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Resumo

A origem da vida é uma das questdes mais debatidas pela Humanidade. A presenca de bases
nitrogenadas em condritos carbonaceos sugere que estes constituintes do material genético
teriam sido originados no cosmos e posteriormente transportados até a Terra através dos
meteoritos. Na primeira parte deste trabalho testaram-se modelos de degradagédo da guanosina,
adenosina e citidina que poderiam ter resultado da energia libertada aquando do impacto
meteoritico na atualidade. Para tal, fez-se reagir os nucleodsidos referidos, principalmente, com

sais inorganicos.

As amostras contendo os nucledsidos supracitados foram tratadas por via mecanoquimica na
presenga de ides mais comuns no ambiente pré-biolégico, nomeadamente os carbonatos, também
presentes nos condritos carbonaceos. Apds a preparacdo, as amostras foram analisadas por
PXRD e em seguida foram solubilizadas em solugédo aquosa. Posteriormente, as solugdes foram
colocadas a evaporar sob radiagao solar, bem como na sua auséncia, para compreender o efeito
desta no processo reacional. A obtengdo de guanina hidroclorada mono-hidratada, apds
exposi¢cao a radiagéo solar, de uma solugao acida de guanosina e carbonato de magnésio (na
proporgao 2:1), constitui uma evidéncia a favor da hipotese de degradagéo deste nucleodsido na
respetiva base nitrogenada.

Na segunda parte deste trabalho prepararam-se amostras de guanosina, adenosina e citidina com
hidroxiapatite, a fonte de fosfato mais abundante na Terra, para estudar a possibilidade de
fosforilar estes nucledsidos. A andlise *'P NMR das referidas amostras ndo permitiu obter

resultados conclusivos, o que se podera dever a baixa solubilidade da hidroxiapatite.

Palavras chave: Quimica pré-bidtica, guanina, guanosina, adenosina, citidina, reagbes de
fosforilagao



Abstract

The origin of life is one of humanity’s biggest quests. The presence of nucleobases in
carbonaceous chondrites suggests that these components of the genetic material would have been
originated in the cosmos and later brought to Earth by meteorites. In the first part of this work, the
possibility of decomposing, nowadays, guanosine, adenosine and cytidine, as a consequence of
the energy release due to meteoritic impact, was studied. The samples containing the nucleosides

were prepared with some inorganic salts.

Samples containing the above-mentioned nucleosides were prepared by mechanochemical
procedures with the most common ions in the prebiological environment, such as carbonates, that
are also detected in carbonaceous chondrites. The samples produced by mechanochemistry were
analysed by PXRD. To understand the role of solar radiation in the reactions, aqueous solutions
were placed both in presence and absence of sunlight. Monohydrate hydrochloride guanine was
obtained after solar exposure of an acidic solution of guanosine and magnesium carbonate (in

proportion 2:1), proving this way that the degradation is, indeed, possible.

Samples containing guanosine, adenosine and cytidine with hydroxyapatite, the most abundant
phosphate source on Earth, were tested in order to study the possibility of their phosphorylation.
3P NMR analyses of the above-mentioned samples were not conclusive, which may be related to
hydroxyapatite’s limited solubility.

Key words: Prebiotic Chemistry, guanine, guanosine, adenosine, cytidine, phosphorylation
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Capitulo 1: Surgimento da vida na Terra

Estima-se que o sistema solar, bem como a Terra, se tenha formado ha, aproximadamente, 4,6
mil milhées de anos'2. De entre o Universo conhecido, este sistema revela-se bastante especial,
na medida em que € o Unico onde existe um planeta, a Terra, em que se conhece vida. No entanto,
o0 momento do aparecimento da vida ndo é consensual, alguns autores situam-no ha cerca de 3,5
mil milhées de anos?3, ao passo que outros admitem ter ocorrido mais cedo, entre os 4,1 e 0s 4,2

mil milhdes de anos’.

A Terra possui condigdes especificas que permitiram o surgimento de vida e a sua evolugao até
aos dias de hoje. De entre estas destaca-se a existéncia de agua no estado liquido'3, essencial
a vida na medida em que é o constituinte maioritario dos seres vivos, bem como a localizag&o do
planeta em relagdo ao Sol, pois permite receber a energia necessaria para a realizagdo de
processos como a fotossintese. Para além disso, a proximidade a este astro, garante, ainda, a
manutencdo de valores de temperatura adequados a ocorréncia de vida em diversas regides do
planeta*, os quais sdo também assegurados gracgas a presenga de gases com efeito de estufa na
atmosfera (como o vapor de agua e o dioxido de carbono)®®. A presenga de planetas gigantes
(como Jupiter) relativamente proximos da Terra confere-lhe uma protegéo adicional”?®, ja fornecida
pela atmosfera®, contra os meteoroides (estes, quando alcangam a superficie terrestre, passam a
ser designados meteoritos'®). As varias camadas da atmosfera vao obriga-los a abrandar e
desintegrarem-se antes de atingirem a superficie terrestre. Salienta-se, igualmente, a existéncia
de um campo magnético no planeta, que atenua os efeitos das tempestades solares e de radiagao

nociva para a ocorréncia de Vida'l.

Os supracitados dados explicam a existéncia e manutengéo de vida no planeta Terra, surgindo,
portanto, a questdo acerca da sua origem. A resposta é, no entanto, mais complicada do que
possa parecer a primeira vista. Desde a Antiguidade Classica muitas hipoteses tém vindo a ser
desenvolvidas. Aristételes admitia que a vida surgira por geragao espontdnea e assentava a sua
hipotese no pressuposto de que a vida resultara da interagcdo entre os quatro elementos: agua,
ar, terra e fogo, que se teriam juntado a um calor vital, a alma, para formar vida a partir de matéria

nao vival2,

A partir do século XVII novos avangos cientificos comecaram a pdr em causa esta hipotese,
tomando particular expressdo no século XIX com as experiéncias de Pasteur. Nestas, Pasteur
ferveu um liquido, esterilizando-o. Este liquido continha nutrientes e estava num recipiente com
gargalo aberto para o exterior. A formagao de micro-organismos no liquido s6 ocorreu quando se
partiu o gargalo (como se mostra na figura 1), provando-se assim que 0s seres vivos ndo se
originavam espontaneamente a partir de matéria inorganica, como era admitido, mas antes devido

a contaminagdes por outros seres vivos'314,



Liquido mantém-se

esterilizado
§
&

Liquido sujeito a b) (’\
fervura (esterilizado) <’_> \

Verifica-se crescimento de

micro-organismos

Figura 1 — Representacéo esquematica da experiéncia de Pasteur (adaptada’®). a) representa a situagéo em
que nao ha quebra do gargalo e b) representa a situagdo em que ha quebra do gargalo

Os resultados obtidos por Pasteur, a par com o progressivo desenvolvimento do conhecimento
cientifico, demonstraram a necessidade de formular novas hipéteses para explicar a origem da
vida. Uma destas hipoteses, conhecida como Panspermia, surgiu em 1908, proposta por
Arrhenius'®17. Nesta admite-se que a vida tera sido gerada no cosmos e posteriormente trazida
para o planeta Terra através dos cometas, meteoritos e particulas interplanetarias. Esta hipotese
responde a questao sobre como a vida tera chegado a Terra, mas ndo a forma como tera sido

originada'2.

A constante evolugdo do conhecimento cientifico, bem como a melhoria dos equipamentos de
pesquisa, sdo fatores que foram conduzindo ao desenvolvimento de novas hipéteses sobre a
origem da vida. Oparin'® e Haldane'® propuseram, de forma independente, na década de 20 do
século XX, a hipétese da vida ter surgido a partir de uma mistura de moléculas pequenas nas
condigdes pré-bioldgicas, onde se destaca a agao da radiagéo solar, bem como a atmosfera com
carater redutivo!. Na década de 1950, as experiéncias de Miller e Urey vieram confirmar esta
hipotese ao sintetizar aminoacidos, acidos hidroxilos e ureia a partir de moléculas inorganicas
como 0 amoniaco, o vapor de dgua e o hidrogénio molecular, bem como o metano, que seriam os
constituintes da atmosfera primitiva?2®2!. Nesta experiéncia os autores recorreram a descargas

elétricas para simular os relampagos presentes na atmosfera primitiva'?22,

Mais tarde, as evidéncias de moléculas organicas no cosmos?3, bem como as criticas tecidas a
Panspermia, conduziram ao estabelecimento da hipétese da Neopanspermia. A Panspermia
apresentava, como argumento a favor, uma justificagcao plausivel para o curto periodo de tempo,
na escala geologica, verificado entre o arrefecimento da Terra primitiva (que tera ocorrido pouco
depois da sua formagdo) e o aparecimento dos primeiros micro-organismos'. No entanto, as

condicbes indspitas do espago cosmico tornariam pouco provavel a sobrevivéncia de organismos



vivos. Assim, a Neopanspermia sugere que, ao invés de transportarem vida, os corpos
interplanetarios trouxeram os blocos que permitiram originar vida, como seja o
2,3-diidroxipropanal (ou gliceroaldeido como é mais conhecido na nomenclatura corrente), a
cianamida, o diaminometanal (ou ureia como é mais conhecida na nomenclatura corrente), o
ciano-acetaldeido e o ciano-etino (ciano-acetileno na nomenclatura corrente), bem como alguns
constituintes de moléculas fundamentais, como as bases nitrogenadas'316.24.2526.27 Degta forma
ultrapassa-se o problema verificado, algum tempo mais tarde, de que as condigdes atmosféricas
utilizadas na experiéncia de Miller e Urey nao seriam consistentes com a atmosfera terrestre
primitiva?®. Pesquisas no ramo da Astrobiologia determinaram ainda que algumas luas de alguns
planetas gigante do Sistema Solar se encontram cobertas por uma camada de gelo que podera
conter moléculas organicas®?°. Acredita-se que a interagédo dos raios ultravioleta, bem como dos
raios cosmicos de alta energia, com esta camada de gelo, poderia ter originado biomoléculas,
fenébmeno este que poderia, igualmente, ter ocorrido noutros corpos celestes®?. Experiéncias
recentes vieram confirmar esta hipdtese ao sintetizar todas as bases nitrogenadas, a excegéo da

guanina, recorrendo as condigdes experimentais previamente descritas3!.

Ao longo da Histdria outras hipéteses tém vindo a ser sugeridas para explicar a origem da vida
no planeta Terra3?333435 nomeadamente, a hipétese de a vida ter surgido através de reagbes
quimicas nas fontes hidrotermais’3'® ou de se ter originado durante o periodo do intenso
bombardeio tardio (Late Heavy Bombardment, na nomenclatura internacional)36:37,

Atualmente a hipotese mais aceite nos meios cientificos, para explicar a origem da vida no planeta
Terra, (e usada ao longo deste trabalho) € a do RNA World. Nesta hipotese, proposta pela primeira
vez em 196238, admite-se que o acido ribonucleico ou RNA (RiboNucleic Acid, na nomenclatura
internacional) se formou primeiro, conduzindo posteriormente ao aparecimento do acido
desoxirribonucleico ou DNA (DeoxyriboNucleic Acid, na nomenclatura internacional) e
consequentemente a vida como se conhece hoje'2:39.4041.42 Egta hipotese ¢ abordada em detalhe

na secgao 1.1 deste trabalho.

Ressalve-se, ainda, que a Neopanspermia e a hipétese do RNA World ndo entram em contradicéao,
uma vez que esta ultima nao especifica a proveniéncia das moléculas que constituem o material
genético. Assim, estas poderiam ter sido originadas abioticamente noutro local do Universo e
posteriormente ter chegado a Terra nos meteoritos?’. A presenga de moléculas organicas em
condritos carbonaceos, o tipo de meteoritos mais primitivo?4, constitui um argumento a favor da
proveniéncia extraterrestre dos blocos fundamentais. Este tipo de meteoritos estéa classificado em
oito grupos, trés dos quais apresentam bases nitrogenadas (que sdo as subunidades que
constituem o RNA e DNA) de proveniéncia extraterrestre, nomeadamente, adenina, guanina e
uracilo (esta ultima é exclusiva do RNA)'24. O uracilo foi detetado somente no meteorito
Murchison*3, em 2007, no entanto, em 2011, dois co-autores?42¢ |evantaram questbes sobre a

ocorréncia desta base nitrogenada no meteorito em causa. Tal deve-se a presenca de acidos



carboxilicos extraterrestres, ricos em '°C, na amostra, que podem co-eluir, alterando assim os
desvios medidos para o uracilo?*44. Desta forma, a ocorréncia de uracilo extraterrestre nos
condritos carbonaceos é, ainda, um tema envolto em controvérsia em alguns sectores da
comunidade cientifica*s. De entre as restantes bases nitrogenadas detetadas nos condritos
carbonaceos, adenina e guanina, a guanina ¢ tipicamente mais abundante que a adenina*s. As
pirimidinas (grupo de bases nitrogenadas em que se inclui o uracilo) apresentam uma resisténcia
inferior a radiolise, quando comparadas com as purinas (grupo de bases nitrogenadas constituido
pela adenina e guanina), o que podera justificar que estejam menos presentes nos meteoritos, ou
até abaixo dos limites de detecdo*®. Desta forma, n&o & de excluir a hipotese de também estas
bases nitrogenadas terem tido origem extraterrestre.

1.1 Hipotese RNA World

A informacao genética dos organismos vivos atuais, necessaria para a produgdo proteica,
encontra-se codificada pelo DNA. O RNA ¢é utilizado como intermediario entre o DNA e as

proteinas, como se pode comprovar por observagao da figura 22.

b)
RNA

d)
Proteina

Figura 2 — Relagao entre DNA, RNA e proteinas (adaptada®®4748) a) representa a replicagéo (permite obter uma
copia da molécula de DNA); b) a transcrigao (conversdo da molécula de DNA numa molécula de RNA); c¢) a
transcrigao reversa (conversdo da molécula de RNA numa molécula de DNA) e d) a tradugéo (leitura da
molécula de RNA e formagéo da respetiva proteina)

A hipétese do RNA World admite que os organismos evoluiram a partir de um sistema mais
simples onde apenas o RNA era utilizado para armazenar informacao e fabricar proteinas. Ao
nivel do armazenamento de informagdo destaca-se, como prova da precedéncia do RNA em
relagdo ao DNA, a existéncia de virus cujo material genético é apenas constituido por RNA%4%,
bem como as evidéncias da formag&o do DNA a partir de percursores do RNA%®, Ja ao nivel da

formacéao proteica, o papel inicial do RNA é fundamentado pelo facto de este poder atuar como



catalisador na forma de ribozima*®%1. No entanto, € admissivel ter sido a sua baixa atividade
catalitica que impulsionou o desenvolvimento das enzimas®2. Este facto, associado a sua baixa
estabilidade em meio aquoso®?, foi crucial para o desenvolvimento do sistema atual (DNA, RNA e
proteinas) em que a informagéo esta armazenada no DNA e a atividade catalitica &, sobretudo,
da responsabilidade das proteinas, sendo o principal papel do RNA o de intermediario entre estas

duas estruturas.

1.2 Estrutura do RNA e formacao dos seus constituintes

O RNA é uma cadeia poli-ribonucleétida que resulta da jungéo de varios ribonucledtidoss3. A
hipétese do RNA World admite que se formaram, numa primeira instancia, os ribonucleétidos, e
estes terdo, posteriormente, reagido para formar a cadeia polimérica. Os ribonucleétidos teriam
sido formados pela reagéo entre os seus trés constituintes, o fosfato inorganico, a ribose e uma
das quatro bases nitrogenadas. O modo como este processo tera ocorrido ndo esta, ainda,

totalmente clarificado%4.

O fosfato pode ligar-se aos ribonucledsidos (estrutura constituida pela ribose e por uma das quatro
bases nitrogenadas) através de reacgdes de fosforilagédo, que séo, por definigdo, reagdes entre um
grupo fosfato e uma molécula organica. No entanto, estas reagdes sdo termodinamicamente
desfavoraveis em meio aquoso, fazendo com que a reagdo de hidrdlise seja habitualmente
preponderante’® %€, A ligagdo do fosfato aos ribonucledsidos no mundo pré-bioldgico pressupde a
existéncia de uma fonte de fosfato. A fonte mais significativa de fosfato no planeta Terra é a
apatite, mineral que pode surgir na forma de fluorapatite, Cas(POa)sF, cloroapatite, Cas(POa4)sCl,
ou hidroxiapatite, Ca10(PO4)s(OH)2, e que se caracteriza por apresentar baixa solubilidade em
meio aquoso, bem como baixa reatividade, o que podera ter dificultado a sua utilizacdo nas

reacdes pré-bioticas’®.

A ribose é um agucar do grupo das pentoses, que pode existir quer na forma linear, quer na forma
de anel. Neste ultimo caso o anel tanto pode ser de seis membros, caso em que se designa
piranose, como de cinco membros, caso em que se designa furanose. Tanto a piranose como a
furanose podem existir nas suas formas o e B?2. Na figura 3 encontra-se a representagdo
esquematica da furanose, que € a forma em que a ribose ocorre nas moléculas bioloégicas atuais.
Esta forma ocorre nao s6 nos acidos nucleicos mas também noutras biomoléculas como o ATP

(adenosina trifosfato)®®.
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Figura 3 — Representagio esquematica da furanose (adaptada®®). A ligacdo ondulada representa a ligagdo ao
carbono anomérico. O grupo -OH tanto pode estar para baixo (forma «) como para cima (forma g). A forma g é
a que ocorre nas moléculas bioldgicas

A sintese da ribose foi conseguida, em 1861, por Butlerow®?, que obteve uma mistura de aglicares
complexos partindo da polimerizagdo do formaldeido. A ribose aparece na mistura final como
produto minoritario (com rendimento inferior a 1%), o que é desvantajoso para a hipétese do RNA
World'. Para além disso esta molécula é pouco estavel (apresenta um tempo de semivida, a pH 7
e 100 °C, de apenas 73 minutos), logo, a sua utilizagdo em reagbes pré-bioldgicas pressupde que

seja estabilizada previamente'322,

A ribopiranose é a forma mais comum de estabilizagao da ribose. Este conférmero tende a ocorrer,
maioritariamente, em meio aquoso, quer a ribose se encontre livre ou na presenca de anides mais
correntes na hidrosfera liquida, como seja o cloreto, brometo e sulfato®, estando também descrita a
estabilizagao da ribose como ribopiranose, no estado sélido, quando em presenca de cloreto de césio.
Este caso revela-se particularmente importante na medida em que a ribopiranose complexa com o ido

metalico®?2.

Uma vez que nos organismos vivos a ribose ocorre na forma de furanose, importa perceber como é
que este conférmero podera ter sido estabilizado no mundo pré-biético. Estdo descritos casos de
estabilizag&o da ribose na forma de ribofuranose em meio aquoso quando em presenca de borato!32263
e no estado solido quando em presenca de cloreto de calcio®. No caso do ido calcio, as suas interacdes
relativamente fortes com os agUcares constituem a principal justificagdo para a estabilizagdo da
ribose®2. A par do ido calcio, também os ibes resultantes dos lantanideos (conhecidos como Terras
Raras) tendem a estabelecer relagbes relativamente fortes com os agucares, estando descritos

complexos de ribopiranose em conjugacdo com ides praseodimio, lantanio, cério, neodimio e
eurépi064'37'65’66'67'68.

Os nucledtidos séo, ainda, constituidos por uma das quatro bases nitrogenadas: adenina,
guanina, citosina ou uracilo (no caso do DNA o uracilo é substituido pela timina). A adenina e a
guanina pertencem a classe das purinas, ao passo que a citosina, o uracilo e a timina pertencem
a classe das pirimidinas. A figura 4 apresenta a representagdo esquematica das bases
nitrogenadas referidas®®.
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Figura 4 — Representacao esquematica das bases nitrogenadas. 1 — adenina; 2 — guanina; 3 — citosina;
4 — uracilo; 5 — timina (adaptada®®)

A guanina € uma base nitrogenada que nao esta confinada aos acidos nucleicos, podendo ocorrer
na forma cristalina nos mais variados seres vivos. A titulo de exemplo destaca-se a sua presenca
nas escamas dos peixes 0sseos, conferindo-lhes um aspeto lustroso que garante camuflagem de
diversos angulos’®7"72, Dada a sua provavel relevancia em termos pré-bidticos, € conveniente
analisar com maior detalhe as propriedades fisicas e quimicas desta base nitrogenada, bem como

do respetivo ribonucledsido, a guanosina.

Do ponto de vista das propriedades fisicas a guanina é a base nitrogenada com maior numero de
formas tautoméricas. Tautémeros sdo compostos com a mesma composicdo quimica que diferem
na posig¢éo de, pelo menos, um hidrogenido”. A guanina pode apresentar até 20 tautémeros, uma

vez que possui trés locais para a tautomerizagéo, identificados pelos circulos a azul na figura 5.

Figura 5 — Representagao (a azul) dos locais de tautomerizagéo disponiveis na molécula de guanina (adaptada
a partir da figura 4)

Quando incorporada num nucledsido, a guanina vé o seu numero de formas tautoméricas reduzir-
se de 20 para 10, pois os locais de tautomerizacdo reduzem-se de trés para dois. Tal deve-se a
ligagédo do derivado do agucar ao atomo de nitrogénio 9, como se pode observar na figura 6. De
entre as diversas formas tautoméricas a mais comummente adotada pela guanina corresponde a

ilustrada na figura 77°.



Figura 6 — Representagdo esquematica da guanosina, nucledsido formalmente resultante da reagéo da guanina
(representada a azul) com a ribose (adaptada’)

Figura 7 — Tautdmero mais comummente adotado pela guanina (adaptada a partir da figura 4). A azul esta
representado o grupo aceitador e a laranja os grupos doadores de 4tomos de hidrogénio

A guanina possui um grupo aceitador de atomos de hidrogénio (constituido pelo atomo de oxigénio
assinalado a azul na figura 7) e dois grupos dadores (0 -NH e o -NHz indicados a laranja na figura
7). As pontes de hidrogénio que estes grupos podem estabelecer sdo essenciais para a ligagao
da guanina a sua base complementar, a citosina (como se pode verificar na figura 8) bem como

para explicar as propriedades quimicas mais relevantes desta base nitrogenada.

ol
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Figura 8 — Emparelhamento complementar das bases guanina/citosina (adaptada’). A azul esta representada a
guanina e a laranja a citosina



As pontes de hidrogénio ilustradas na figura 8 sdo as mais comummente estabelecidas pela
guanina, no entanto, esta €, de entre as bases nitrogenadas, a que apresenta uma estrutura mais
complexa e com maior possibilidade de estabelecer este tipo de ligagdes™. Em meio aquoso a
guanina apresenta-se particularmente insolivel, com tendéncia a agregar e a formar géis e

solugbes viscosas’®™.

A guanosina, cuja estrutura se encontra representada na figura 6, € um nucledsido que resultara,

formalmente, da reagdo entre a guanina e a ribose.

A associacdo do agucar a base nitrogenada vai, necessariamente, alterar algumas das suas
propriedades, nomeadamente ao nivel da solubilidade. Os valores de solubilidade calculados com
base em pardmetros tedricos estimam uma solubilidade inferior para a guanosina
(0,7 mg/mL"%) quando comparada com a da guanina (2,31 mg/mL"). No entanto, alguns autores
apontam a guanosina como o composto mais soluvel de entre os dois, provavelmente devido aos
dois grupos -OH fornecidos pelo derivado da ribose, que permitem a formagdo de pontes de
hidrogénio com a agua’.

Na comparacao destas duas moléculas, importa, ainda, analisar os valores de pKa de cada uma.
A guanina apresenta quatro valores de pKa, séo eles -1,0, 3,3, 9,2 e 12,3, que correspondem,
respetivamente, a transicdo da espécie dicatidnica para a espécie monocatidénica, a transformacéao
desta na espécie neutra, a transformagdo da espécie neutra no aniao, e, por fim, a transicao deste
para o dianido’. Ja no caso da guanosina, a segunda e terceira transigbes ocorrem,

respetivamente, na gama 2,1 a 2,2 e 9,2 a 9,5, ndo estando descritas as outras duas transiges’.

Conceptualmente, na formagdo dos ribonucleotidos, tanto a base nitrogenada como o grupo
fosfato ligam-se ao agucar, nas posigdes 1° e 5 respetivamente. Na figura 9 representa-se,
esquematicamente, um ribonucledtido cuja base nitrogenada é a adenina. Ao substituir a adenina
pelas restantes bases nitrogenadas a ligagéo entre os trés elementos ocorrera de forma analoga

a apresentada, motivo pelo qual sé se apresenta uma estrutura.

Figura 9 — Representagdo esquematica de um ribonucleétido (adaptada?). A azul encontra-se representado o
grupo fosfato, a laranja o agucar e a verde a base nitrogenada (no caso, adenina)



No que diz respeito a sintese das bases nitrogenadas, as purinas podem ser obtidas gracas a reacao
de polimerizagdo do acido cianidrico?*%+787980_J3 no grupo das pirimidinas, destaca-se a obtengao de
citosina a partir de reagcbes entre o ciano-etino ou o ciano-acetaldeido e ides cianeto, cianogénio e
ureia, e a formagao de uracilo a partir de um processo hidrolitico que origina a desaminagao oxidativa

da citosina381.82,

O calcio, cuja importancia em conjugagdo com a ribose ja foi abordada, apresenta também
caracteristicas relevantes em conjugagdo com bases nitrogenadas (estando descritos casos em
que esta ligado a citosina®) ou com nucleésidos (como a citidina, formalmente derivada da base
nitrogenada referida®*) constituindo, assim, um meio para estudar o processo evolutivo de
formacgao dos ribonucleétidos no mundo pré-biolégico. E de sublinhar que o calcio, ao ser usado
nos nucleosidos, tende a ligar-se as posigdes 2’ e 3’ (consultar figura 6), protegendo-as®. Desta

forma a posicao 5’ podera ficar disponivel para reacdes de fosforilagdo.

1.2.1 Consideragdes gerais sobre ides

O calcio é um elemento do segundo grupo da Tabela Peridédica que forma, tendencialmente, ibes
dipositivos. Na forma catidnica podera ter tido um papel fundamental na quimica pré-bioldgica,
quer ao nivel da estabilizagdo da ribose na sua forma de ribofuranose, quer em utilizagéo conjunta
com bases nitrogenadas e nucledsidos, como a citosina e citidina, respetivamente. Na natureza
tende a ocorrer na forma salina, em conjugagdo com anides, que, no periodo pré-bidtico eram,
mais comummente, carbonatos, cloretos®® e fosfatos®”. O sulfato, apesar de pouco abundante no
éon Arcaico®, comegou a ser acumulado na hidrosfera no éon Proterozoico®, motivo pelo qual
foi estudado neste trabalho. Acrescente-se, ainda, a importancia das suas especificidades
quimicas, nomeadamente o facto de, em solugdo, tomar a forma de um ido dinegativo derivado
de um acido forte, o acido sulfiurico, constituindo assim um bom modelo para comparagdo com os

anides ja referidos.

Dado que o calcio podera estabilizar moléculas pré-bioldgicas, sera interessante aferir se algum
dos anides supracitados podera degrada-las, a semelhanca do que ja esta descrito para a ribose
em presenga de carbonato®'. Importa, assim, analisar algumas caracteristicas gerais destes
anides, bem como de catides relacionaveis com o calcio, como o magnésio e o litio. O primeiro
pertence ao mesmo grupo da Tabela Periédica que o calcio, podendo, portanto, apresentar
propriedades fisicas e quimicas similares, o que decorre do facto de possuir o mesmo nimero de
eletrdes de valéncia. Para além disso é, a semelhanca do calcio, muito importante para o
metabolismo e muito abundante a superficie terrestre. Ja o litio, embora ndo seja essencial a vida,
localiza-se na diagonal do magnésio (no primeiro grupo da Tabela Periédica), possuindo um
tamanho comparavel com este e podendo, portanto, apresentar propriedades similares. No
entanto, na forma catidnica, o litio apresenta-se como um monocatido ao passo que o magnésio

toma a forma de um dicatido.
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Os carbonatos, que em solugdo tomam a forma de anides dinegativos derivados de um acido
fraco, o acido carbdnico, tém tendéncia a ligar-se a catides metalicos (do primeiro e segundo
grupos da Tabela Periddica) originando compostos tendencialmente pouco soltveis®”, como é o
caso dos carbonatos de litio, magnésio e calcio®. Os carbonatos de calcio e magnésio, como
calcite e dolomite, sdo encontrados na constituicdo dos condritos carbonaceos, sendo, portanto,

pertinente o estudo da sua reatividade com moléculas pré-bioldgicas®®.

No caso dos sulfatos de calcio e magnésio, a sua solubilidade varia consoante o nivel de
hidratagdo®. O sulfato de calcio di-hidratado caracteriza-se por ser termodinamicamente estavel
em solugdes aquosas a temperaturas inferiores a 42 °C, apresentando tendéncia para cristalizar
em solugbes aquosas quando a baixas temperaturas®'. No caso do sulfato de magnésio, para a

preparacao de solugbes, € habitual optar por uma das suas duas formas hidratadas, a

mono-hidratada ou a hepta-hidratada®?.

O ido cloreto tende a ocorrer na natureza na forma de sal, que €, tipicamente, muito soluvel em
meio aquoso®®,. Esta solubilidade verifica-se tanto para o cloreto de calcio, como para o cloreto
de magnésio®%. Refira-se, ainda, que em solugdo o cloreto forma anides mononegativos

derivados de um acido forte, o acido cloridrico.

O fosfato apresenta tendéncia para formar sais, os quais séo, tipicamente (com excegédo dos
obtidos com os metais alcalinos) pouco sollveis em agua a temperatura ambiente®. Quando em
solugédo pode adquirir a forma trinegativa. Acrescente-se, ainda, que o fosfato, para além de ser
um composto bastante relevante na constituicdo dos seres vivos, € usualmente utilizado como
reagente pré-biologico, para a realizagdo de reagdes de fosforilagdo, que estdo descritas na

literatura®®99,
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Capitulo 2: Objetivos do trabalho experimental

O presente trabalho experimental teve dois grandes objetivos.

Numa primeira instancia avaliou-se a possibilidade de os ribonucledsidos se degradarem nas
respetivas bases nitrogenadas, o que podera fundamentar a sintese destes, ndo pela reagao dos
compostos nitrogenados com a ribose, mas antes a partir diretamente da pentose. Neste caso a
formagao decorrera por passos, sendo a estrutura formalmente atribuida a base nitrogenada
obtida imediatamente ligada ao agucar. Na eventualidade deste pressuposto ser verificado
poderia compreender-se a presenga de bases nitrogenadas nos meteoritos como resultantes da
degradagido dos respetivos nucledsidos, quer por agdo dos raios cosmicos'® quer através de
reagdes com alguns compostos quimicos, nomeadamente os carbonatos. Na transformagéo do
nucledésido na respetiva base nitrogenada o que se degradara sera a ribose, caso nao esteja

protegida®'.

A via mecanoquimica foi uma opc¢éo escolhida para a simulagédo de eventuais reacdes quimicas
decorrentes da energia libertada aquando do impacto meteoritico. Uma vez que se conheciam
resultados preliminares'® em que a guanosina se decompds em guanina, pelo uso desta via,
foram efetuados estudos, em paralelo, de sistemas contendo ambos os compostos. O estudo em
simultdneo revelou-se crucial pois a guanina, tal como visto no capitulo anterior, é, de entre as
bases nitrogenadas, a que possui maior numero de tautémeros. Desta forma, esperava-se, que a
comparagao de resultados facilitasse a sua interpretagdo. Os resultados referentes as amostras
de guanina encontram-se sistematizados no capitulo 4, ao passo que os resultados referentes as
amostras de guanosina sao apresentados no capitulo 5.

Para além de estudadas pela via mecanoquimica, as amostras foram também estudadas em
solucgdo (acida, basica e tendencialmente neutra). Ao nivel dos ides, para ambas as vias, optou-se,
principalmente, pelos carbonatos de calcio e magnésio (tendo-se recorrido a alguns estudos com
carbonato de litio como complemento). Tanto o carbonato de calcio, como o carbonato de
magnésio, foram escolhidos devido a sua ocorréncia nos condritos carbonaceos e,
consequentemente, a sua muito provavel importancia pré-biolégica. De entre os dois, o carbonato
de magnésio constitui um modelo laboratorial mais eficaz na medida em que é mais soluvel, em
meio aquoso, que o carbonato de calcio (a 25 °C os valores de solubilidade sao, respetivamente
0,139 mg/mL'%% e 0,013 mg/mL'%), o que permite acelerar o processo reacional. Estudou-se,
ainda, a possibilidade de degradacao de citidina e adenosina nas respetivas bases nitrogenadas.
No primeiro caso, apesar de néo terem sido detetadas amostras de citosina em meteoritos*®, o
estudo revelou-se pertinente na medida em que a citosina é a base complementar da guanina. Ja
a adenosina foi estudada pois também a sua base nitrogenada, pertencente a classe das purinas,
esta presente nos condritos carbonaceos. Os resultados destes estudos encontram-se,

igualmente, no capitulo 5.
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O segundo objetivo, cujos resultados se apresentam no capitulo 6, passou por aferir a
possibilidade de fosforilar, na posigcédo 5’, ribonucledsidos quando em presenca de hidroxiapatite.
Este mineral, para além de constituir um provavel reagente pré-biolégico, € composto,
simultaneamente por calcio e fosfato. O calcio, tal como referido anteriormente, apresenta
tendéncia para se ligar as posi¢coes 2’ e 3’ (consultar figura 6), protegendo-as, o que podera
favorecer a fosforilagdo na posigdo 5. Desta forma, utilizou-se hidroxiapatite em sistemas
contendo guanosina, adenosina e citidina. A utilizagado desta via pretendeu complementar outras
vias de fosforilagdo de nucledsidos ja conhecidas, em que ha igualmente protegdo dos grupos 2’

e 3’, recorrendo, no caso, ao ido borato5s.
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Capitulo 3: Parte experimental
3.1 Materiais e Instrumentos

Todos os reagentes e solventes foram usados sem purificagdo adicional: HCI (Riedel-de-Haén
37% puriss p.a), H2SO4 (Fluka Riedel-de-Haén 95-97%), adenosina (Sigma-Aldrich = 99%), D20
(Euriso-top 99,9%), CaCOs (Carlo Erba 99,5%), CaCl2.2H20 (Merck p.a 99,5%), CaS04.2H20
(MeB Pure precitate), citidina (Sigma 99%), guanina (Sigma = 99,9%), guanosina
(Sigma = 99,9%), Li2COs (Specialty Chemicals Division Morristown, New Jersey; 99%), MgCOs
(Merck p.a), MgCl2.6H20 (Puro Erba 99%), MgSO04.7H.0 (Carlo Tuba 99,5%), NaOH
(EKA, ACS reagente) e KHCOs (Baker Analyzed reagent crystal), ureia (p.a Merck).

Foi necessario preparar Ca10(PO4)s(OH).. Para tal adaptou-se o procedimento seguido por Paz et
al'%, utilizando-se, neste caso, uma solugéo de 0,35 g de Ca(OH)2 (Sigma-Aldrich > 95%) em 400
mL de agua a qual se juntou, sob agitagédo, 0,71 mL de H3PO4 (Sigma-Aldrich = 85%) a 4 M.
Filtrou-se e lavou-se com agua o precipitado formado. Utilizou-se acetona para secar. Por fim
caracterizou-se o produto recorrendo as técnicas de difracdo de raios X de pos (PXRD, da
nomenclatura inglesa Power X-Ray Diffraction) e espetroscopia infravermelho por transformada
de Fourier (Fourier Tranform InfraRed ou FTIR, na nomenclatura internacional). A primeira
caracterizagao serviu para confirmar que a hidroxiapatite € amorfa, ao passo que a segunda teve
por objetivo atribuir as bandas mais significativas do espetro de infravermelho. Assim, as bandas
a 562,26 e 605,24 cm™' foram atribuidas a vibragdo assimétrica do grupo fosfato e a banda a
1040,54 cm™ foi atribuida a vibragao simétrica do mesmo grupo, o que esta de acordo com os
valores da literatura'® (a comparagdo encontra-se no anexo A).

As solugdes foram preparadas usando agua destilada.

Os espetros de refletancia difusa (Difuse Reflectance Infrared Fourier Transform ou DRIFT na
nomenclatura internacional) foram obtidos a partir de um espetrofotémetro contendo um seletor
Specac, entre os 400 e 4000 cm™, 4 cm™ de resolucdo. Nesta analise o que se obtém & um racio
entre o espetro de feixe simples da amostra (moida com brometo de potassio) e o espetro de feixe
simples da referéncia. Como referéncia foi utilizado brometo de potassio. Fizeram-se 500
acumulacgdes para cada um dos espetros.

Os espetros de ressonancia magnética nuclear (NMR, da nomenclatura inglesa Nuclear Magnetic
Ressonance) de protédo e de fésforo foram obtidos utilizando um espetrometro 400 MHz Advance
1l Bruker, equipado com sonda BBO 5 mm a temperatura ambiente. As solugdes foram preparadas

com uma mistura de dgua destilada e agua deuterada.

Algumas amostras (contendo guanina ou guanosina) preparadas por via mecanoquimica foram

adicionalmente moidas com recurso ao moinho de bolas MM400 Retsch (usando uma velocidade
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de 30 rotagdes por minuto), utilizando bolas de ago inoxidavel com 7 mm de didmetro. As amostras
preparadas pela via mecanoquimica foram analisadas por PXRD utilizando-se, para tal, um
difratdmetro de p6 Bruker D8 Advance com anodo de cobre (Cu Ka1, A = 1,5406 A) operado a 40
kV e 40 mA e equipado com um LYNXEYE-XE. Os dados foram recolhidos usando a geometria

Brag-Brentano.

Aquando das solubilizagdes foi necessario centrifugar algumas amostras, para separar o0s

precipitados da solugao, para tal recorreu-se a uma centrifuga P-selecta centro 8, LusoLab.

Houve casos em que, para facilitar a solubilizacio, foi necessario recorrer a via sonoquimica,

utilizando-se, para tal, o equipamento de ultrassom Transsonic T460 EIma.

Os cristais obtidos foram analisados por difragdo de cristal unico, SCXRD (da nomenclatura
inglesa Single Crystal X-Ray Diffraction). A preparagéo foi feita num cryoloop utilizando Fomblin®©.
A andlise foi efetuada num difratémetro Bruker DBQUEST com radiagéo de grafite monocromada
(Mo Ka, A = 0,71073 A) a 293 K (19,9 °C). O gerador de raios X foi operado a 50 kV e 30 mA. A
recolha de dados foi monotorizada pelo programa APEX3'%6, Os programas SAINT'" e
SADABS'%® foram utilizados para corrigir os dados para distribuigdo Lorentziana, polarizagdo e
efeitos de absorg&o. O programa SHELXT'%® foi utilizado para a solugdo de estrutura e o programa
SHELXL-97'1? foi aplicado para o refinamento de matriz por minimos quadrados em F2. Todos os
programas estdo incluidos no pacote WINGX-Version 2014.1111112_ Atomos que nao de hidrogénio
foram refinados anisotropicamente. Estes atomos foram refinados utilizando uma matriz completa
de minimos quadrados com parametros térmicos anisotropicos. Todos os dtomos de hidrogénio
ligados a atomos de carbono foram inseridos nas posigdes ideais e refinados automaticamente.

3.2 Procedimento experimental

3.2.1 Degradacéao de ribonucleésidos nas respetivas bases nitrogenadas

A primeira parte do trabalho experimental passou por aferir a possibilidade de os ribonucledsidos
se degradarem nas respetivas bases nitrogenadas como consequéncia da reacdo com catides

metalicos.

Utilizaram-se amostras de guanosina, guanina, adenosina e citidina com calcio, magnésio e litio,
nas suas formas de carbonato, sulfato e cloreto (o ido litio s6 foi utilizado na forma de carbonato).
Estas amostras foram preparadas, numa primeira fase, por via mecanoquimica na auséncia de
solvente, usando diferentes proporgbes e tempos de moagem. Algumas das amostras preparadas
foram sujeitas a agdo do moinho de bolas (com bolas de 7 mm), para verificar se a redugao de
tamanho dos reagentes facilitaria a reagcao. Nas amostras sujeitas ao moinho de bolas testou-se
ainda a possibilidade de o incremento no tempo de moagem resultar numa alteragéo significativa
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do tamanho das particulas, desta forma utilizaram-se diferentes tempos de moagem entre os 15

e 0s 40 minutos.

As amostras foram analisadas por PXRD e os difratogramas obtidos foram comparados com os

conhecidos para cada um dos reagentes, para conferir a ocorréncia de reagao.

Em seguida algumas amostras foram sujeitas a tentativas de solubilizagdo em diferentes meios
(acido, basico e tendencialmente neutro), procedimento apés o qual se estudou a possibilidade
de cristalizagcdo dos produtos da reagdo. A producdo de solugcbes teve como objetivo, ndo soé
cristalizar os produtos obtidos pela via mecanoquimica, mas também, aferir as vantagens
inerentes ao uso do meio aquoso. Neste meio as moléculas encontram-se, tendencialmente,
ionizadas, o que podera facilitar a reagédo, permitindo que compostos que nao reagiram por via

mecanoquimica reajam neste meio.

A solubilizacido foi testada em diversas condigbes, com vista a compreender quais as mais
adequadas. Numa primeira fase, em meio aquoso sem adigdo de acido ou base (admite-se,
portanto, neutro) recorreu-se a diferentes quantidades de amostra (entre 4 e 209 mg), volumes
de agua (entre 4 e 41 mL), diferentes temperaturas (entre 40 °C e 95 °C), a via sonoquimica
(testou-se a sua utilizagdo face a sua nao utilizagdo, bem como a influéncia do tempo nas
amostras em que esta técnica foi aplicada, variando entre 10 e 20 minutos) e testou-se, ainda, o
papel da agitagdo aquando do aquecimento. Foram preferidos arrefecimentos lentos, apos o
aquecimento. O arrefecimento rapido, devido ao choque térmico, conduz, habitualmente, a
precipitacdo de solidos amorfos. Ja ao preferir um arrefecimento lento favorecer-se-ia a
cristalizacao do sistema.

A solubilizagdo em meio aquoso acido foi conseguida com acido cloridrico 0,32 M e aquecimento
com agitacao, tendo-se testado temperaturas de solubilizagao entre 25 °C e 55 °C. Pelo motivo

acima descrito foram, mais uma vez, preferidos arrefecimentos lentos.

A solubilizagdo em meio aquoso basico foi utilizada apenas para as amostras de guanina, pois
esta base nitrogenada apresentou dificuldades de solubilizagdo em meio tendencialmente neutro.
Utilizou-se um total de 20 mg de guanina que se solubilizou em solu¢gdes de agua com hidréxido
de sodio (testaram-se concentragbes entre 0,050 e 1,2 M), recorrendo a agitagdo com
aquecimento (testaram-se temperaturas entre 40 °C e 50 °C). S6 ap6s a solubilizagédo da guanina
foi adicionado o sal contendo o catido pretendido para o estudo. Apesar das dificuldades de
solubilizagdo da guanina, testou-se, ainda, a possibilidade de solubilizar, em meio basico,
algumas amostras preparadas pela via mecanoquimica. Neste caso a concentragdo de base
variou entre 0,20 e 0,47 M e a temperatura usada no aquecimento foi sempre de 40 °C. Os
aquecimentos foram acompanhados de agitacdo. A semelhanga dos casos anteriores foram

preferidos arrefecimentos lentos.
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Finalmente, apds a solubilizagao, testou-se a influéncia da radiagao solar na cristalizagdo. Para
este estudo cada amostra foi, apos a solubilizagdo, dividida em duas fragdes iguais, uma das
quais foi sujeita a evaporagdo sob radiagdo solar enquanto a fragdo restante, para efeitos
comparativos, foi sujeita a evaporagao na auséncia de radiagao, garantindo-se o isolamento da
radiacdo com o envolvimento em papel de aluminio. Em algumas amostras testou-se, ainda, a
influéncia do uso de uma temperatura inferior a temperatura ambiente aquando da cristalizacao
(as amostras foram, portanto, colocadas no frigorifico a cerca de 4 °C) numa tentativa de obter
cristais adequados ao estudo por difragcdo de cristal unico.

3.2.2 Reagdes de fosforilagao

A segunda parte do trabalho experimental consistiu em estudar a possibilidade de fosforilar a
posigdo 5’ de alguns ribonucledsidos (guanosina, adenosina e citidina) fazendo-os reagir com sais
de calcio (no presente caso hidroxiapatite), conhecidos por protegerem, tendencialmente, as

posi¢des 2’ e 3’ (consultar figura 6).

Prepararam-se amostras de guanosina, adenosina e citidina com hidroxiapatite na proporgao 2:1
(ribonucleosido: calcio) por via mecanoquimica, bem como uma amostra “mista”’, contendo
guanosina, adenosina e hidroxiapatite na proporgao 2:2:1 (guanosina: adenosina: calcio). Nao foi
possivel solubilizar a amostra contendo citidina, por isso o seu estudo néo foi prosseguido. De
entre as restantes, o estudo foi efetuado, numa primeira fase, em 2,5 mL de agua e numa fase
posterior recorrendo a um volume de agua entre 10 e 11 mL. A solubilizagc&o pareceu ter ocorrido
neste segundo caso. As amostras foram colocadas em agitagdo com aquecimento a 90 °C. De
seguida adicionou-se, a cada amostra, cerca de 16 mg de ureia (esta funcionara como ativador
para o fosfato pois este ndo reage diretamente com o ribonucledsido'®). Em seguida as amostras
foram colocadas num banho de dleo entre 90 °C a 95 °C. No caso das amostras em 2,5 mL de
agua realizaram-se 8 ciclos e no caso das amostras no volume superior, 9 ciclos alternando a
presenca dos reagentes em solugdo aquosa (cerca de 8 horas) e em seco (cerca de 16 horas).

Por fim as amostras foram analisadas por 3'P NMR.

17



Capitulo 4: Estudos com guanina

4.1 Via mecanoquimica

O primeiro passo, no estudo dos sistemas contendo guanina, consistiu em preparar as amostras

descritas na tabela 1 pela via mecanoquimica na auséncia de solvente. Recorreu-se, em seguida,

a analise por PXRD para aferir a ocorréncia de reagdo. Para tal o difratograma de cada amostra

foi comparado com o conhecido para cada reagente isolado.

Tabela 1 — Dados sobre as amostras de guanina preparadas por via mecanoquimica

Designagdo da | Composigao/Proporgao Tempo no
amostra moinho de
bolas
Guan/Mg1 Guanina: MgCOs/1:1 Moida apenas
no almofariz
Guan/Mg2 Guanina: MgCOs/2:1 Moida apenas
no almofariz
Guan/Mg3 Guanina: MgCO0s/2:1 15 minutos
Guan/Mg4 Guanina: MgCO0s/2:1 40 minutos
Guan/Li1 Guanina: Li2C0O3/2:1 Moida apenas
no almofariz
Guan/Li2 Guanina: Li2C0O3/2:1 40 minutos
Guan/Ca1 Guanina: CaC0s/2:1 40 minutos
Guan/Ca2 Guanina: CaS04.2H20/2:1 20 minutos

N&o se verificou a ocorréncia de reagdo na amostra Guan/Mg1.

Ja na amostra Guan/Mg2, cujo

difratograma se apresenta na figura 10 (onde estdo, ainda, representados os difratogramas de

cada um dos reagentes quando isolados), as setas com a cor laranja indicam diferengas nos

padrdes de difracao relativamente aos reagentes, o que indicia a provavel ocorréncia de reagéo.

Uma vez que ambos os reagentes aparentam estar representados no difratograma da amostra a

reagao teria sido, apenas, parcial.

A

l —Guanina
—MgCO3

20

30 40 50 60
20 ()

Guan/Mg2 (12 moagem)

Figura 10 — Analise PXRD da primeira moagem da amostra Guan/Mg2 (a verde). Os difratogramas da

guanina e do MgCOs estéo representados a azul e vermelho, respetivamente, para efeitos comparativos
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A evidéncia de reagédo na amostra Guan/Mg2 conduziu ao estudo do efeito do aumento do tempo de
moagem. Para tal foram preparadas as amostras Guan/Mg3 e Guan/Mg4 na mesma proporgéo. Nestes
dois novos casos recorreu-se ao moinho de bolas para aferir se 0 menor tamanho das particulas teria
efeito no processo reacional. Assim as amostras foram sujeitas, respetivamente, a 15 e 40 minutos de
moagem neste equipamento. No final verificou-se que nenhuma das amostras apresentava diferengas
na coloragéo, face a coloragao inicial, apresentando apenas uma granulagao mais fina. Desta forma
optou-se por analisar, por PXRD, apenas a amostra Guan/Mg4, concluindo-se que esta se tinha tornado
amorfa. O estado amorfo resultara, principalmente, do aumento da moagem sobre a guanina, o que se

veio a confirmar nos resultados seguintes.

A amostra Guan/Li1 foi analisada por esta mesma técnica, neste caso, a seta a laranja na figura 11
denota uma ligeira deslocagao do difratograma, sugerindo assim a ocorréncia de reagéo, igualmente
de forma parcial. Foram realizadas moagens posteriores, no almofariz, ndo se verificando qualquer
alteracdo face a situacao inicial. A amostra Guan/Li2, com a mesma composicdo e proporgado que a
amostra anterior, foi sujeita a moagem no moinho de bolas por um periodo de 40 minutos. Ao fim deste
tempo a amostra apresentava uma granulagéo mais fina e uma tonalidade amarelada, o que poderia
ter decorrido quer da sua decomposicéo, quer da formacao de um tautémero diferente do inicial. Como
foi visto no capitulo 1 a guanina €&, de entre as bases nitrogenadas, a que possui um maior nimero de
formas tautoméricas. O litio, por ser um ido mais pequeno que o magnésio, podera ter-se ligado a uma
forma tautomérica diferente da obtida nas amostras Guan/Mg2, Guan/Mg3 e Guan/Mg4, dando origem
a tonalidade observada. A analise PXRD da amostra Guan/Li2 permitiu concluir que esta se tornou

amorfa.

—Guanina
Ao A —Li2C0O3
\ Guan/Li1 (12 moagem)
wd——l
0 10 20 30 40 50 60

26 ()

Figura 11 — Analise PXRD da primeira moagem da amostra Guan/Li1 (a verde). Os difratogramas da
guanina e do Li»COs3 estdo representados a azul e vermelho, respetivamente, para efeitos comparativos
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Finalmente, nas amostras com calcio, Guan/Ca1l e Guan/Ca2, ndo foi possivel verificar a
ocorréncia de reacao. Em ambos os casos concluiu-se, apés o uso do moinho de bolas durante,

respetivamente, 40 e 20 minutos, que as amostras tendiam para o estado amorfo.

Em suma todas as amostras contendo guanina tendem para o estado amorfo quando sujeitas a
moagem. Pode, assim, concluir-se que tal se deve a guanina e ndo a conjugagao desta base
nitrogenada com outros reagentes. No ponto 4.2 sera avaliado o impacto deste estado na
solubilizacdo destas amostras em meio tendencialmente neutro. No ponto 5.1 sera avaliada a
resisténcia da guanosina a moagem, esta, por incluir um derivado de agucar poderia resistir

melhor a passagem ao estado amorfo.

4.2 Solugdes aquosas sem adigao de acido ou base

Nesta seccdo do trabalho experimental testou-se a possibilidade de solubilizar, em meio
tendencialmente neutro, algumas das amostras preparadas no ponto 4.1. Para além de se ter por
objetivo estudar o comportamento das amostras em meio aquoso, ambicionou-se, também,
cristalizar os produtos da reagdo e compreender os fatores em jogo no processo de cristalizagao.
Desta forma, cada amostra foi dividida em duas fragbes iguais, uma foi colocada a evaporar sob
radiagcao solar e a outra na auséncia de radiagdo. A radiagao solar, para além de acelerar o

processo evaporativo, poderia também promover a reagao.

A tabela 2 sumariza as condi¢gdes experimentais utilizadas. Com excegao da amostra Guan/Mg5

todos os aquecimentos foram acompanhados de agitagao.

Tabela 2 — Dados sobre a solubilizacdo de amostras de guanina em meio neutro

Designagdo | Composigao/Proporgcdo | Massa | Volume | Temperatura | Sonoquimica
da amostra usada | de de
(mg) agua aquecimento
(mL)
Guan/Mg3 Guanina: MgCOs/2:1 5,7 13 60 °C 10 minutos
Guan/Mg4 Guanina: MgCOs/2:1 4,0 5,0 55°C 20 minutos
Guan/Li2 Guanina: Li2C0O3/2:1 2,9 8,0 50 °C 20 minutos
Guan/Ca1 Guanina: CaC0s/2:1 3,2 8,0 50 °C Néao
Guan/Ca2 Guanina: 4,6 10 40 °C Néao
CaS04.2H.0/2:1
Guan/Mg5 Guanina: MgCOs/2:1 4,6 15 60 °C 20 minutos
Guan/Li3 Guanina: Li2C0O3/2:1 4,6 2,0 50 °C Néao
Guan/Ca3 Guanina: CaC0s/2:1 4,2 22 60 °C Néao

A dificuldade em solubilizar guanina em meio aquoso foi descrita por Darvishzad et al’', que a
justificaram como devida a formagédo de nano particulas que se agregam formando particulas

estaveis, dificultando, portanto, a solubilizagao total. Uma das solugdes apresentadas para evitar

20



a formacgao destes agregados passa por usar pequenas quantidades de guanina em grandes
volumes de agua. Desta forma testou-se a possibilidade de solubilizagdo das amostras Guan/Mg5,
Guan/Li3 e Guan/Ca3 em meio aquoso, recorrendo, para tal, a quantidades nao superiores a 5

mg, em diferentes volumes de agua.

Com vista a aferir se o maior tempo de moagem facilitaria a solubilizagdo, na medida em que se
parte de particulas com uma granulagdo mais fina, testou-se a possibilidade de solubilizar as
amostras que tinham sido sujeitas a moagem no moinho de bolas, Guan/Mg3, Guan/Mg4,
Guan/Li2, Guan/Ca1 e Guan/Ca2. Destas, nenhuma foi solubilizada na totalidade, concluindo-se
assim que o uso do moinho de bolas ndo apresenta vantagens para a solubilizagdo em meio
tendencialmente neutro pois conduz ao estado amorfo, que, segundo Darvishzad et al’' nao
favorece a solubilizagdo. Quando a amostra se encontra no estado amorfo, a introdugao de agua

na estrutura ira conduzir a formagéo dos agregados ja descritos.

As amostras Guan/Ca1 e Guan/Ca3 foram as que estiveram mais proximas da solubilizagao total.
Uma vez que as mesmas nao foram sujeitas ao tratamento por sonoquimica conclui-se que este
procedimento também nao favorece a solubilizagdo da guanina em meio tendencialmente neutro

(o que vai de encontro ao verificado por Darvishzad et al™).

Finalmente, sublinhe-se que a amostra Guan/Mg5 foi produzida com vista a seguir a reagéo por
'H NMR, e compara-la com a guanosina quando nas mesmas condigdes experimentais. No
entanto, a dificuldade em solubilizar quantidade suficiente de amostra fez com que s6 se
observasse o sinal da agua deuterada. Desta forma so6 foi possivel efetuar o estudo por '"H NMR
para a guanosina, como se descrevera no ponto 5.2.

Perante a dificuldade em solubilizar guanina em meio tendencialmente neutro, foi aferida a
possibilidade de a solubilizar em meio basico ou acido (assunto a abordar nos pontos 4.3 e 4.4,
respetivamente). Darvishzad et al’' verificaram que, quando solubilizada em meio
tendencialmente neutro, a guanina tende a baixar o pH do meio, tornando-o, portanto, mais acido.
Verificou-se que a solubilidade da guanina aumenta quer em meio acido, quer em meio basico™,
0 que se deve ao facto de as moléculas estarem na forma iénica. Desta forma é possivel fazer
crescer cristais de guanina, que, de outra forma, seriam dificeis de obter, a ndo ser por recurso a
solventes organicos polares aproticos''4, que, na generalidade dos casos, ndo devem ter ocorrido

em meio pré-bidtico.
4.3 Solugdes aquosas em meio basico
A dificuldade de solubilizar guanina em meio tendencialmente neutro, como visto ao longo da

secc¢ao anterior, conduziu a deciséo de solubilizar esta base nitrogenada em meio basico e meio

acido (assunto a abordar em detalhe na secgéo seguinte). O facto de a molécula de guanina se
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apresentar ionizada nestes meios (protonada no meio acido e desprotonada no meio basico)

tenderia a facilitar a sua solubilizagéo4.

Numa primeira fase testou-se a possibilidade de solubilizar primeiro a guanina e adicionar depois
o outro reagente, pois a dificuldade de solubilizagdo das amostras em meio neutro reside
principalmente na dificuldade de solubilizagdo da guanina. Assim, comegou por se tentar
solubilizar 20 mg de guanina em diferentes condi¢cdes experimentais, que se encontram descritas
na tabela 3, adicionando-se em seguida o reagente pretendido. Nestas amostras (com excegéo

da amostra Guan/Mg6 em que o aquecimento foi a 40 °C) utilizou-se aquecimento a 50 °C.

Tabela 3 — Dados sobre a solubilizagdo de amostras de guanina em meio basico

Designagdo | Composicao/Proporgao [NaOH]

da amostra (M)
Guan/Mg6 Guanina: MgS04.7H20/2:1 | 1,2
Guan1 Guanina 0,050

Guan/Ca4 Guanina: CaS04.2H20/2:1 | 1,0
Guan/Ca5 Guanina: CaS04.2H20/1:1 | 0,34
Guan/Ca6 Guanina: CaCl2.2H20/2:1 0,052

A primeira amostra a solubilizar nestas condi¢gdes, Guan/Mg6, foi solubilizada em condigbes
severas (elevada concentragdo de hidroxido de sédio), verificando-se a rapida solubilizagdo da
guanina, a qual se adicionou, em seguida o sulfato de magnésio. A solugao resultante foi colocada
sob radiagao solar, tendo originado, ao fim de alguns dias, um precipitado branco que foi lavado,
para ficar seco, com agua destilada e acetona. O mesmo foi, em seguida, analisado por DRIFT,
ndo se verificando alteragbes no espetro quando comparado com o da guanina isolada, o que

indiciava nao ter ocorrido qualquer transformacgao quimica.

Uma vez que a concentragdo de hidroxido de sédio na amostra Guan/Mg6 era muito elevada,
testou-se a possibilidade de solubilizar guanina em meio basico utilizando condi¢gées mais suaves.
Assim, na amostra Guan1 o objetivo foi solubilizar a guanina numa concentragéo de 0,050 M de
hidréxido de sédio, o que néo foi possivel, logo nenhum reagente adicional foi colocado nesta

amostra.

Na amostra Guan/Ca4 tentou-se replicar as condigées experimentais da amostra Guan/Mg6 mas
neste caso usando sulfato de calcio em vez de sulfato de magnésio. Aqui a concentragao de
hidroxido de sédio usada foi ligeiramente inferior, no entanto ndo se considera a diferenga
relevante, apesar de n&o se ter conseguido obter uma solubilizagdo completa. Algumas particulas
permaneceram em suspensao originando um precipitado branco (ap6s alguns dias sob radiagéo
solar), o qual foi sujeito a lavagens com solventes similares aos utilizados para a amostra
Guan/Mg6 e foi igualmente analisado por DRIFT. Neste caso o espetro da amostra apresentava

algumas diferengas quando comparado com o da guanina, o que levou a comparagdo com o
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espetro para o sulfato de calcio'®, verificando-se também aqui diferencas, como se pode
comprovar pela observagao da figura 12.
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Figura 12 — Analise DRIFT da amostra Guan/Ca4 (a vermelho). Os espetros da guanina e do sulfato de
calcio apresentam-se a azul e verde, respetivamente, para efeitos comparativos.

Dadas as diferengas observadas fez-se a atribuicdo das bandas mais representativas do espetro
de infravermelho para esta amostra, que se encontram detalhadas na tabela 4 (a numeragéao
seguida é a apresentada na figura 6). O facto de existirem duas bandas as quais nao foi possivel
fazer uma atribuigdo (consultou-se, ainda, as tabelas de infravermelho da Merck''®, sem sucesso)
indicia a ocorréncia de reagcdo. Em seguida tentou-se replicar as condi¢gbes experimentais, mas
neste caso na proporgao 1:1 (amostra Guan/Ca5). No entanto, neste caso a solubilizagao foi mais
dificil, obrigando a uma maior permanéncia da amostra sob aquecimento, o que favoreceu a
evaporagao. Desta forma foi necessario adicionar um volume de agua superior, o que conduziu a
diminuicdo da concentracdo de hidroxido de sddio. Durante o processo de solubilizagdo a amostra
apresentou particulas laranja, que podem resultar quer da coordenagédo da guanina com o calcio
quer da deslocalizagao das ligagdes 1 devido a formagédo de um tautdmero de guanina diferente
do inicial. Quando se conseguiu solubilizar colocou-se a evaporar sob radiagéo solar. Esteve sete
dias a evaporar, tempo ao fim do qual se verificou que a solugdo apresentava um precipitado.
Tentou solubilizar-se novamente o precipitado, sem sucesso, concluindo-se que o calcio em
excesso tem tendéncia a precipitar, podendo precipitar na forma de carbonato ou de hidréxido (a
proporgao a utilizar deve ser, portanto 2:1, guanina: calcio), ainda assim, estudos posteriores sédo
necessarios para clarificar este pressuposto.
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Tabela 4 — Atribuigdo das bandas mais representativas do espetro de IR da amostra Guan/Ca4'"? (5 refere-se a

flexdo no plano e v ao estiramento)

cm! Intensidade Atribuicao
690,40 | fraca 8 (anel da pirimidina)
781,03 | média/fraca 8 (N-1-H)
848,53 | médialfraca v (C-C)
875,53 | média 8 (N-9-H) fora do plano
950,74 | médial/fraca 8 (N-C=N) e & (N-C-H)
1120,45 | médialfraca 8 (C-N=C)
1174,44 | médial/fraca 8 (C-8-H) no plano
1214,94 | médial/fraca v (C-2-NHz)
1261,23 | médial/fraca v (C-5-N-7) e v (C-4-N-9)
1475,29 | forte v (N-7=C-8) e v (C-8-N-9)
1673,92 | médial/fraca v (C=0)
1697,06 | média/fraca v (C=0) e 5 (NH2)
3118,35 | média Nao identificada
3316,98 | média Nao identificada

A amostra Guan/Ca6 sofreu uma tentativa de solubilizagdo, numa primeira fase, com 0,052 M de
NaOH a 50 °C. Uma vez que nao solubilizou, a amostra foi sujeita a aquecimento com refluxo
(com a adigéo prévia de 6 mL de agua) durante 28 horas (durante este periodo mais 6 mL de agua
foram adicionados). Verificou-se a formagéao de precipitado o que permitiu concluir que a amostra
reage a quente. Adicionou-se mais NaOH mas néao foi possivel obter uma solubilizagdo total (18
mL NaOH 0,2 M), por isso separou-se a solugdo do precipitado. A solugao foi, por seu turno,
separada em duas, uma colocada a evaporar sob radiacao solar e outra na auséncia de radiacao.
No caso da solugdo sob radiagdo solar, verificou-se ao fim de 20 dias, a presenca de duas
particulas vermelhas precipitadas e uma em suspensdo. Estas particulas, a semelhanca das
particulas laranja ja descritas, podem resultar quer da coordenagéo da guanina com o célcio quer
da formagédo de um tautomero de guanina diferente do inicial, ainda assim, estudos posteriores
sd0 necessarios para aferir as condi¢cdes de formacdo destas particulas. Ja no caso da amostra
a evaporar na auséncia de radiagao solar, a caracterizagdo do precipitado obtido n&o foi possivel

e, portanto, o seu estudo nao foi prosseguido.

Em seguida testou-se a possibilidade de solubilizar, em meio basico, amostras contendo guanina
preparadas por via mecanoquimica. Aqui o objetivo foi aferir se o tamanho mais reduzido das
particulas seria vantajoso aquando da solubilizagdo. A semelhanga do passo anterior utilizaram-
se diferentes massas de amostra e concentragdes de base. As informagbes encontram-se

sintetizadas na tabela 5.
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Tabela 5 — Dados sobre a solubilizagdo de amostras de guanina (preparadas por via mecanoquimica) em

meio basico
Designacdo da amostra | Massa amostra (mg) | [NaOH] (M)
Guan/Ca1.1 17,2 0,47
Guan/Ca1.2 6,8 0,20
Guan/Ca2 4,6 0,20

A amostra Guan/Ca1 (consultar tabela 1) sofreu duas tentativas de solubilizagdo, na primeira
(Guan/Ca1.1) a solubilizagao foi conseguida com uma concentragéo de hidroxido de sodio de 0,30
M para uma massa de amostra de 17,2 mg. Sendo a amostra, em seguida, dividida em trés partes
iguais, uma foi colocada a evaporar sob radiagao solar, outra na auséncia de radiagéo e a terceira
foi colocada a uma temperatura inferior a temperatura ambiente, no frigorifico a cerca de 4 °C,
para favorecer a formacdo de cristais. No entanto, ao fim de trés dias, a amostra sob radiacdo
solar apresentava um precipitado branco, que se tentou solubilizar novamente, adicionando, para
tal, mais hidréxido de sédio. A concentracéo final de base foi de 0,47 M e a solubilizagao total ndo
foi possivel. O estudo das restantes amostras (amostra na auséncia de radiagdo e amostra no
frigorifico) ndo foi prosseguido. Ja para a amostra Guan/Ca1.2 a solubilizagéo foi possivel para
uma massa de 6,8 mg de amostra com uma concentracdo de hidroxido de sédio de 0,20 M,
concluindo-se assim que o uso de menores quantidades de amostra facilita a solubilizagdo. Esta
amostra foi colocada a evaporar sob radiagao solar durante nove dias, tempo ao fim do qual
apresentava um precipitado de cor mostarda. Nao foi possivel caracterizar a estrutura obtida, por

isso estudos posteriores serao necessarios.

Para solubilizar a amostra Guan/Ca2 utilizou-se uma massa de 4,6 mg de amostra e uma
concentracao de hidroxido de sddio de 0,20 M, verificando-se, mais uma vez, que a utilizagéo de
menor quantidade de amostra facilita a solubilizagdo. A amostra foi, em seguida, dividida em trés,
uma foi colocada a evaporar sob radiagdo solar, outra na auséncia de radiacdo e a terceira foi
colocada numa temperatura inferior a temperatura ambiente, no frigorifico a cerca de 4 °C, para
favorecer a formacédo de cristais. A amostra sob radiagao solar apresentava, ao fim de seis dias,
um precipitado branco com particulas pretas, que sofreu nova tentativa de solubilizagcdo. Aqui a
solubilizagao foi possivel utilizando apenas agua, tendo-se utilizado 17 mL. Nao foi possivel
caracterizar os precipitados de nenhuma das amostras, sendo, portanto, necessarios estudos

posteriores.

Neste ponto do trabalho laboratorial concluiu-se, a semelhanca do que tinha sido proposto por
Darvishazd et al’', que a guanina solubiliza mais facilmente em meio basico do que em meio
tendencialmente neutro. Tal deve-se, principalmente, ao facto de esta base nitrogenada se
apresentar na forma idnica, estabelecendo, assim, mais facilmente, pontes de hidrogénio com o
meio aquoso. Na figura 13 apresentam-se as duas formas iénicas mais comuns em meio basico.
Os atomos de nitrogénio assinalados a azul podem receber hidrogenibes, estabelecendo, assim

pontes de hidrogénio com o meio aquoso, o que facilita a solubilizagao.
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Figura 13 — Tautdbmeros mais comuns da guanina em meio basico. 1 — para a espécie monoanionica; 2 — para
a espécie dianionica (adaptada’™)

Os valores de pKa. estimados para estas espécies sdo, 9,2 e 12,3 e correspondem,
respetivamente, a transicdo da espécie neutra para a espécie monoanidnica e a transi¢cdo da

espécie monoanionica para a espécie dianionica’.

ApoOs a solubilizagdo da guanina, que era, como visto na secgéo 4.2, o ponto mais dificil desta
fase, foi possivel adicionar o reagente pretendido. No caso das amostras obtidas em condigbes
severas (Guan/Mg6 e Guan/Ca4) verificou-se a formagéao de precipitados brancos que resultaram,
possivelmente, da coordenacdo dos ides em solugdo com a espécie dianidénica da guanina. No
caso da amostra Guan/Mg6 nao foi possivel verificar a ocorréncia de reagao, o que se pode dever
a uma baixa afinidade da guanina para com o sulfato de magnésio, ou ainda, a uma ligagao
preferencial do magnésio ao -OH do meio. No entanto, o facto de ndo se ter estudado a relagéo
da guanina com o sulfato de magnésio por via mecanoquimica ndo permite retirar conclusdes
definitivas, sendo necessarios estudos posteriores. Ja no caso da amostra Guan/Ca4 verificou-
se, por recurso a DRIFT, a ocorréncia de reacao, indiciando a melhor afinidade do sulfato de
calcio, comparativamente ao sulfato de magnésio, para reagir com a guanina. Para a ocorréncia
de reagao a ligagdo do catido calcio ao -OH do meio tera sido preterida a favor da ligagéo deste
a guanina. Destaque-se, aqui, que a amostra Guan/Ca2 (produzida por via mecanoquimica e
analisada por PXRD) nao tinha apresentado reagdo. Desta forma foi possivel concluir que a
utilizagdo do meio basico é favoravel a ocorréncia de reagéo entre a guanina e o sulfato de calcio.
A amostra Guan/Ca5, com a mesma composi¢ao de Guan/Ca4, mas proporgdo guanina: calcio
1:1 ndo evidenciou a ocorréncia de reacao. Tal pode dever-se a alteracdo da proporgao ou a
alteragdo da concentracdo de hidroxido de sodio utilizada, o que ndo permite relacionar
inequivocamente as duas situagoes.

A existéncia de particulas vermelhas e de um precipitado de cor mostarda nas amostras Guan/Ca6
e Guan/Ca1.2, respetivamente, indicia que a concentragbes inferiores de NaOH a espécie
tautomérica apresentada em 2 (na figura 13) ligar-se-a ao calcio originando um composto colorido.

No caso da amostra Guan/Ca1.2 esta coloragéo revela-se particularmente importante pois esta
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amostra nao tinha evidenciado reagdo em estado sdlido, comprovando-se, mais uma vez, a

importancia do meio aquoso (neste caso basico) para a reagéo.

Em suma, foi possivel solubilizar amostras contendo guanina em meio basico quer em condigoes
severas, quer em condigdes suaves. Em condigbes severas foi possivel solubilizar massas
superiores as utilizadas em condi¢cdes suaves. No entanto, a possibilidade de a guanina
apresentar duas formas ionicas (presentes na figura 13) em meio basico, aliada ao facto de nao
ter sido possivel obter as estruturas dos produtos de reacéo fez com que nao fosse viavel utilizar

estes resultados para comparar com amostras de guanosina no mesmo meio.

4.4 Solugdes aquosas em meio acido

A semelhanga do que acontece em meio basico, é expectavel que a guanina solubilize mais facilmente
em meio acido, por se encontrar na forma ionica. Neste caso a guanina apresenta também duas formas
ionicas, cujas formas tautoméricas mais comuns se apresentam na figura 147'. Os nitrogénios
assinalados a azul estao disponiveis para receber hidrogeniées. Como estes sdo distintos dos
sinalizados na figura 13 é expectavel que as estruturas obtidas em meio acido sejam diferentes das

obtidas em meio basico.

o o
N N
HN HN
= W
H,N ﬁ@ H,N N
H , H H

Figura 14 — Tautdmeros mais comuns da guanina em meio acido. 1 — para a espécie dicatiénica; 2 — para a

espécie monocatidnica (adaptada’)

Os valores de pKa, neste caso sao, respetivamente, -1,0 e 3,3, para a transi¢cdo da espécie dicationica

para monocationica e para a transigéo da espécie monocationica para a espécie neutra’.

Na solubilizagdo da guanina em meio acido recorreu-se a acido cloridrico e a acido sulfurico. A tabela 6
sintetiza os dados referentes as amostras solubilizadas utilizando acido cloridrico. Todas as amostras
foram aquecidas a 50 °C, com exceg¢do da amostra Guan/Ca7, aquecida a 55 °C, e Guan/Ca9,

aquecida a 40 °C.
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Tabela 6 — Dados sobre a solubilizagdo de amostras de guanina em meio acido (utilizando HCI)

Designagdo | Composicao/Proporgao [HCI] (M)
da amostra

Guan/Mg7 Guanina: MgS04.7H20/2:1 0,33
Guan/Mg8 Guanina: MgCl..6H20/2:1 0,32
Guan/Ca7 Guanina: CaS04.2H20/2:1 0,32
Guan/Ca8 Guanina: CaCl2.2H20/2:1 0,32
Guan/Ca9 Guanina: CaCQ03/2:1 0,32

Na solubilizagdo das amostras Guan/Mg7 e Guan/Mg8 optou-se por solubilizar primeiro a guanina e s6
depois adicionar o sulfato e cloreto de magnésio, respetivamente, verificando-se, em ambas,
solubilizacdo total. As amostras foram colocadas a evaporar sob radiagdo solar, tendo-se obtido, ao fim
de poucos dias, precipitados brancos que nao apresentavam caracteristicas visuais relevantes, nao se

tendo prosseguido o estudo das referidas amostras.

Ja para as amostras de guanina contendo o catido calcio, Guan/Ca7, Guan/Ca8 e Guan/Ca9, a
solubilizagao foi, nos dois primeiros casos, mais dificil, tendo-se obtido uma solugéo transparente com
particulas em suspensao. Nestes casos (Guan/Ca7 e Guan/Ca8) optou-se por solubilizar primeiro a
guanina e s6 depois adicionar o sal de calcio. Ja no caso da amostra Guan/Ca9, previamente
processada pela via mecanoquimica com recurso ao moinho de bolas (utilizou-se, aqui, uma parte da
amostra Guan/Ca1), verificou-se solubilizagdo total. Apds a solubilizagdo, a amostra Guan/Ca9 foi
separada em trés partes iguais, uma destas foi colocada a evaporar sob radiagéo solar, uma outra foi
colocada a evaporar na auséncia de radiacdo e a ultima foi colocada numa temperatura inferior a
temperatura ambiente, no frigorifico a cerca de 4 °C, com vista a favorecer a formagéo de cristais,

nao se tendo obtido, em nenhum dos casos, resultados que merecessem o prosseguimento do estudo.

Uma vez que o idao magnésio, na sua forma de sulfato e carbonato, € mais solivel que o ido calcio
quando presente nos mesmos sais, 0 seu uso nestas condigdes experimentais revelou-se vantajoso.
No entanto, em nenhum dos casos se obteve resultados que indiciassem a formagdo de complexos
com qualquer um dos sais. Com o objetivo de verificar se a auséncia de resultados se relacionava com
o acido escolhido preparou-se uma ultima amostra utilizando acido sulfurico em vez de cloridrico
(Guan/Mg9).

Na preparagao da amostra Guan/Mg9 comegou por se solubilizar a guanina em meio acido ([H2SO4] =
0,55 M) recorrendo a aquecimento (T = 45 °C) com agitagédo. S6 apos a solubilizagdo da guanina se
adicionou sulfato de magnésio hepta-hidratado na proporg¢éo 2:1 (guanina: magnésio). Ao fim de
um dia a amostra apresentava um precipitado que foi solubilizado com recurso a 4 mL de agua e
agitagdo com aquecimento a 40 °C. A amostra foi, finalmente, dividida em trés fragbes iguais, uma
destas foi colocada a evaporar sob radiagao solar, uma outra foi colocada a evaporar na auséncia
de radiagcdo e a ultima foi colocada numa temperatura inferior a temperatura ambiente, no
frigorifico a cerca de 4 °C. Destas trés amostras apenas a que ndo esteve sob radiagéo solar

originou um precipitado cristalino, que se concluiu ser sulfato de guanina hemi-hidratada e cuja
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estrutura esta presente na figura 15. Esta estrutura ndo é mencionada na CambrigdeDataBase''8,

/}/

sendo, portanto, uma novidade.

Figura 15 — Estrutura do sulfato de guanina hemi-hidratada. 1 - Estrutura da guanina, a verde
apresentam-se os atomos de nitrogénio, a amarelo os de carbono e a vermelho o de oxigénio;
2 - Molécula de agua partilhada com outro sulfato de guanina hemi-hidratada da mesma célula unitaria;
3 - Estrutura do sulfato, a vermelho apresentam-se os atomos de oxigénio e a amarelo o atomo de
enxofre. Os atomos de hidrogénio foram, em todos os casos, omitidos para facilitar a compreenséo

A tabela 7 apresenta os dados do cristal, bem como os valores usados para o refinamento da sua
estrutura. As expressdes (1) e (2) indicam como foram calculados, respetivamente R1 e wRa.

_ X|IFo| = |F]]
AR TN =
2 _ p2y21 /2

Z[w(F§)?]

Na tabela 7 (tal como na 8), Z € o nimero de unidades assimétricas que se relacionam por simetria
na célula unitaria; u é o coeficiente de absorgao linear; Rint permite relacionar as intensidades
simples e compostas com as calculadas através da refinagdo e GOF indica o nivel de adequacao

do modelo a observagéo.
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Tabela 7 — Dados do cristal de sulfato de guanina hemi-hidratada e valores utilizados para o seu
refinamento

Férmula C20H20N20022S4
Massa Molecular (g/mol) 1020,8

Forma do cristal, cor Bloco, sem cor
Tamanho do cristal (mm) 0,14 x 0,05 x 0,03
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1

a(A) 6,434(5)

b (A) 10,477(6)
c(A) 13,357(7)

a (%) 77,13(3)

B () 86,02(4)

Y () 81,82(4)

z 1

Volume (A3) 868,1(9)
Temperatura (K) 293
Densidade (g/cm?) 1,953

u (Mo K a) (mm™) 0,401

Gama de angulos, 6 (°) 2,267 — 24,999
Refletancia colhida 26558
Refletancia independente 3073

Rint 0,2125

R1; wR2 [l 2 20(1)] 0,1473; 0,4046
GOF em F? 1,598

Esta estrutura foi conseguida apés alguns dias de evaporagdo da solugédo correspondente na
auséncia de radiacdo solar. Desta forma é possivel concluir que a radiagcédo solar ndo tem um
papel ativo no processo reacional. Uma vez que a estrutura foi obtida em meio acido pode concluir-
se que este é fundamental, ndo sé para a obtencdo do cristal, mas também para a solubilizagao
completa da guanina. Neste caso o meio acido usado n&o estava muito concentrado (0,55 M),
logo a forma idénica de guanina em solugdo seria, provavelmente, a 2 da figura 14. O uso de um
acido mais forte, ou do mesmo acido numa concentragao superior, podera obrigar a protonacao
de mais um atomo de nitrogénio, permitindo a obtengdo da forma i6nica niumero 1 da figura 14,

podendo originar uma estrutura diferente.

Pela analise dos dados da tabela 7 pode concluir-se que a estrutura € composta por quatro
moléculas de sulfato de guanina coordenadas com duas moléculas de agua. A guanina, em meio
acido, pode originar guanina hidroclorada mono''® ou di-hidratada'®. Uma vez que a presente

estrutura foi igualmente obtida em meio acido, alguns dos valores presentes na tabela 7 foram
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comparados com o0s conhecidos para as estruturas hidrocloradas. No caso da guanina
hidroclorada mono-hidratada (cujo estudo esta igualmente descrito a 293 K) a célula unitaria é
monoclinica®?, ao passo que no presente caso ¢ triclinica, o que significa que em ambos os casos
os valores de a, b e ¢ séo diferentes, mas na guanina hidroclorada mono-hidratada dois dos
angulos (a e y) sdo iguais a 90 ° enquanto que na presente estrutura todos os angulos séo
diferentes de 90 °. Na guanina hidroclorada mono-hidratada, tanto a como b s&o inferiores aos
obtidos neste caso''®, sendo ¢ superior. Os valores séo, respetivamente, 4,497(1), 9,995(1) e
19,304(2) A, ao passo que no presente caso sdo, respetivamente, 6,434(5), 10,477(6) e 13,357(7)
A. B é, para a guanina hidroclorada mono-hidratada, 107,90(1) °, ao passo que para a estrutura
obtida toma o valor de 86,02(4) °. Também Z ¢ inferior no presente caso (tem valor unitario)
quando comparado com Z da guanina hidroclorada mono-hidratada (toma o valor 4). Ainda na
comparagao destas duas estruturas, importa referir que, apesar de pertencerem a grupos
espaciais distintos (P21/c no caso da guanina hidroclorada mono-hidratada e P-1 no presente
caso), a rede de Bravais €, em ambos os casos constituida por uma célula unitaria simples que
se caracteriza por apresentar os pontos reticulares nos vértices do paralelepipedo que a
constitui'?'. Ja na comparagdo da guanina hidroclorada di-hidratada com o sulfato de guanina
obtido no presente trabalho importa referir que tanto a como b tomam valores superiores, ao passo
que ¢ toma um valor inferior, respetivamente, 14,69 + 0,01, 13,40 + 0,01 e 4,840 + 0,005 A'2°,
€, para a guanina hidroclorada di-hidratada (93,8 + 0,1 °) superior ao obtido para o sulfato de
guanina. Finalmente, verifica-se, mais uma vez que o grupo espacial é distinto (P21/a) mas
apresenta o mesmo tipo de rede de Bravais que o apresentado pelo sulfato de guanina hemi-
hidratada. Estas diferengas resultam, certamente, da diferenga de dimensdes entre os ides sulfato
e cloreto. O primeiro, por ser constituido por mais atomos, (um atomo de enxofre e quatro de
oxigénio) apresenta uma dimensao superior ao segundo, que € constituido apenas pelo anido

cloreto.

Finalmente comparou-se as distancias interatdmicas da estrutura obtida com a guanina hidroclorada
di-hidratada'®® e com a guanina anidra'??. Nesta comparag&o a diferenga mais notdria reside nas
ligagdes N1-C2 e C2-N3 (consultar numeracg&o da figura 6). A primeira ligag&o toma o valor de 1,374 A
para a guanina hidroclorada di-hidratada, 1,372 A para a guanina anidra e 1,332 A para o sulfato de
guanina hemi-hidratada. A redugéo significativa do comprimento de ligagédo na estrutura do sulfato de
guanina hemi-hidratada, quando comparado com as outras duas estruturas, indicia que a ligagdo N1-
C2 tera, nesta estrutura, um carater mais proximo da ligacdo dupla do que da ligagéo simples. Tal
podera resultar da protonagéo do atomo de nitrogénio 3, o que é fundamentado pelo aumento do
comprimento da ligagdo C2-N3 na estrutura obtida (1,348 A) quando comparado com o comprimento
da mesma ligag&o quer na estrutura hidroclorada di-hidratada (1,318 A) quer na estrutura anidra (1,33
A). O contra-ido da estrutura obtida neste trabalho deve ser, provavelmente, o i&o sulfato, no entanto
estudos posteriores recorrendo a calculos tedricos seréo necessarios para clarificar esta suposigao.
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Capitulo 5: Degradagdo de ribonucleésidos nas respetivas bases nitrogenadas

5.1 Via mecanoquimica

O conhecimento da capacidade da guanosina se degradar em guanina por agdo da radiagao
cosmica'® aliado aos resultados preliminares obtidos por Carvalho et al'®', em que a guanosina,
em conjugagado com o carbonato de magnésio, por acdo mecanoquimica, se degradou num
derivado da guanina, cuja estrutura se apresenta na figura 16, foram as linhas condutoras desta

seccao do trabalho.

Figura 16 — Estrutura obtida apo6s a reagéo de guanosina com carbonato de magnésio. 1 — 1do magnésio (a
roxo) coordenado a seis moléculas de agua; 2 — Estrutura formalmente derivada da guanina onde os
atomos de nitrogénio estdo representados a verde, os de carbono a amarelo e o de oxigénio a vermelho.
Os atomos de hidrogénio foram omitidos para facilitar a compreenséao

A ma qualidade dos cristais (cuja estrutura se apresenta na figura 16) impediu a determinagéo da
localizagéo da carga da guanina. Desta forma, no presente trabalho, estudou-se a possibilidade

de decompor a guanosina em guanina noutras condi¢gées experimentais.

A tabela 8 apresenta os dados do cristal, bem como os valores usados para o refinamento da

estrutura. R1 e wR2 foram calculados recorrendo, mais uma vez, as expressoes (1) e (2).
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Tabela 8 — Dados do cristal cuja estrutura se apresenta na figura 16, e valores utilizados para o seu
refinamento

Férmula C10H4MgN100s
Massa Molecular (g/mol) 416,54

Forma do cristal, cor Placa, esverdeado
Tamanho do cristal (mm) 0,18 x 0,10 x 0,03
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1

a(A) 6,9346(7)

b (A) 7,2783(5)
c(A) 9,4942(8)

a(°) 99,951(4)

B (°) 106,329(5)

y (%) 107,389(5)

V4 1

Volume (A3) 421,236
Temperatura (K) 293
Densidade (g/cm?®) 1,642

u (Mo K a) (mm™) 0,175

Gama de angulos, 6 (°) 2,329 — 28,024
Refletancia colhida 11069
Refletancia independente 1785

Rint 0,4751

R1; wR2 [l 2 20(1)] 0,1182; 0,2478
GOF em F? 1,091

Foram preparadas amostras de guanosina com carbonato de magnésio com vista a aferir as
condigdes necessarias para obter o composto da figura 16. Em simultdneo testou-se a
possibilidade de degradacdo da guanosina com recurso a outros ides, bem como a possibilidade
de degradacao de outros ribonucledsidos (no caso, adenosina e citidina) nas respetivas bases
nitrogenadas. A tabela 9 sintetiza as amostras preparadas neste ponto, as quais foram preparadas
por via mecanoquimica e em seguida analisadas por PXRD, a semelhanga do que tinha sido feito

para as amostras de guanina.
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Tabela 9 — Dados sobre as amostras preparadas por via mecanoquimica

Designagdo da | Composicao/Proporgao
amostra

Gs/Mg1 Guanosina: MgCOas/1:1
Gs/Mg2 Guanosina: MgCOs3/2:1
Gs/Mg3 Guanosina: MgCOs3/2:1
Gs/Mg4 Guanosina: MgS04.7H20/1:1
Gsl/Li1 Guanosina: Li2C0O3/2:1
Gs/Ca1 Guanosina: CaCO0a3/2:1
Ade/Mg1 Adenina: MgCOs/1:1
Ads/Mg1 Adenosina: MgCOs/1:1
Ads/Mg2 Adenosina: MgCOs/2:1
Cit/Mg1 Citidina: MgCOs/2:1

Das amostras presentes na tabela 9, apenas a amostra Gs/Mg3 foi sujeita a moagem no moinho

de bolas, durante um periodo de 20 minutos.

A analise PXRD da amostra Gs/Mg1 néo evidenciou a ocorréncia de reagao, ja no caso da amostra
Gs/Mg2 verificou-se a ocorréncia de reagdo (como se pode comprovar pela figura 17, onde o
difratograma da amostra aparece deslocado face ao difratograma conhecido para a guanosina),
concluindo-se assim que a existéncia de metade da quantidade quimica de carbonato de

magnésio em relagéo a guanosina é mais adequada do ponto de vista reacional.

_v.AAA "
—Guanosina
—MgCO3
Gs/Mg2(1? moagem)
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26 (°)

Figura 17 — Analise PXRD da primeira moagem da amostra Gs/Mg2 (a verde). Os difratogramas da
guanosina e do MgCOs estéo representados a azul e vermelho, respetivamente, para efeitos comparativos

Uma vez que a amostra Gs/Mg2 reagiu, preparou-se a amostra Gs/Mg3 com a mesma composigao
e proporg¢ao, para aferir se, neste caso, o uso do moinho de bolas seria vantajoso para o processo
reacional. Assim, a amostra Gs/Mg3 foi sujeita, durante 20 minutos, a moagem neste
equipamento, tempo apds o qual se verificou apresentar a mesma tonalidade que a amostra
Gs/Mg2, mas uma granulagao mais fina. A analise PXRD da amostra Gs/Mg3 evidenciou que esta

nao ficou completamente amorfa (como se pode observar na figura 18), concluindo-se assim que

34



a guanosina nao apresenta tanta facilidade como a guanina para atingir o estado amorfo, apos
processamento no moinho de bolas, o que se podera dever a presenca do derivado do agucar
nesta estrutura.

A A At .
i —Guanosina
—MgCO3
Gs/Mg3
0 10 20 30 40 50 60

26 ()

Figura 18 — Analise PXRD da amostra Gs/Mg3 (a verde) ap6s 20 minutos no moinho de bolas. Os
difratogramas da guanosina e do MgCOs estéo representados a azul e vermelho, respetivamente, para
efeitos comparativos

Nao se verificou reagéo para as amostras Gs/Mg4 e Gs/Li1, motivo pelo qual ndo se apresentam os
respetivos difratogramas. Verificou-se reagao para a amostra Gs/Ca1, como se pode comprovar pela
observagéo da figura 19.

L
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Figura 19 — Andlise PXRD da amostra Gs/Ca1 (a verde). Os difratogramas da guanosina e do CaCOs3 estao
representados a azul e vermelho, respetivamente, para efeitos comparativos

Em seguida prepararam-se amostras de adenosina e citidina com carbonato de magnésio para

avaliar a possibilidade de obter as respetivas bases nitrogenadas. Para efeitos comparativos
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produziu-se ainda uma amostra de adenina com carbonato de magnésio (Ade/Mg1), no entanto
nao foi possivel verificar a ocorréncia de reagéo, por PXRD, por isso o respetivo difratograma néo

€ aqui apresentado.

Na amostra Ads/Mg1 verificou-se a formagao de hidromagnesite, 3MgCO3.Mg(OH)2.3H20 (como
se pode comprovar na figura 20), o que indicia que a proporgdo a usar dever ser 2:1
adenosina: magnésio, ao invés de 1:1, o que foi confirmado pela ocorréncia de reagdo na amostra
Ads/Mg2, como se pode verificar na figura 21. Concluiu-se, assim, que foi o excesso de magnésio
que favoreceu a formagao da hidromagnesite (as setas a laranja, na figura 20, indicam os pontos
de coincidéncia do difratograma da amostra com o difratograma da hidromagnesite). Neste caso

0 aumento da moagem n&o produziu alteragdes significativas na amostra.
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—Adenosina
—Hidromagnesite
Ads/Mg1

0 10 20 30 40 50 60
26 ()

Figura 20 — Analise PXRD da primeira moagem da amostra Ads/Mg1 (a verde). Os difratogramas da
adenosina e da hidromagnesite estdo representados a azul e vermelho, respetivamente, para efeitos
comparativos

“nk o A A
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Figura 21 — Analise PXRD da primeira moagem da amostra Ads/Mg2 (a verde). Os difratogramas da
adenosina e do MgCOs estéo representados a azul e vermelho, respetivamente, para efeitos comparativos

N&o se verificou reagao para a amostra contendo citidina (Cit/Mg1).
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5.2 Solugbes aquosas sem adicao de acido ou base

Neste ponto do trabalho experimental o objetivo passou por solubilizar e cristalizar, sem adicionar
acido nem base (logo em meio considerado neutro), as amostras preparadas por via

mecanoquimica, bem como algumas amostras preparadas em especifico para este fim.

Comegando pelas amostras de guanosina, existem algumas informagbes contraditorias em
relacao a sua solubilidade em meio aquoso. Por um lado, o valor de solubilidade em meio aquoso
(0,7 mg/mL7®) ¢ inferior ao valor da solubilidade da guanina no mesmo meio (2,31 mg/mL""), por

outro, é expectavel que a presenca do derivado da ribose aumente a solubilidade, gracas a

presenga de grupos -OH que podem estabelecer pontes de hidrogénio com a agua™.

Uma vez que a amostra Gs/Mg1 nado apresentou reagdo por PXRD, comegou por se tentar
solubilizar a amostra Gs/Mg2. Para tal recorreu-se a agitagdo com aquecimento a 50 °C. A
amostra foi ainda tratada pela via sonoquimica durante 20 minutos. Esta via caracteriza-se pelo
uso de radiagdo com vista a facilitar a quebra da ligagdo quimica dos compostos, o que podera
acelerar o processo reacional, no entanto, também é conhecida a tendéncia para obter, por
recurso a esta via, produtos amorfos, devido aos rapidos arrefecimentos que impossibilitam a
formacdo de uma rede cristalina. Estas conclusdes, resultantes de estudos efetuados por
Gedanken'? foram obtidas apos o uso de 20 kHz de radiag&o. Neste trabalho utilizou-se radiagao
de 35 kHz, logo é expectavel que os efeitos sejam amplificados. A tendéncia para obter produtos
amorfos, apds recurso a via sonoquimica, verifica-se, efetivamente, nas amostras contendo
guanina, como ja foi descrito no capitulo anterior. Este estado vai, em seguida, dificultar a
solubilizacdo em meio tendencialmente neutro. Nesta sec¢éo estudou-se a resposta da guanosina

a solubilizagcdo em meio tendencialmente neutro apds recurso a supracitada via.

A amostra Gs/Mg2 solubilizou, apds o tratamento atras descrito. A solubilizagdo desta amostra,
em que a via sonoquimica foi aplicada, revela-se particularmente importante na medida em que
constitui mais uma evidéncia da diferenga de comportamento entre a guanosina e a respetiva
base nitrogenada (recorde-se que a guanina ndo solubilizou quando a via sonoquimica foi
aplicada), sublinhando-se assim as diferengas quimicas originadas pela presenga do derivado da
ribose. Apds a solubilizagdo, a amostra foi colocada sob radiacdo solar durante 18 dias, tempo ao
fim do qual apresentava um precipitado que foi solubilizado, recorrendo-se, para tal ao minimo
volume de agua possivel, 1 mL, e, mais uma vez, a via sonoquimica durante 20 minutos. Apds
vinte e seis dias de exposicdo solar a amostra apresentava um tom rosado, o que confirma a
existéncia de reacgdo (ja verificada por PXRD). Este tom podera dever-se a formagdo de um
tautomero diferente do inicial, resultante da reagdao da guanosina com o carbonato de magnésio.
Uma vez que a cor s6 se manifestou apos a segunda solubilizagéo inferiu-se que a amostra tinha
de estar muito concentrada, hipétese que foi testada mais tarde. Na solubilizacdo da amostra

Gs/Mg2 foi, ainda, possivel verificar que o arrefecimento rapido conduz a precipitagdo da
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guanosina sob a forma de flocos, desta forma optou-se (tanto nesta amostra como nas restantes)

por arrefecimentos lentos apdés a solubilizacdo total.

O principal objetivo da solubilizagdo da amostra Gs/Mg3 foi aferir se o uso do moinho de bolas
seria vantajoso na solubilizacdo de amostras contendo guanosina, ou se, a semelhanga das
amostras contendo guanina, originaria compostos amorfos cuja solubilizagdo em meio
tendencialmente neutro estaria dificultada. Neste caso utilizou-se um total de 13,7 mg de amostra
em 4 mL de agua, verificando-se que a solubilizagdo ocorreu apés aquecimento da amostra
(acompanhado de agitagéo) a 50 °C. O arrefecimento lento originou precipitagdo por volta de
34 °C, com a amostra a adquirir um aspeto semelhante as amostras de guanina quando nao
solubilizadas, o que podera indiciar a degradacdo do ribonucleésido na respetiva base
nitrogenada. A subida de temperatura até 50 °C favoreceu, de novo, a solubilizagdo da amostra.
Supbe-se que o carbonato de magnésio esteja ligado a um derivado de guanina, pois, na
eventualidade da guanosina se ter degradado em guanina, a solubilizagdo n&o ocorreria tao
facilmente somente pelo aumento de temperatura. Esta amostra foi, em seguida, colocada a
evaporar a 40 °C, originando, numa primeira fase, um p6 branco nas paredes do recipiente, que
foi novamente solubilizado (com recurso a 5 mL de agua). Favoreceu-se uma evaporagao mais
lenta, que foi conseguida ao colocar uma tampa furada no frasco contendo a amostra. O uso desta

técnica permitiu reduzir a velocidade de evaporagao.

A presencga de cor rosa na amostra Gs/Mg2 impulsionou a preparagao de novas amostras pela
via mecanoquimica. A primeira, a amostra Gs/Mg6 (descrita na tabela 10, onde se encontram
também dados de outras amostras produzidas para este passo do trabalho experimental), foi
preparada com a mesma composi¢cdo e proporcdo, mas em maior quantidade, para aferir a
concentragao necessaria para obter a tonalidade rosa. Apds a primeira moagem adicionou-se 0,1
mL de agua, verificando-se que o p6 branco adquiria uma cor rosa. A continuagdo da moagem
originou uma consisténcia de pastilha. Tanto a cor como a consisténcia descritas podem ser
observadas na figura 22. A adigdo de mais 0,1 mL de agua a amostra originou o desvanecimento
da cor, indiciando que a agua, devido ao seu comportamento acido-base, deve originar uma
transformagao quimica da molécula organica. Verificou-se, ainda, que a consisténcia passou a

ser a de um creme.
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Tabela 10 — Dados sobre a solubilizagdo de amostras de guanosina (preparadas por via mecanoquimica)
em meio tendencialmente neutro

Designagdo | Composicao/Proporgdo | Massa | Volume | Temperatura
da amostra usada | de de
(mg) agua aquecimento
(mL)
Gs/Mg5 Guanosina: MgCO0a/2:1 7,7 5,0 40 °C
Gs/Mg6 Guanosina: MgCO0a/2:1 168,0 | 41 50 °C
Gs/Mg7 Guanosina: 208,9 |15 55°C
MgS04.7H20/2:1
Gs/Ca1 Guanosina: CaCO3/2:1 117,8 | 15 Amostra néo
sujeita a
aquecimento
Gs/Li1 Guanosina: Li2CO3/2:1 10,4 5,0 70 °C
» .
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Figura 22 — Consisténcia e cor obtidas apés moagem da amostra Gs/Mg6

Foram, em seguida, adicionados 41 mL de agua a esta amostra para a solubilizar. Apés a
solubilizagao total borbulhou-se didéxido de carbono gasoso (obtido pela reagédo do acido sulfurico
com o bicarbonato de potassio) na amostra, verificando-se, neste processo, o aparecimento de
particulas verdes na solugdo. Esta cor ja tinha sido observada nos cristais cuja estrutura se
apresenta na figura 16. Desta forma ha mais uma evidéncia da possivel degradacao da guanosina
em guanina quando em presenga de carbonato de magnésio. A amostra foi, em seguida, dividida
em duas fragdes iguais. Uma delas foi colocada sob radiagédo solar e a outra na auséncia de
radiacdo. N&o foi possivel caracterizar os precipitados obtidos, por isso o estudo nao foi
prosseguido.

A amostra Gs/Mg4 nao apresentou reagédo por PXRD. Assim, e para aferir se a cor rosa se deveria
ao magnésio ou ao carbonato, preparou-se, por via mecanoquimica, a amostra Gs/Mg7, com a
mesma composi¢cao de Gs/Mg4 mas na proporgao 2:1 (guanosina: magnésio). Adicionou-se, apos

a primeira moagem, 0,15 mL de agua, néo se verificando qualquer alteragdo na coloragdo. A
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amostra foi entdo solubilizada com 15 mL de agua e agitagdo com aquecimento a 55 °C, tendo-
se mantido a agitagédo durante dois dias. Apos este periodo verificou-se a presencga de particulas
verdes escuras em suspensdo na solugdo. Estas foram sujeitas a diversas tentativas de
solubilizagdo (incluindo com recurso a acido sulfrico) que ndo foram bem-sucedidas. E de

destacar que nao foi possivel replicar estas particulas, nem obté-las com outros reagentes.

A amostra Gs/Ca1 sofreu um tratamento analogo as amostras Gs/Mg6 e Gs/Mg7 com vista a
perceber se a cor rosa se deveria a reacdo da guanosina com o carbonato, pois, uma vez que a
amostra Gs/Mg7 nao apresentou tonalidade rosa, esta ndo se poderia dever exclusivamente ao
id0 magnésio. Assim, adicionou-se, numa primeira fase, 0,05 mL de agua, verificando-se o
aparecimento de uma tonalidade rosa no p6 previamente branco. A adicdo de mais 0,1 mL de
agua conduziu ao desvanecimento desta cor. Concluiu-se, desta forma, que a cor se deve a
presenca do ido carbonato (recorde-se que na amostra com sulfato de magnésio nao se verificou
alteragao da coloragéo), o que sugere que este iao podera ter um papel na decomposigdo do
derivado da ribose da guanosina. Note-se que ja existem estudos que comprovam que o carbonato
degrada a ribose quando esta ndo esta protegida®'. Para confirmar que a cor resulta da ligagao
quimica do ido carbonato a guanosina, adicionou-se agua ao carbonato de magnésio isolado, nédo
se verificando qualquer alteragdo de cor. O facto de s6 se obter a tonalidade rosa aquando da
adicdo de pequenos volumes de agua comprova a necessidade de ter uma solugao concentrada,
tal como ja tinha sido inferido anteriormente. A tonalidade resultara, a partida, da reagao ou
conjugacao de um dos varios tautdmeros com o carbonato de magnésio. O comportamento acido-
base da agua podera deslocar o equilibrio em que esta espécie é obtida, explicando assim porque
€ que sO se observa em solugdes concentradas. Estudos posteriores sdo necessarios para aferir
as condicdes exatas de formagdo do composto colorido, bem como qual o tautémero que o permite

originar.

A amostra Gs/Li1, que ndo tinha apresentado reacdo por PXRD, foi solubilizada com sucesso a
70 °C. Obtiveram-se cristais com aspeto de agulha, no entanto nao foi possivel determinar a sua

estrutura.

A amostra Gs/Mg5 foi preparada com vista a seguir a reagédo por 'H NMR. A dificuldade em
solubilizar guanina em meio aquoso, como discutido ao longo do capitulo 4, impediu a comparagao
de resultados, pois, no caso da guanina so6 foi possivel observar o sinal correspondente a espécie
HDO.

De entre as amostras descritas na tabela 10, a amostra Gs/Mg5 foi a Unica a ser sujeita a via
sonoquimica, por um periodo de 10 minutos. A reagédo foi seguida por um periodo de seis
semanas, tanto sob radiagéo solar, como na sua auséncia. O espetro inicial apresenta-se na figura
23. O sinal que se observa a 5 ppm ¢é referente ao HDO?. O sinal a 6 ppm podera ser atribuido ao

protdo 1’ (consultar numeragéao na figura 6) e o sinal a 8 ppm podera ser atribuido ao protéao 8 (seguindo,
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igualmente, a numeragao apresentada na figura 6)’4. Este sinal é, provavelmente, da guanina, pois
esta apresenta, tipicamente, um sinal a 7,6 ppm'24. O sinal cujo desvio quimico esta préximo do HDO
(sinalizado pela seta laranja na figura 23) ndo foi atribuido e foi o que determinou a continuagdo do
estudo. No entanto nenhuma das amostras apresentou alteragdes significativas ao longo do tempo.
Uma vez que ndo se estudou, nas mesmas condi¢des experimentais, a guanosina sem estar em

presencga do carbonato de magnésio, nao foi possivel verificar inequivocamente a degradagéo.

_
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Figura 23 — Primeiro espetro '"H NMR da amostra Gs/Mg5 (obtido apés a preparagdo da amostra)

A maior facilidade em solubilizar guanosina permitiu concluir que esta molécula é mais soluvel, em
meio aquoso, do que a respetiva base nitrogenada, ao contrario do que é sugerido pelos valores obtidos
com base em parametros tedricos’®’’. Estes sdo obtidos por estimativa, avaliando a contribui¢do de
cada grupo isoladamente e adicionando no final as respetivas contribuigdes. Na realidade a molécula
de guanosina tem de ser vista como um todo, onde a presenga dos grupos quimicos provenientes do
agucar se revela crucial, por comparagdo com a guanina, permitindo o estabelecimento de pontes de

hidrogénio com a agua, e consequentemente, facilitando a sua solubilizag&o.
O ultimo ponto desta secgao passou por solubilizar algumas amostras de adenosina e citidina, cujos

dados se encontram na tabela 11. Em todos os casos apresentados as solubilizagées foram
realizadas com agitagao e aquecimento a 75 °C.
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Tabela 11 — Dados sobre a solubilizagdo de amostras de adenosina e citidina em meio tendencialmente neutro

Designagdo | Composigao/Proporgao Massa Volume
da amostra usada de agua
(mg) (mL)
Ads/Mg2 Adenosina: MgCOs/2:1 16,7 5,3
Ads/Ca1 Adenosina: 21,2 2,0
CaS04.2H.0/2:1
Ads/Ca2 Adenosina: CaCOs/2:1 17,4 4,0
Cit/Mg2 Citidina: MgCO0a/2:1 17,6 5,3
Cit/Ca1 Citidina: CaCl2.2H20/2:1 55,1 3,0
Cit/Ca2 Citidina: CaS04.2H20/2:1 56,5 4,0

A amostra Ads/Mg2, previamente preparada por via mecanoquimica, foi solubilizada em meio
aquoso apos um periodo de trés horas sob agitagdo com aquecimento a 75 °C. Favoreceu-se, em
seguida, um arrefecimento lento apds o qual a amostra foi separada em duas fragdes iguais, uma
foi colocada a evaporar sob radiacdo solar e a outra na auséncia de radiagdo. A amostra que
esteve na auséncia de radiagdo apresentava, ao fim de doze dias, um precipitado branco, cuja
caracterizagdo néao foi possivel. Por outro lado, a amostra sujeita ao efeito da radiagdo solar
apresentava, ao fim de 36 dias, uma particula verde clara (esta coloragéo é analoga a observada
nos cristais cuja estrutura se apresenta na figura 16) com aspeto cristalino. O facto de a particula
colorida so ter aparecido na amostra sujeita ao efeito da radiagao solar indicia que esta pode ter
um contributo no processo reacional. Esta particula foi solubilizada com recurso a 1 mL de agua
e agitagao com aquecimento a 40 °C, no entanto nao foi obtida novamente. Posteriormente tentou
replicar-se esta amostra, mas utilizando um menor volume de agua na solubilizagcédo, no entanto
nao foi possivel voltar a obter o precipitado verde. Mencione-se, ainda, a importancia da agua na
obtencao desta estrutura, que podera decorrer da hidrélise de uma forma tautomérica, o que é
sugerido pelo facto de ser obtida apos secura total da amostra (o que ocorreu igualmente quando
se obteve a estrutura apresentada na figura 16). Testou-se, ainda, a possibilidade de solubilizar
uma massa total de 40,7 mg, neste caso recorrendo a 13 mL de agua (amostra Ads/Mg2.1). Aqui
a solubilizacdo tornou-se dificil, possivelmente devido a massa elevada de amostra ou a sua
decomposicdo em adenina que, por ndo possuir o derivado do acucar sera tendencialmente
menos soluvel que o respetivo nucledsido. Note-se que a solubilidade da adenosina é de 5,1
mg/mL'?® ao passo que a da adenina é de apenas 1,03 mg/mL'?. Estudos posteriores seréo
necessarios para clarificar qual a composicdo do composto colorido, bem como quais as

condigcbes experimentais que o permitem obter.

A amostra Ads/Ca1 foi preparada por via mecanoquimica e em seguida solubilizada a quente
(mantendo-se sob aquecimento durante duas horas). Neste caso, a semelhanga do caso anterior,
foi preferido um arrefecimento lento. Apds o arrefecimento obteve-se um precipitado branco com
aspeto de gel, o qual podera ser importante para confinar os reagentes e os produtos. Existem ja

estudos que revelam a importancia pré-bioldgica dos géis''3. Foram realizadas experiéncias
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posteriores com esta amostra concluindo-se que as duas horas de aquecimento sao fundamentais
para a obtengdo do precipitado com aspeto de gel. O facto de ter sido possivel solubilizar, a
quente, uma amostra contendo calcio, bem como a comparagdo com a experiéncia de Franco et
al'’3, inspirou a tentativa de efetuar reacbes de fosforilag&o utilizando hidroxiapatite, assunto a

abordar em detalhe no capitulo 6.

Por fim, no referente as amostras de adenosina, testou-se a possibilidade de solubilizar adenosina
com carbonato de calcio, amostra Ads/Ca2. Esta amostra foi preparada, numa primeira fase, por
via mecanoquimica, e em seguida solubilizada. Utilizou-se 4 mL de agua e recorreu-se a agitagao
com aquecimento (75 °C) néo se tendo conseguido uma solubilizagédo total. A dificuldade de
solubilizagcdo desta amostra, quando comparada com a amostra contendo carbonato de magnésio

deve-se, provavelmente, a menor solubilidade do carbonato de célcio em meio aquoso.

No caso das amostras contendo citidina, a amostra Cit/Mg2 foi colocada em agitagdo com
aquecimento durante trés horas, periodo ao fim do qual se favoreceu o arrefecimento lento. Ao
fim de um dia a amostra apresentava um aspeto viscoso. Adicionou-se 2 mL de agua para
solubilizar novamente a amostra, aquecendo-a (com agitagdo) a 70 °C durante uma hora.
Verificou-se, apds arrefecimento rapido, a formacao de precipitado, que foi separado da solugao.
A solugéo foi, por seu turno, dividida em duas fragdes iguais, uma foi colocada a evaporar sob
radiacdo solar e a outra na auséncia de radiagdo. Esta solubilizacdo foi mais dificil do que a
solubilizagcdo das amostras de adenosina, o que se comprovou pela tendéncia para a formagao
de precipitado, que foi separado da solucdo. No entanto, ressalve-se, que a solubilidade estimada
¢ superior para a citidina (43,8 mg/mL'?") quando comparada com a da adenosina. Desta forma,
a maior dificuldade de solubilizagao verificada podera dever-se a associacdo da citidina com o
carbonato de magnésio, formando um composto insollivel, ou ao facto de o valor de solubilidade
da citidina ser um valor tedrico estimado, que, portanto, pode nao refletir corretamente a
solubilidade real (a semelhanga do que ja foi verificado na comparacao das solubilidades da
guanina e guanosina). No caso da amostra que nao foi submetida a radiagao verificou-se, ao fim
de doze dias, que tinha formado um precipitado com particulas brancas. O estudo n&o foi
prosseguido, nem para esta amostra, nem para a amostra sob radiagao solar, uma vez que ndo

seria possivel determinar a estrutura quimica dos precipitados de forma cabal.

Algumas estruturas de citidina coordenada com catides calcio ja sdo conhecidas, nomeadamente
quando em presenca de clorato®. Neste trabalho avaliou-se o comportamento, em meio
tendencialmente neutro, da citidina quando coordenada com o cloreto de calcio na proporgao 2:1
(amostra Cit/Ca1), verificando-se que esta amostra foi mais facilmente solubilizada que a amostra
Cit/Mg2, o que pode resultar do facto de o cloreto ser um ido mais soluvel que o carbonato. Neste
caso o aquecimento com agitagdo decorreu durante trés horas, tempo ao fim do qual a amostra
foi arrefecida lentamente. No entanto nao foi possivel caracterizar o precipitado obtido, ndo se

tendo prosseguido o estudo desta amostra.

43



Por fim a amostra Cit/Ca2, preparada por via mecanoquimica, foi solubilizada a quente, tendo
para tal, sido aquecida por um periodo de duas horas. Favoreceu-se o arrefecimento lento da
amostra, sem agitagéo, verificando-se a formagdo de precipitado (a cerca de 27 °C), que foi
separado da solugao. A solugéo foi, por seu turno, colocada a evaporar sob radiagao solar. Ao fim
de quinze dias verificou-se a existéncia de cristais brancos, que, por SCXRD, se conclui ser
citidina. A citidina nao apresentava vestigios de ligagao ao sulfato de calcio, supondo-se assim
que este tera precipitado aquando do arrefecimento, fruto da sua baixa solubilidade em meio
aquoso. Esta tera impedido a complexagao do ido calcio com a citidida, por oposicao ao que esta

descrito para os contra-ibes cloreto®? e clorato®4.

5.3 Solugbes aquosas em meio acido

A amostra Gs/Mg3, solubilizada em meio tendencialmente neutro, apresentou, apds arrefecimento, o
aspeto visual das amostras contendo guanina (verificou-se a precipitagdo de flocos brancos na
solugdo). Assim decidiu-se solubilizar esta amostra em meio acido, uma vez que este, por favorecer a
protonacdo, ja se tinha revelado vantajoso para solubilizar as amostras de guanina. Testou-se,
igualmente, a possibilidade de solubilizar a amostra de adenosina (Ads/Mg2.1) cuja solubilizagdo em
meio tendencialmente neutro se apresentou dificultada, mais uma vez assumindo que a protonacao

favorecida pelo meio &cido seria vantajosa.

A amostra Gs/Mg8 (previamente Gs/Mg3) foi solubilizada recorrendo a uma concentragéo de 0,32 M
de acido cloridrico. A amostra foi solubilizada recorrendo a aquecimento (25 °C) com agitagao. Apos
a solubilizagéo, a amostra foi separada em trés fragdes iguais, uma foi colocada sob o efeito de
radiacdo solar, uma outra foi colocada na auséncia de radiagdo e a terceira foi colocada numa
temperatura inferior a temperatura ambiente, no frigorifico a cerca de 4 °C. Ao fim de dez dias a
amostra sob radiagao solar apresentava um precipitado que se verificou, por SCXRD, ser guanina
hidroclorada mono-hidratada. A sua estrutura encontra-se na figura 24. Nao foi possivel

caracterizar os precipitados das outras duas amostras.

44



w/

Figura 24 — Estrutura da guanina hidroclorada mono-hidratada obtida apds solubilizagdo em meio acido de
uma amostra de guanosina com carbonato de magnésio. A verde apresentam-se os dtomos de nitrogénio,
a amarelo os de carbono, a vermelho os de oxigénio, a roxo o cloreto e a rosa os hidrogénios

Apesar desta estrutura ja estar descrita na literatura'®, o facto de ter sido obtida a partir de uma
solucdo, em meio acido, de guanosina com carbonato de magnésio permite comprovar que a
degradagao do ribonucledsido na base nitrogenada é possivel. Refira-se, ainda, que na literatura® a
cristalizagcdo da guanina é efetuada a uma temperatura (34,8 °C) superior a utilizada no presente

trabalho e recorrendo a uma concentragéo de acido cloridrico (18%) também superior.

Estudos posteriores devem ser levados a cabo para aferir se a degradagéo ocorre devido a agéo do
acido, do carbonato de magnésio ou se resultara de uma interagdo de ambos com a guanosina. Estao
documentados casos de degradacgéo da guanosina em guanina em meio acido, mas recorrendo a acido
perclérico, cujo poder oxidante € superior ao do acido cloridrico (o que podera favorecer a degradagéo
dos grupos -OH da guanosina), e utilizando uma concentragao superior (5 M) a utilizada no presente
trabalho'?®. Apesar deste dado ndo poder ser desvalorizado, n&o é possivel fazer uma comparagéo
inequivoca entre as duas situagdes. Acresce, no presente trabalho, a verificagao, a vista desarmada,
(descrita no ponto 5.2) de um comportamento, para esta amostra, em meio tendencialmente neutro,
semelhante ao verificado para amostras de guanina no mesmo meio (precipitagdo em flocos brancos,
apos solubilizagédo, aquando do arrefecimento), o que indiciava ja a degradagao. Esta constatacao é,
ainda, complementada com a observagédo, em meio tendencialmente neutro, de uma tonalidade rosa
em amostras de guanosina com carbonato quando bastante concentradas. Esta tonalidade podera
dever-se a reagdo de um tautdbmero de guanosina diferente do inicial com o carbonato, ou
alternativamente, a degradacdo da guanosina em guanina e reagdo de um tautémero desta com o
carbonato. O meio acido foi fundamental para facilitar a solubilizagao, permitindo posteriormente obter
o cristal, no entanto podera nao ter sido essencial ao processo reacional. Importa, igualmente, clarificar
a acao do carbonato na reagdo, para perceber se o0 magnésio € essencial ou se, alternativamente, a
estrutura podera ser obtida com recurso a outros carbonatos, nomeadamente de calcio e litio. Recorde-
se que a ribose, quando nio esta protegida, reage com o carbonato degradando-se®', o que sugere
que este podera ter um papel ativo na degradagao da guanosina em guanina. E ainda de notar que a
estrutura presente na figura 16 mostra a degradagao da ribose resultante da reagdo da guanosina com

carbonato de magnésio. Refira-se, por fim, que a estrutura da guanina hidroclorada mono-hidratada foi
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obtida apds dez dias de exposicéo solar, o que indicia que a radiagao podera ter um papel ativo na

reagdo, no entanto estudos posteriores serdo necessarios para clarificar esta hipétese.

Na literatura''® ¢ ainda referido que dois sais de guanina diferentes podem ser obtidos em meio acido
(recorrendo a acido cloridrico), s&o eles a guanina hidroclorada mono e di-hidratada'?. Neste trabalho
obteve-se unicamente a estrutura mono-hidratada, que é a que necessita de condigbes mais
especificas para ser cristalizada. Esta estrutura caracteriza-se por apresentar uma molécula de agua
ligada ao atomo de nitrogénio 7 (ver numeragéo na figura 6). Ja na estrutura di-hidratada, para além
da molécula ligada ao atomo de nitrogénio 7, existe ainda uma segunda molécula de agua ligada
simultaneamente ao atomo de nitrogénio 9 de uma molécula de guanina e ao atomo de oxigénio 6 de
uma outra molécula de guanina. A ligagdo das moléculas de agua deve ocorrer quando a guanina ja
se encontra proxima da cristalizagdo. No caso da guanosina, o facto de o atomo de nitrogénio 9 estar
ligado quimicamente ao agucar impede a ligagdo da molécula de agua, o que podera facilitar a formagao
da estrutura mono-hidratada. A ribose, na degradagdo, devera separar-se progressivamente da
guanina, sendo que o atomo de nitrogénio 9 s6 deve ficar totalmente livre ja proximo do estado sélido,
0 que impedira a ligagdo da molécula de agua nesta posi¢ado. Esta hipotese €, ainda, fundamenta pela
evidéncia de protonagdo do atomo de nitrogénio 7 da guanosina, quando este ribonucleésido se

encontra em meio acido'?°.

Uma amostra de adenosina com carbonato de magnésio, em meio tendencialmente neutro, tinha ja
apresentado um precipitado verde (cor obtida igualmente nos cristais cuja estrutura que se apresenta
na figura 16) indiciando assim que a degradagédo deste ribonucledsido na respetiva base nitrogenada
sera, a semelhanga da degradagéo da guanosina em guanina, possivel. No entanto nao foi possivel
caracterizar o precipitado obtido, nem replica-lo (como descrito na secgao 5.2). Assim, para verificar se
a degradacao e a cristalizagéo seriam facilitadas pelo uso do meio acido, adicionou-se acido a amostra
Ads/Mg2.1, previamente descrita na secgdo 5.2. Na preparagdo desta amostra, pela via
mecanoquimica, ndo se recorreu ao uso do moinho de bolas, equipamento este que foi utilizado
aquando da preparagdo da amostra Gs/Mg8. Apos uma tentativa de solubilizagdo (da amostra
Ads/Mg2.1) em meio aquoso sem adigao de acido ou base que ndo foi bem-sucedida, separou-se a
solugdo do precipitado. Em seguida adicionou-se, ao precipitado, acido cloridrico (1,37 M) verificando-
se arapida solubilizagdo. A amostra foi colocada a evaporar sob radiagado solar, ndo tendo sido possivel

obter uma estrutura, em tempo util, para efetuar a caracterizacgéo.

Importa referir que, no caso da guanosina em meio acido, a sua estrutura na forma hidroclorada
nao esta descrita na literatura, o mesmo nao sendo valido para a adenosina nem para a citidina.
No caso da adenosina, a estrutura na forma hidroclorada é conhecida'®®, e os respetivos cristais
foram caracterizados apds cristalizagdo a partir de uma solugédo de etanol a 0 °C'3'. E, igualmente,
conhecida uma estrutura de adenina hidroclorada hemi-hidratada, obtida a partir de uma solugéao
38% HCI apds evaporagéo a 36,8 °C"'32 (condigbes estas bastante diferentes das utilizadas ao

longo deste trabalho experimental). O meio acido ndo sera, neste caso, o mais indicado para
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estudar a degradagédo do ribonucledsido na respetiva base nitrogenada, uma vez que havera
tendéncia para obter adenosina na sua forma hidroclorada. Desta forma é crucial realizar estudos
noutros meios para aferir a possibilidade de degradagdo com recurso ao carbonato, recorde-se a
agéo deste anido na degradagédo da ribose®!. Destaque-se, aqui, a necessidade de estudar mais
a fundo o comportamento da adenosina em meio neutro. O meio acido foi utilizado para a
guanosina como forma de aumentar a sua solubilidade, ndo se acreditando que seja essencial ao
processo de degradacdo. Uma vez que a adenosina é, de acordo com os valores teéricos, mais
solivel em meio neutro (5,1 mg/mL'?%) do que a guanosina (0,7 mg/mL") ¢é possivel que a

solubilizacdo ap6s a degradagao ocorra sem necessidade de recorrer ao meio acido.

A citidina ndo foi estudada em meio acido por, contrariamente as amostras de guanosina e
adenosina, ndo ter evidenciado degradacdo no meio tendencialmente neutro. No entanto é de
notar que este ribonucledsido, & semelhanca da adenosina, pode existir na forma hidroclorada33,
por isso, mais uma vez, o meio acido podera nado ser o mais indicado para estudar a sua

degradagao em citosina.
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Capitulo 6: Estudos preliminares de reagdes de fosforilagao

A segunda parte deste trabalho experimental consistiu em estudar a possibilidade de fosforilar
ribonucledsidos na posigdo 5, posicdo onde o fosfato aparece habitualmente ligado (como se

mostra na figura 9).

Para cumprir o objetivo proposto prepararam-se amostras de guanosina, adenosina e citidina com
hidroxiapatite. Este mineral foi escolhido por ser constituido, simultaneamente, por calcio e
fosfato. Espera-se que o calcio possa proteger as posigoes 2° e 3’ (a semelhanga do que ja foi
descrito ao longo do capitulo 1), deixando livre para a reagéo a posigao pretendida, 5. O calcio,
na sua forma de cloreto, pode formar um complexo com a citosina, estabilizando esta base

nitrogenada’3.

A apatite é a fonte de fosfato mais significativa no planeta Terra®%?, no entanto, a sua limitada
solubilidade'* em meio aquoso neutro obriga a utilizagdo de mecanismos para a sua protonagao
e solubilizagdo, nomeadamente recorrendo a ativagao por parte do cianato'3®. Este, apesar de ser
um provavel reagente pré-bioldgico, € instavel, limitando os ambientes em que a sintese de
ribonucledsidos podera ter ocorrido na Terra primitiva’3®. Assim, a possibilidade de solubilizar
hidroxiapatite quando em presenga dos ribonucledsidos, favorecendo em seguida a fosforilagédo
(através da adigdo de ureia) podera abrir novas portas ao estudo deste tipo de reagdes no
ambiente terrestre primitivo. Neste caso a presenca do ido calcio poderia favorecer a protecao
das posicoes 2’ e 3’, permitindo que a fosforilagao ocorresse na posigao 5’ (posigao onde o fosfato
aparece habitualmente ligado aos ribonucledsidos). Este método obrigaria a solubilizagdo dos
ibes calcio e fosfato, mas garantiria a fosforilagdo na posigédo pretendida, o que néo é possivel
garantir ao utilizar outros métodos, nomeadamente a hidroxiapatite em conjunto com oxalato de

amonia e agentes condensantes’3S.

A estrutura conhecida da citosina com cloreto de calcio®® indicia que o i&o calcio pode,
efetivamente, ligar-se a esta base nitrogenada. No entanto, os estudos preliminares realizados
utilizando citidina e sulfato de calcio na proporg¢ao 2:1 (amostra Cit/Ca2) indicaram que a baixa
solubilidade do sulfato de calcio impediria a sua solubilizagdo e consequentemente a ligagao a
citidina. Desta forma esperava-se o mesmo resultado para a citidina na presenga de
hidroxiapatite, pois esta & praticamente insoltivel em meio tendencialmente neutro'?. Ainda assim
tentou solubilizar-se, a 90 °C, uma amostra contendo citidina e hidroxiapatite (na proporgéo 2:1
citidina: calcio), recorrendo para tal a 15 mL de agua. Verificou-se solubilizagdo praticamente
total, mas, apds arrefecimento lento, verificou-se a existéncia de um precipitado branco. Este deve
ser hidroxiapatite que nao solubilizou e, portanto, ndo reagiu. O estudo desta amostra nao foi

prosseguido.
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No caso das amostras de adenosina e guanosina, bem como na amostra “mista” (contendo ambos
os nucleodsidos), testou-se, numa primeira fase, a possibilidade de realizar a reagao de fosforilagédo
num volume de agua de 2,5 mL. As amostras fizeram 8 ciclos alternando a presenga dos
reagentes em meio aquoso e em seco, apos os quais foram analisadas por *'P NMR. N3o foi
possivel obter resultados conclusivos, o que derivara, possivelmente, da dificuldade de
solubilizagdo no volume pretendido. Assim, testou-se, em seguida, a possibilidade de solubilizar
os reagentes num volume de agua superior, esperando que tal apresentasse vantagens para a
reacao. Verificou-se solubilizagao recorrendo a aquecimento a 90 °C e volume de agua entre 10
e 11 mL. Realizaram-se, neste caso, 9 ciclos, para verificar se 0 aumento (do numero de ciclos),
face a situagao anterior, seria vantajoso. Admitiu-se que a concentragéo de fosfato, no volume de
agua usado, néo seria suficiente para que este fosse detetado por *'P NMR. Assim solubilizou-se
cada amostra, apés os 9 ciclos, num total de 1 mL de agua. As solug¢des resultantes continham
muito precipitado. A analise 3'P NMR n&o permitiu obter resultados conclusivos. Supde-se que a
hidroxiapatite ndo tenha solubilizado neste volume, e, portanto, ndo tenha reagido, o que se
confirmou pela auséncia de sinais no espetro. No capitulo 7 sugerem-se algumas alternativas
para este estudo.
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Capitulo 7: Consideragoes finais e prospetivas

A realizagdo deste trabalho experimental teve duas grandes componentes, cujos resultados mais

relevantes se analisam em seguida, apresentando-se simultaneamente sugestbes de estudos futuros.

Numa primeira instancia avaliou-se a possibilidade de degradar alguns ribonucledsidos nas respetivas
bases nitrogenadas. Apesar do foco principal ter sido a guanosina, foram, também, estudadas algumas

amostras de adenosina e citidina.

A guanosina foi o ribonucleésido fulcral deste trabalho pois existem ja estudos que comprovam a sua
degradagdo na respetiva base nitrogenada quando em presenca de radiagdo cosmica'®.
Adicionalmente é de notar que a guanina, base nitrogenada presente na guanosina, € a mais abundante
nos condritos carbonaceos, o que fundamenta a pertinéncia da escolha da guanosina como composto

principal*®.

A estrutura de guanina hidroclorada mono-hidratada, conseguida apés solubilizagdo de uma amostra
contendo guanosina e carbonato de magnésio (na proporg¢éo 2:1) em meio acido, constitui o resultado
que merece maior destaque. Este resultado, fundamentado pela obtencédo de coloragdo aquando da
solubilizacdo da mesma amostra em meio tendencialmente neutro, bem como pelos resultados
preliminares obtidos por Carvalho et al'®, permitiu confirmar a hipotese inicial de que a guanosina pode
degradar-se em guanina quando em presencga de carbonato de magnésio. Sublinhe-se, igualmente, a
existéncia de estudos que apontam o carbonato como responsavel pela degradagéo da ribose®!, que
€, conceptualmente, um dos componentes da guanosina. No presente trabalho, o que se degradou foi,
por sinal, o derivado da ribose da guanosina. No entanto, serdo necessarios estudos posteriores para
confirmar se a degradagao nao se pode dever, em certas circunstancias, a agdo do acido (recorde-se
que a guanosina degrada em guanina, quando em meio acido, mas utilizando um &cido mais oxidante
e concentragbes superiores’?®). Um estudo que podera ser feito, neste campo, passa por seguir a
reacdo por '"H NMR, em meio acido e ndo em meio tendencialmente neutro, como foi feito na secgéo
5.2. Neste caso sera necessario adaptar as condigdes experimentais. Desta forma podera ser possivel
identificar a degradagéo e quantifica-la. E de referir que na estrutura da guanosina, o carbono 5’
(consultar numeragdo na figura 6) da ribose € o Unico que possuiu dois protbes, logo & facilmente
identificavel por "H NMR. Caso desaparega completamente do espetro pode concluir-se que a reagéo
ocorreu na totalidade, caso contrario é possivel, por integracédo de sinais, saber qual a percentagem de

ribonucledsido que se transformou na base nitrogenada.

O carbonato de magnésio foi utilizado por ser simultaneamente um reagente pré-bioldgico relevante e
um modelo laboratorial adequado (como referido no capitulo 1). No entanto, estudos posteriores
poderdo vir a revelar que esta degradacéo é viavel utilizando outros carbonatos, nomeadamente de
calcio e litio, testando-se assim, igualmente, o efeito especifico do ido magnésio.
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No caso da adenosina verificou-se que, apds solubilizagdo em meio tendencialmente neutro com
carbonato de magnésio (na proporgao 2:1) e exposigao a radiagao solar, se obteve um precipitado
verde. Este, por possuir a mesma cor que o obtido por Carvalho et al '®! podera ser uma evidéncia da
degradacdo da adenosina em adenina. Da mesma forma s&o necessarios estudos posteriores para
confirmar esta hipétese. Uma vez que nao foi possivel replicar o precipitado verde, mas que se acredita
que este sera instdvel em meio aquoso, surgindo apenas em estado sélido, um estudo posterior
passara por tentar precipitar este composto com recurso a solventes aproticos (como a acetona) como
solventes externos, ou alternativamente recristaliza-lo num solvente ndo aquoso. Neste caso sera
interessante estudar, ainda, o efeito do moinho de bolas (recorde-se que este equipamento foi utilizado
na amostra de guanosina que originou guanina hidroclorada mono-hidratada). A utilizacdo de meio
acido, no caso da adenosina, provavelmente, ndo produzira resultados conclusivos. A semelhanca do
que foi feito para a amostra de guanosina, sera interessante seguir, por 'H NMR, em meio

tendencialmente neutro, a reagdo da adenosina com o carbonato de magnésio.

Caso o estudo por 'H NMR n&o permita, para nenhuma dos ribonucledsidos, obter resultados
conclusivos, o que podera ocorrer caso a solugdo nao esteja suficientemente concentrada (neste caso
o sinal correspondente a espécie HDO podera dificultar a integracdo dos restantes sinais, e,
consequentemente a quantificagdo da reagéo), a reagdo podera ser seguida, alternativamente, por '*C
NMR. Neste caso, para além da analise ser mais demorada, o que decorre do facto do carbono 13 ser
pouco abundante, sera necessario recorrer a um agente paramagnético (como, por exemplo um sal de
cromo(lll)) para que a integragao seja possivel (caso ndo se recorra a este agente o tempo de relaxagéo
de cada carbono sera distinto, sendo impossivel relacionar a area dos sinais com a concentragéo).
Uma outra alternativa sera seguir a reagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia ou HPLC (da
nomenclatura inglesa High Performance Liquid Chromatography). Esta técnica apresenta como
vantagem o facto de ser mais rapida que o '*C NMR. Ja existem estudos de separagéo de nucleodsidos
modificados dos nucleédsidos tipicos do DNA e RNA recorrendo a HPLC de fase reversa, bem como
estudos de separagao de bases nitrogenadas de nucledsidos recorrendo a HPLC de fase normal (neste
caso utilizando uma coluna de silica gel substituida com um grupo amino)'®8. Adicionalmente, também
estdo descritos estudos em que se utilizou HPLC de fase reversa com troca ionica'®®, concluindo-se,

portanto, que existem varios tipos de HPLC que se podem utilizar nesta analise.

A solubilizagdo de uma amostra de guanina com sulfato de magnésio em meio acido permitiu obter
sulfato de guanina hemi-hidratada, esta estrutura, apesar de nao estar no &mbito do presente trabalho,
constitui uma novidade e, portanto, merece ser referida. Um estudo posterior a realizar consistira em

avaliar a possibilidade de obter a mesma estrutura partindo do ribonucleésido.

Futuramente sera interessante avaliar a possibilidade de degradagdo dos ribonucledsidos nas
respetivas bases nitrogenadas noutras condigdes reacionais. Sera, ainda, pertinente, prosseguir o
estudo para aferir se o nucleésido se podera formar, por passos, diretamente ligado a ribose. Um

argumento a favor desta hipotese prende-se com a dificuldade, na sintese abidtica, partindo de cada
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componente isolado, em conjugar as configuragdes de regioespecificidade e estereoespecificidade
necessarias. E, adicionalmente, importante destacar o desenvolvimento de novos caminhos reacionais
para obter pirimidinas, partindo de moléculas mais simples' (ao invés dos componentes conhecidos),

0 que podera, também, fundamentar a sintese do ribonucledsido diretamente ligado a ribose.

Caso a hipotese de sintese dos ribonucléotidos venha a ser confirmada, aliada as evidéncias de
degradacao confirmadas neste trabalho, sera possivel explicar porque € que se encontram apenas as
bases nitrogenadas nos meteoritos. Salienta-se que a preparagdo das amostras provenientes dos
meteoritos & feita com recurso a acido férmico e temperaturas elevadas (da ordem de 100 °C)?4, sendo
utilizado acido cloridrico para preparar as amostras para a cromatografia®3. Estas condigbes
poderdo, por si sé, originar a degradacdo do ribonucleésido na respetiva base nitrogenada
(sublinhe-se, mais uma vez, a importancia de perceber o papel do acido na degradagao), portanto

estudos posteriores, recorrendo a condigdes mais suaves de extragdo, poderao ser necessarios.

Como comprovado ao longo deste trabalho experimental as diversas formas tautoméricas da guanina
e da guanosina podem originar compostos distintos apds reagédo com alguns sais inorganicos. O estudo
da reatividade destas moléculas revela-se, atualmente, fundamental, pois podera permitir a
funcionalizagdo das mesmas para aplicagdes biologicas e farmacéuticas. No caso da guanosina, a sua
funcionalizagdo permite que seja usada como agente antiviral, por exemplo, no tratamento do HIV'4°.
A guanina tem sido aplicada ao fabrico de catalisadores solidos, como o SBA-16-G, que pode ser
utilizado para remover metais toxicos de solugdes aquosas'#'. Destaca-se, como vantagem deste tipo
de catalisadores, o facto de serem livres de metais, faceis de sintetizar e caracterizar, bem como
reciclaveis (até quatro vezes) sem perda significativa da atividade catalitica?2. A guanina pode, ainda,
ser funcionalizada, em conjugacdo com nano particulas de silica, sendo aplicada a detegdo da necrose

de tumores43,

A segunda parte do trabalho experimental passou por aferir a possibilidade de fosforilar
ribonucledsidos, na posigao 5’, recorrendo a hidroxiapatite. Este mineral, por conter calcio, favorecera

a protegao das posigdes 2’ e 3, obrigando a fosforilagao a ocorrer na posigao pretendida.

Nao foi possivel obter resultados na segunda parte do trabalho, o que se podera dever a ndo
solubilizagao da hidroxiapatite no volume de agua pretendido. Existem ja estudos em que foi possivel
obter um sinal de *'P NMR da hidroxiapatite quando conjugada com guanosina''3, no entanto utilizou-se
um numero de ciclos superior, bem como o ido borato. Este, para além de poder, tal como o calcio,
proteger as posi¢des 2’ e 3’, permite ainda retirar célcio a hidroxiapatite, 0 que poderd aumentar a
solubilidade do fosfato. Adicionalmente destaque-se, nos referidos estudos, o uso de fosfato de
potassio como fonte de fosfato. O potassio podera, igualmente, aumentar a solubilidade do fosfato.
Desta forma, uma maneira de tornar o método proposto mais eficiente, passara por adicionar borato de
sodio as amostras. Este, para além de poder ter ocorrido no mundo pré-bioldgico nas formas de urlexite

52



e kernite'4, apresenta ainda como vantagem a possibilidade de aumentar a solubilidade da

hidroxiapatite, garantindo, simultaneamente, a protegdo das posicdes 2’ e 3'.
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