A cada modo de vibragdo de uma molécula ou grupe duimice estdo
associados, ho espectro de FTIR, duas caracteristicass momento dipolar e
frequéncia.

Chama-se momento dipolar a propriedade resultante da diferenca de
eletronegatividade dos atomos enhvolvidos na ligacio ’ Seu wvalor ¢ igual ao

produto da carga elétrica pelo comprimento da ligagdo 2, conforme mostrado pela

férmula abaxo:



|

ks
i
(i
.

Onde

1 - momento dipolar

E . congtante elétrica

L. comprémento da ligacdo

O momento dipbkar de um grupo quimico & representado, no espectro de
FTIR, pela intensidade da banda. Embora a intensidade seja uma caracteristica da
banda, a formacao de ligages de hidrogénic pode alterar sua magnitude, uma vez
que a formacdo destas ligacBes tende a diminuir a densidade eletrdnica dos
grupos aceptores de elétrons (C=0, por exemplo) e a aumentar 0 momento dipolar
dos grupos doadores de elétrons {(N-H, C-H, por exemplo). Como resultado,
observa-se que o momento dipolar dos grupos aceptores diminui ac passc gue
nos grupos doadores observa-se um aumento.

Como consequéncia do momento dipolar da ligacdo, o atomo menos
eletronegative tende a ser atraido peio atomo mais eletronegativo. Em decorréncia
da diminuicac da distancia interatdmica hd um aumento da forca de repulsio
nuciear entre os dois atomos. Este conjunto de forgas antagbnicas (atracio e
repuisdo) denfro de um grupo quimico gera um movimento ritmico cuja
repetitivdade ao longo do tempo & denominado freqgliéncia,

Defini-se freqléncia como 0 numero de ciclos executados por uma onda

na unidade de tempo. Segundc Planck, a freqUéncia de uma onda esta

relacionada a sua energia, conforme expresso na férmula abaixo '
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£ = v

onde!
£ = energia
h = constants de Planck
v - freqiéncia de onda

Em ligagbes quimicas, a frequéncia € expressa em fungdo de sua
constante de forca e de sua massa reduzida ¥ conforme demonstrado pela formula
abaxo

¥V =

[N
310

2n
onde:

v - frequéncia
¢ - constante de forca

m, = massa reduzida

A combinacgdo das duas Ormulas anteriores expressa a energia das

ligacOes analisadas '

A exemplo do momento dipolar, a frequéncia também ¢ influenciada pelas
ligacBes de hidrogénio de modo que estas tendem a limitar as vibragbes de
estiramento {(porque o grupo quimico fica “preso”) e a aumentar a forca das
vibracBes de deformacdo, uma vez que os grupos quimicos procuram minimizar a
forca das ligacdes de hidrogénio através do aumento da distancia entre os dipolos,

seiz através de movimenios de rolacdo, seja atraves da alteracdo do angulo do



i@

grupo quim%ﬁ:o envolvide na ligacdo. Como resullado, observa-se uma diminuicgo
da freguéncia de estiramento dos grupos O-H (hidroxia) de 36800-3850 cm™ para
3500-3600 cm”' e um aumento da fregiiéncia de suas vibraches de deformacio.

O especiro de FTIR, portanio, formece basicamente frés informacbes: a
gnergia  das ligacBes quimicas  (frequéncia), seus momentos dipolares
{intensidade) € a presenca ou nao de ligagdes de hidrogénio.

Atualmente, a t{écnica de especiroscopia de infravermelhe  por
Transformada de Fourler (FTIR) vem sendo aplicada como métode diagndstico
devido a sua rapidez, sensibiiidade e capacidade de analisar biomateriais de modo

59

nao destrutivo Constitui  um  método especialmente interessante acs

patoiogistas, uma vez que permite quantificar as modificacdes na composicac
molecular dos tecidos "' Estudos preliminares t&m sugeride a possibilidade do
yso desta técnica para detectar alteracles em escala molecular € supramolecular

de artrites, esclerose multipla, e varias formas de cancer {ver figura o) 12,
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Figura 5 - Espectro de FTIR de carcinoma Invasivo de mama
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Jackson e cols, 12 propdem que a compreensdo do espectio de tecidos

conjuntivos e o diagnostico das doencgas gue 08 afetam pode se basear na analise
das bandas presentes no espectro do colageno, uma vez que fibras de colageno
estdo presenies no tecido conjuntive conferindo-ihes suas propriedades guando
predominantes )

Entende-se por colagens uma familia de proteinas fibrosas altamente
conservadas do ponio de vista evolutive, sem a qual ndo haveria pels, velas e

tendfes m_
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Elliot ** demonstra que a flexibilidade e a grande resisiéncia a tracdo dos
tendfes consisie de um arranio hierarquizado de macromolécuias que associadas
dao origem a fibrilas, fibras e feixes de fibras disposios em paralelo ac seu eixo
maior constituido principalmente por coldgenc. Em associeco ac esguelsto

protéico formado pelas fibras de colageno, ocorrem as glicosaminoglicanas acidas
{GAGS) e glicoproteinas estruturais (GPE) s

Em fung3c do amanjo hierarguizado de agregados fbrilares de cadeias
polipeptidicas de colageno, proteoglicanas e GPE, os tendfes apresentam
caracteristicas biofisicas de ordem molecular gue lhes conferem a qualidade de
estrutura polimérica anisotropica (auséncia de simetria inferna) por exibirem mais
de um indice de refracdo para direcBes determinadas e diferentes de propagacio

da iuz {151?{

O estudo das propriedades anisotrépicas (dicroismo e Dbirrefringéncia)
permite determinar as modificacdes do nivel de agregac@o dos biopolimeros,
possibilitando uma interpretacdo das bases moleculares e do arranjo dos
componentes da malriz extracelular envolidos em processos como fibrilogénese,
ossificacdo, Inflamagdc e envelhecimento. A técnica de microscopia de
polarizacdo possibilta o estudo destes processos, embora seja incapaz de

descrever o comportamentc dos diferentes grupos quimicos. Lazarev e cols. 18

sugerem que a técnica de FTIR possa ser ulilizada ne estudo das aiteragles da
agregacadc molecular das fibras de colageno e gque a banda amida | {C=0;] seja
um indicador adequado deste fendmeno.

Como a iecnica de FTIR € incapaz de elucidar a esturutra quimica de um
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composto, torna-se necessdrio conhecer a estrutura quimica das fibras de
colageno a fim de se interpretar corretamente seu espectro.

Moléculas de colageno s&o caracterizadas pela segléncia de Ulpletes
Gly-X-Y e por um alio teor de imincacidos {proling ¢ hidrodprelina). A unidade
estrutural basica da fibra de colageno tipo 1 & formada por irés cadeias
oolipeptidicas em conformacaoe helicoidal que enrclam-se um em tomo do outro
formande um cabg rigido e padrao helicoidal das cadeias individuais é bem
flusirade pela polil-proling, um polipeptides sintélico estabilizade pela repulsdo

estérica dos anéis de pirrolidona (ver figura &) ¥
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Figura & - Padrao helicoidal das cadeias individuais de poli-L-prolina !

Em  moléculas de colageno, cada filamento tem uma conformacio

semelhante a da poil-L-prolina (ver figura 7) %

Figura 7 - Conformagao dos filamentos individuais de coldgenc 19

A unidoc dos trés fiiamentos €& formada por ligacdes de hidrogénio

perpendiculares ao eixo maior da fibra de colageno. Os doaderes s8o os grupos

N-H da glicina e 05 acepiores s&o os grupos C=0 da prolina 1 {ver figura 8.



Figura 8 — Representacfo esquematica da estrutura de tripla h
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A caracteristica fundamental da tripla hélice é a presenca do aminoécido

ghicina na parfte mais interna do triplete. Razes estéricas impossibiltam a

presenca do Cp, presente nos demais aminoédcidos, nesta posicao (ver figura 9).

Figura 8 - Organizagdio das moléculas de colageno em tripla hélice **.

Devido a molécula de colageno ser muito complexa, costuma-se usar
peptideos sintéticos como modeloc de estudo. A maioria dos autores utiliza a

poliglicina I como modelo de estudo de proteinas que assumem conformacdo de

2%

tripla hélice. Dwivedi atribuiu os grupos quimicos desta molécula as suas

bandas espectrais correspondentes. A freqiéncia e composicio destas bandas

encontra-se exposta na tabela 1.



Tabeia i

Fregliéncia e composicdo das bandas mais relevantes do espectro de

o

poliglicina 1 -

3450 -

2080 - 2936 | CH:

2853 - 2803 CHh o

TI870 - 1840 |C=0 ., CN ., CatN “(amida )

885 - 1533 | N-H o N 2, Col o famida 1)

G

383 - 1374 | Oz o MM ) CoC g

1350 - 1344 Ch: ! ':H; Y #-H i Cal {351

1370 - 9304 |CH: (g CHy o NH 0y CN )

1243 - 1237 [C-N i CHz oy NCot 1) N-H gy (amida {1}
3 — astiramento as-sstiraments assimatico ss-astiramento simétrico
p-deformacio r-rock w-lgsoura ty-torgdo

Basicamente, 0s grupos analisados nos espectres de colageno e
peptideos sintélicos usados coma modelo, correspondem aos grupos presenies
am torno de uma ligacdo peptidica como os grupos carbonila (C=0}, amino (N-H},
metileno (C-H) 2 ligacdo C-Co.

O objetivo deste frabalho & analisar a possibilidade de utilizagdo da
técnica de FTIR no estudo das alteracBes da agregacdo molecular das fibras de
colageno, bem como determinar uma alteracdo destas bandas que possa ser

utilizads como indicadora deste fendmenao.



MATERIAIS E METODOS

2.4, OBTENGCAOC DA AMOSTRA

Cortes histoldgicos de tenddo calcansar de bovinos adulios (2 ancs) foram
submetidos a dois tratamentos de imersdo em xilol durante 15 min cada a fim de
se refirar toda parafina. Os cortes foram secos em estufa a temperatura de 60°C
por 48h e posteriormente reduzidos a um pé fino o suficiente para ser analisado
vela técnica de FTIR,

Além do tenddo, Toi utilizado gelatina em pd da Lainer.

2.2. PREPARACAQD DAS AMOSTRAS

As amostras foram, posteriormente, divididas em trés partes:
1- A primeira ndo sofreu tratamento algum, sendo utilizada como controle;
2- A segunda fol incubada em solucio de papaina 0,1% (Sigma) 48h/10°C;
3- A terceira amostra foi imersa em solugdo aguosa de condroitin sulfato 0,1%

(CS 4&6 Sigma) nas mesmas condicbes gue a segunda.

2.3. DESIDRATACAQD DAS AMOSTRAS

As amostras tratadas com papaina e condroitin sulfato foram submetidas a
5 centrifugactes a 6000 rpm por 10 min. A primeira centrifugacao foi realizada

com a amostra imersa na solucdo de tratamento. As centrifugacdes posteriores
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foram realizadas em graduacdes crescenies de etanol {70%, 80%, 80% &
absoluto). Antes de serem analisadas, todas as amosiras permaneceram em

estufas a BO°C por uma noite e por 1h em dessecador.

2.4, PREPARCO DA PASTILHA

As amostras foram diluidas em KBr na proporcdo de 1100 (p/p), e
submetidas a uma pressao de 6 ton por 2 min por uma prensa hidraulica da marca

Carver Laboraiory Press modeic C, nimero de série 34000-031.

25 ANALISE ESPECTRAL

Foi realizado um “background” de 256 scan no compartimento de analise
do espectrometro Perkin Elmer 1720-X pelo software IRDM com resolucdo de 2.0
antes de cada lettura. As pastithas foram analisadas nas mesmas condigtes gue
o "background”.

O espectro ge cada amostra foi obtido pelo software IRDM através da
subtrac8o do espectro da amostra analisada peio espectro do compartithamento
de analise sem amostra. O espectro resultante foi transferido para o software
Graph Bulder , onde foram selecionadas as bandas presentes na resclucdo de

0,01. Das bandas presentes nesia resolucdo, foram analisadas as seguintes:

N-Hs) {amida A), C-Heagsy, C-Hes, C=0y (amida 1), N-Mg; (amida 1), C-Coyas),
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C-Coyssy, C-Hppy, TNy {amida I}, Bandas pouco informativas como N-Cogg,

(amida 1V}, C-O, O-Hs), C-Nyy & C=0y, foram posteriormente eliminadas.

2.6 AMOSTRAGEM

O espectro de cada amostra, de acordo com a norma adotada pelo
Laboratorio de Desenvolvimenico de Processos Cataliticos/ Faculdade de
Engenharia Quimical Universidade de Campinas, somente foi considerado vélido

apds a obienglo consecutiva de trés espectiros idénticos.

UNICA
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3 RESULTADCS

Os espectros (ver paginas 35-38) foram analisados de duas formas:

19 Comparando-se as variacdes de intensidade de cada banda nos 4 espectios;
2% Comparando-se as variagbes de intensidade de uma banda em rglacio a
outras nos 4 espectros.

Pelo primeiro mélodo, foi observado um aumento nz intensidade de todas
as bandas, em especial dos grupos carbonila, na seguinte seguéncial tendéo
tratade com condroitin sulfato (00854 tendio sem tratamentc (01604}, tendao
tratado com papaina (C.300A) s gelalina (05604 Os valores das bandas
analisadas encontram-sa exposios na iabela 2

TABELAZ

INTENSIDADE ABSOLUTA DAS BANDAS ANALISADAS

C=0s) 0.085 0.1680 | 0.300 0.560
N-H (o 0.140 0165 | 0270 0.410
N-H ) 0.060 ] fé‘iéwfué”fé’%ﬁ 10425
C-H@s | 0075 0200 | 0195 | 0225
C-C e | 0055 0100 | 0185 0.290
C-N 0.045 0090 | 0170 0225
CH o) 0040 | 0070 | 04150 | 03200
CC (ss) 0.055 0.080 | 0.178 0250
C-H (o 0055 | 0150 | 0142 0.160

TOS - tenddo ratado com condrodtin sulfato TST —~ tenddo sem fratamento

TP ~ tendfo iratado com papaina b - deformacio

S - astiramenic as — astiraments assimstrico 5% — astiramento siméirico



st

[

Pelo segundo métode, observou-se um aumento na raz80 entre as
intensidades de algumas dandas como C=Gey/N-Hig, N«ﬁgbﬁs\&-%—iig): C=0@fC-MNsy,
C*i‘“ﬁ{b};g{;—ﬁ{ﬁwg k’:ﬁ"‘%{b}fc-‘%‘?{ag §~C&{5};g"ﬁ€3} 3-{3%23;5{:“;“'?(3} na iéegumt@ ﬁeﬁaéﬂfiia

tenddo tratado com condroitin sulfato, iendio sem tratamento, tendioe fratado com

papaina e gelatina. Os dados eslac expostos na tabela 3.

TABELA S

RAZAD ENTRE AS INTENSIDADES DE ALGUMAS BANDAS

C=0 g/ N-H g | 0.607 | 0.70 | 1111 ] 1.306
;\;H o/ N-H 0.429 @ 0758 | 0.889 1037
%t;;:{} @/ CN g 1.889 | 1.778 ?65 2489
g?j?;{;;}'}"ég @9 | 0733 | 0500 | 0.949 ; 1.289
[C-H o 7 C-C (am) 7000 | 0533 | 1253 | 1563
CH e/ CH @ 0533 | 0350 | 0760 0889
CH s/ CH ) 0727 | 0486 | 1086 1333

i § 5

%’mé'"’m‘S — tendac iratado com csndrl;iﬁn suifato T8T - tendéai sem tratamento
TP —tenddo tratado com papaina b - deformacio

5 — estirameanto as — astiramento assimatrico 83 — estiramento simétrico
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4 DISCUSSAC

O aumsanio observado na intensidade das bandas especirais conforme
mostrado na tabela 2 sugere que as alteragbes na agregacao molecular das fibras
de colageno estejam intimamente relacionadas a forca das ligaces de hidrogénio
de modo que uma diminuicdo na torga destas ligactes conduz a um estado de
menor agregacao molecular e conseqlentemente a uma maior intensidade das
vibracBes em geral e um aumento da intensidade da banda amida |, em especial.
O forizlecimento destas ligacSes, ao contrério, induz aos efeilos opostos. Estes
dados sugerem fortemente que a banda amida | {esliramento dos grupos C=0)
seja um indicador adequado para se estudar agregacac molecular de fibras de
colageno.

Os dados presentes na tabela 3 sugerem fortermente gue as alteragdes
especirais podem ser entendidas como decorrentes da maior ou menor basicidade
dos atomos de oxigénio dos grupos carbonila, de mode qgue as modificacbes
nrovocadas neste atomo pelas alteracbes na forca das ligacdes de hﬁdrogénio
influenciam outras partes da molécula gue ndo apenas os grupos formadores da
ligac@o de hidrogénio, repercurtindo por todo o espectro. Para compreendermos
como se da este fendmeno, € preciso considerar que o colagenc € formado pela
unido de trés cadeias polipeptidicas em tripla hélice. A caracteristica fundamental
desta estrutura € 2 presenca do aminoacido glicina no seu interior, 0 que

possibilita a formacao de uma estrutura compacta ® A unigo dos filamentos &

formada por ligacdes de hidrogénio perpendiculares ao eixc maior da fibra de

T B TR DR Tae
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colageno. OUs doadores sfo os grupos N-MH da glicina e os aceptores s&o os
grupos C=0 da prolina g

Conforme explicado na introducio deste frabalho, a formacao de ligacdes
de hidrogénio limila & "exdensdo” das vibracdes de estiramento, alterando, desta
forma, o momenic dipoiar dos grupos envolvidos {C=0 e N-M, nesie caso).
Devido ac carater eletrostatico destas ligacbes, os grupos envolvidos podem
conirolar, dentro de certos limites, a forca desta interacdo mediante alteracdes na

distancia enire os dipolos, conforme sugerido pela formula abaixo.

Feie = K 4142
r

onde:

Fele = forca de atracdo eletrostatica
K = constante dielétrica do meio

g = dipolo elétrico

r = distancia entre os dipolos

A analise do espectro de tendaoc sem tratamenio sugere gue nos grupos
acepiores de profons, como a carbonila, a formacac de ligacdes de hidrogénio
imita a “extensao” das vibragdes de estiramento dos grupos carbonila gerando,
desta forma, um aumento da basicidade dos dtomos de oxigénio destes grupos e

. .. . . P . 24
uma atracdo mais intensa do atomo de hidrogénio do grupc amino ©. Como

consegléncia, a intensidade das vibracdes de estiramento dos grupos amino da

(banda amida A} € maior que a vibragfo de estiramento dos grupos carbonila



{amida 1} no espectro de tend3o ndo tratado.

Por ocutro lade, ligacles de hidrogénio provocam um aumento do momento
dipolar dos grupos doadores de protons, come a aming, uma vez gue estas
ligacdes tendem a se tornarem mais fissels devido a alrac&o exercida peic alomo
de oxigénio sobre o dtomo de hidrogénio. Forfanto, aos atomos de nitrogénio
(do grupo amino} interessa que a ligagdc tormne-se mais fraca, favorecendo assim o
desglocamento do par eletrdnico em suas direcles (dos atomos de nitrogéniol.
Para afinglr este objelivo, o8 grupos amino se deformam, possibilitando assim 0
aumeanio de suas distancias em relaclic aos grupos carbonila. O sucesso desta
estratégia € comprometide, em parte, pela limitacio das vioracles de deformagio

dos grupos aminc devide ao carater parcie! de dupla ligacdo da ligacdo peplidica

conforme mostrado na figura 10 &

Figura 10 23 . cardter parcial de dupla ligagéo da ligagio peptidica

i
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O carater parcial de dupla lgacdo impede a livie rofacdo dos grupos
amino em torno de seu exo, limitando assim o espectro de vibracdes de
deformacio destes grupos as vibragfes de deformacdo no plano. Porfanto, para

minimizarem @ atracido exercida pelos grupos carbonila sobre seus atomos de
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hidrogénio, 08 grupos amino véem-se obrigados a aumentarem a2 intensidade de
suas vibracfBes de deformacdo. Conseglentemsnte a intensidade da banda de
deformacio dos grupos amine {amida 1} no espectro de tend&c sem fratamento
& significativa.

Ao contrario dos grupos aming, as vibragles de deformacdo dos grupos
metilenc (C-H) s&o facilitadas pela formacio de uma ligacdo simples pura entre os
dtomos de carbeno e hidrogénio. Ligacfes simples pura também unem ¢s alomos
de carbono aifa acs atomos de carbono da carbonila & aos dtomos de nitrogénio
dos grupos amino. Conseglentemente, ha uma grande liberdade de rofacic
{e portantc de deformacdsc) em torne destas ligacdes de cada lado da unidade

peptidica rigida (ver figura 11} =

Figura 11 — Representacdo da liberdade de rotacdo da ligagio C-Hem

torno da ligaco peptidica

Esta maior possibilidade de deformacdo dos grupos metilenc frente as
alteracdes na Torca das ligacdes de hidrogénio possibilita a estes Jrupos
ofimizarem suas distancias em relagdo as adjacéncias. Como conseguéncia da

maior gama de possibilidades de vibrag8es de deformacio, a intensidade de cada
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tipo destas vibragles iscladamente € pequena.

Grupos metileno (G-H) também podem formar ligagdes de hidrogénio com
0s grupos cabonila, aumentando assim a “extensao” de suas vibracles de
estiramento. Ligacles de hidrogénio entre os dols grupos (G-H - O=C) carbonila e
metilenc s&c encontradas no espectro de FTIR abaixo de 400 om” = portanto
fora do alcance do espectrdmetro usado neste tfrabalho.

A existéncia desfas ligaches ol questionada por Donohus em 1968
Contude, recentes estudos de crisialografia (Bella) da iripla hélice do coldgenc
demonstram sua existéncia. Estes estudos indicaram gue estas ligagbes ndo sdo
determinantes da estrutura protéica e gue elas s6 se formam quando fortes
interacbes resultam em uma justaposicio Tfavoravel entre doador-receplor,
resultando em um pequeno acréscimo de energia das ligacbes de hidrogénio

(ver figura 12) 2.
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Figura 12 — Representacao esquematica de uma ligagio de hidrogénic

entre 08 grupos C-H e C=0

£ possivel que os tratamentos utilizados neste frabalho impessam a
formagao favoravel destas justaposicfes, impedinde a formago destas ligacles, o
que explicaria 2 diminuicdo relativa da intensidade destas bandas quando
comparado o espectro de tenddo sem tratamento aos demais.

G efeito resultante das ligacBes de hidrogénic sobre as demais vibragSes
da regidac “backbone” (estiramento dos grupos C-Co e G-N) pode ser entendido
como resultado do efeito indutivo dos grupos carbonila sobre as demais bandas
espectrais. Chama-se efeito indutivo a propagacdo das alteragBes no momento

dipolar de uma banda ac longe da cadeia 2. O efeito & maior nas ligacbes vizinhas
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a regido de origem, diminuindo progressivamente A figura 13 ilustra este efeito

ae longo da cadela de colageno de modo esguematico.

Figura 13 2. Representacéo esquemdtica do efeito indutive ao longo da

cadela

Ao se fornar mals bésico (devido ao enfraguecimento da ligacdo de
hidrogénic} © atomo de oxigénio do grupo carbonila atrai mais intensamente os
pares eletronicos dos orbitais opp & © . Como conseqiéncia, o atomo de carbono
do grupo carbonila procura supnr sua “deficiéncia eletrdnica” atraindc mais
intensamente ¢ par eletrénico da ligacdo C-C, {por esta razdo, o atomo de C, é
representado  por 88+). O efeito persiste ao longo ds cadeia de modo
progressivamente  mais  brando devidec a decrescente diferenca de
eletronegatividade das ligagbes C=Q > C-C, > G- C; ¢ ao fato da propagacio da
energia no sistema ndo ser conservativa.

Todavia, 2 magnhitude das alteracfes da intensidade destas bandas nac se
attera de modo ta0 signhificativo quanto a das bandas amida A & amida | porgue o8
grupos C-N, CGCo, N-Co situam-se ac longo do eixo da fibra, de modo que o

estiramento destas bandas € limitade pels PM {peso molecular) da cadeia

peptidica.
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Os resuiltados da comparacdo entre as intensidades de bandas distintas

nos 4 espectros € discutido abaxa

GRUPOS C=0 {(AMIDA D

Chama-se amida |, a banda espectral que representa as vibracbes de
estiramento dos grupos carbonila (C=0), constituindo a banda mais importante do

espectro [18.26.273

MNos grupos carbonila, © orpital © estd polarizadoe no sentide do domo de
oxigénio ocorrendce fraca interacio entre este orbital & os grupos ligades a
carbonlia devido a menor eletronegatividade do alomo de carbono. Ao sofrer uma
reacdo de substituicio eletrofilica (como na formacgao de uma ligacBo peptidica),
os substituintes inferagem com 08 orbitais n, mantendo o atomo de oxigénic mais
ou menos perpendicular ao plano da ligagdo, em posicdo trans em relagBo aos

grupcs amino, gerando um aumento da basicidade deste atomo 24

19 . . o .
Lazarey considera a banda de amida | um indicador apropriade para

detectar importantes parametros estruturais como ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares, estado de agregacd@o e organizagio supramolecular das fibras
de colageno.

Os resultados deste frabalho confirmam esta hipdtese ac verificar que ha
uma relacdo inversa entre a intensidade da banda amida | e o estado de
agregacdo molecular (ver fabela 2), uma vez que © aumento da agregacio

molecular limita a “extens@o” das vibraches de estiramento dos grupos carbonita.
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Nossos resultados sugerem, também, que a relacdo entre as intensidades das
bandas amida famida A diminui a medida que a agregacic molecular aumenta
{ver tabela 3}, porque as ligagcbes de hidrogénio entre os grupos carboniia e amino

(C=0 e N-H}, situam-se perpendiculares ao longo eixo da fibra ® Desta forma, um

gumento na agregacaoc molecular destas fibras gera uma diminuicio do momento
dipoiar do grupo carbonila aumentando a basicidade {(afinidade por prétons) do
atomo de oxigénio tornando, consegientemente, a atracdo do adtomo de
hidrogénio dos grupos amine pelos atomos de oxigénio dos grupos carbonila mais
intensa, aumentando, desta forma, 2 amplitude da banda amida A (vibraco de

estiramento dos grupos amino).

GRUPOS AMINOC (AMIDA A e ll}

As bandas espectrais que representam as vibracbes de estiramenio e
deformagdo dos grupos amino (N-H) chamam-se, respectivamente, amida A e

amida H.

A caracteristica de aceptor de orbitais ¢ do afomoe de hidrogénio possibilita
a formacdo de ligacdes de hidrogénio pelos grupos amino {N-H) ® Devido a2
natureza eletrostatica destas ligacdes, sua forca aumenta a medida que os atomos
envolvidos se aproximam 2 {ou se agregam), conforme demonstrado pela formula

ao lado;



Feie = K102
18

F . forga eletrosiatics
K . constante dielélrica do meio
g = carga elétrica

r . disténcia nuclear

Os resuliados deste trabalho mostram que a intensidade das vibracdes de
estiramento e deformacgio dos grupos amino (N-H) mantém uma relacdo inversa
com o estado de agregacao molecular, provaveimente, porque o enfraguecimento
das ligacdes de hidrogénic possibilita uma maior liberdade de movimento destes
grupos, uma vez gue a atracdo dos atomos de hidrogénio pelos dtomos de
oxigénio via ligagbes de hidrogénio forna-se menos intensa, possibilitando a
aproximagac do atomo de hidrogénio a cadeia protéica. Em consegliéncia desta
aproximacao, o atomo de hidrogénio do grupo amino fica submetido a acdo de 2
forgas:

s Repuls@o nuclear gerada pela diminuicio da distancia interatdmica em relacio
aos atomos de nitrogénio e das cadeias laterais;

e Repuls@o eletrostatica causada pela maior proximidade dos atormos de
hidrogénioc das cadeias laterais {grupos metileno).

A repuisac nuclear pode ser considerada um processe dinamico porque o

aumento desta forca gera um aumento da forga de atracdo e vice-versa, de modo
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que o atormo de hidrogénio passa a ocupar uma “faixa de espaco” cujos limites sdo
regulados pelas forcas de atracéo e repulsdo.

Conforme sugerido por nossos resultados (intensidade da banda) a
amplitude desta faixa aumenta a medida que a forga das ligacdes de hidrogénio
diminuem, urmavez que estas ligaches “limitam” estes movimentos ritmicos a uma
“aixa de espaco” menor,

Por sua vez, o aumento da forga de repulsio eletrostatica forga os grupes
amino a se deformarem mais infensamente como forma de otimizar sua energia
de interagdo em relacao aos grupos adiacenies. A energia é considerada dtima
quando a atracfo & maxima e a repulsio & minima, o que significa que os grupos
nao podem estar muito distantes, porgue a energia seria muito fraca; nem muito

proximos, porgue a repulsio seria intensa.

GRUPQOS C-H

Foi observadc que a relacdo entre as vibragBes de deformacdc e
estiramento dos grupes C-H aumenta a medida que ¢ estado de agregaco
molecular das fibras de colageno diminui, por razdes analogas a dos grupos amine
{N-H). Todavia, ac contrario dos grupos amino, os grupos C-H possuem ampla
iiberdade de rotagdc em torno de seu eixo, o que permite a estes grupos
climizarem rapidamente suas posigdes quando houver alieragdes na agregacdo
molecular das fibras de colagenc.

O enfraquecimento das ligacdes de hidrogénio fornece mais “espage” para

o8 grupos quimices se distenderem gerando, provavelmente, um aumento das
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forcas de repulsic devidc a aproximac@o de grupcos adjacenies. Como
consequéncia, 0s grupos melileno procuram se afastar. Em viruide deste
movimento ser cadtico, o afastamento de dois grupos metiieno leva a aproximacio
a um terceiro.

As vibragbes de deformac3o possibilitam a minimizacio das forgcas de
repulsdo uma vez gue possibilitam aos grupos metileno restringirem seu “espaco”
mediante rotacoes em torno do seu eixo e alteragdes no angulo da ligacado C-H. A

consequéncia natural deste falc & um aumenic generalizado na intensidade

destas vibracdes.

GRUPOS C-Cu

AlteracGes na forga das ligacdes de hidrogénio afetam indiretamente as
bandas de estiramento dos grupos C-C,, através do efeito indutivo.

A relacdo entre as intensidades das bandas de estiramentc dos grupos
C-C/C-H aumenta a medida que o estado de agregacdo molecular diminui como
consegliéncia do efeito indufivo, de modo gue um enfraquecimento das ligagbes
de hidrogénio possibilita uma vibrac&o de estiramento mais intensa por parte dos
grupos carbonila. Conseqlentemente, o dtomo de carbono deste grupo torma-se
eletronicamente deficiente. Como {oi dito anteriormente, o efeito indutivo diminui
ao longo da cadeia de modo que ele € mais intenso na ligagdo C-C, do que na
ligacdc C-H. Portanto, a relagdo entre a intensidade destas bandas aumenta a

medida que a agregacio molecular diminui.
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Por estarem siiuados no “backbone” da proteina a intensidade dos grupos
C-C. se altera pouco face aos tratamentos uiilizados uma vez gque a cadeia

proteica oferece uma “barreira” ao estiramento destes grupos.

GRUPOS C-N

Denomina-se amida lll, a banda espectral que representa as vibracdes de

estiramento dos grupos C-N .

Baseado no estude de peptideos sintéticos, Weaver 50 sugeriu gue a
banda amida lll fosse usada como indicadora da conformacéo de peptideocs em
solucao aquosa, uma vez que sua frequéncia se altera com a modificacéo do peso
molecular (PM} do aminodcido da posicdo X Estes dados ndc podem ser

transpostos para este trabalho, porque ¢ peso molecular de uma estrutura como o
tendao inviabiliza qualguer tentativa de analise nesie sentido.

Ligaches peplidicas possuem propriedades conformacionais peculiares. A
estrutura trigonal plana do atomo de nitrogénio e o forte envolvimento do seu

orbital 2p com © orbital n* da carbonila forgam a ligac8o a adotar uma estrutura
24
coplanar

A banda amida lll sofre influéncia indireta das alteracdes na forca das

ligagbes de hidrogénio de modo que o enfraquecimento destas ligacdes promove

um aumento de U c=p e de U n.y gerando uma maior atracio do paras eletronicos
.y s . P - - - .
dos orbitais 7 € Gp.p & Gsp Nos sentidos 3'C — 50 e 3 H — 5 N, respectivamente.

P . - -
O aumento nos valores de 3 para o atomo de carbono e de & para ¢ dtomo de
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nitrogénio permitem que o par eletrdnico do orbital 6.y seja atraido com maior
intensidade, gerando, conseqlentemente um aumento do moments dipolar da
tigagdo C-N.

O fortalecimento das ligagBes de hidrogénio (devide ac aumenic da
agregacdo molecular) gera uma diminuicio de 1w ym e de u {;:{3.6 por extenséo
uma diminuic&0o da densidade eletronica no atomo de nitrogénic e um aumento da
mesma no atomo de carbono. Como resultado, ha uma diminuicdo do momento
dipolar da ligacao U-N e conseglientemente da intensidade da banda amida il

A utilizacdo de oulra técnicas como & NMR {ressonancia magnética
nuclear) & modelagem molecular, emboram sejam amplaments utilizadas na
elucidacdo de aspecios moleculares da estrutura das moléculas de

[31-45]

colageno , mostram-se inviaveis a natureza deste ifrabalho. A técnica de

NMR detectaria uma quantidade excessiva de sinais {(§tomos de Hou 15N) devido

a grande quantidade desles alomos no tendio inviabilizando, desta forma,
gualguer ientativa de analise. A técnica de modelagem molecular criaria uma

matriz por demais complexa para ser analisada.
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5 CONCLUSOES

Com os dados obtidos no presente trabalho podemos concluir o seguinte:

1y A tecnica de FTIR € capaz de detectar alleragfes na agregacio

molecular das fibras de colageno presentes no tendzo.

2y A banda amida | € o methor indicader da alteragcBo na agregacido

molecular nas fibras de colagenc.

3) A intensidade da banda amida | diminui com ¢ aumento da agregacao

molecular das fibras de colageno no tendaoc.

4y A relacgo entre as infensidades das bandas amida ! e amida A, amida
I e amida A, estiramentc e deformac&o dos grupos C-H e estiramento dos grupos
C-Cy & C-H aumenta a medida que as ligagbes de hidrogénio da molécula se

fortalecem.

5) As alteracOes espectrais observadas s8o decorrenies de alteragdes na
basicilade do atomo de oxigénio do grupo carbonila provenientes de alteracdes
na forca das ligacbes de hidrogénio, as quais sio geradas por mudancas no

estade de agregacio molecular.
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