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RESUMO

De§envolyeujse um método fluorimétrico rdpido e sim-
ples para a determ%nagéo de bilirrubina total (BR;T) e bilirrubi
na ligada & albumiﬁa (BR—HSA) em sSoros.

“Nesse método utiliéamse cela com geometria de &ngulo
reto e as anilises sdo realizadas em amostras de soro com alto
nivel de BR, mantendo-se sempre constante a concedtragéo de HSA.
Os valores de BR-HSA s%oc lidos diretamente no fluorlmetro com a-=
mostras de soro d;lu1do. Os valores de BR-T sZo lidos apds a adi
¢do de 0, 3% <d0'detergente xido de dodecildimetilamina (DDAO).

Os resultados das andlises de amostras de soro de a—l
dultos (10 casos) e de amostras de soro de criancas (20 casos)
foram comparado com o método diazo. O coeficiente de correlagio
entre os niveis de BR-T determinado pelo método.fluorimétrico e
pelo método diazo para adultos foi dé 0,98 e para criangas 0,99,
0 cogficiente de correlac3o entre BR-HSA determinada Fiuorlmetrl
camente ¢ BR—T determinada. pelo método diazo foi de 0,97 para a-
dultos e C,93 para criancas. O valor de (ER“T)"(BR—HSA)/(BRTT)
calculado para criancas com e sem fototerapia, mestrou diféren -
¢as para ambos os casos. Comparando o nivel de BR-T determinado
fluorimétricamente em amostras de soro de adultos e criang¢as, ob
servou-se uma diferenca na forca da ligagdo BR-HSA sendo que as
amostras de adultos apresentaram maior afinidade.

Nos estudos do efeito da irradiagdo da enzima micros
somal do figado de ratos, encontrou—se um éumento na atividade
frente ao p-nitrofenol e uma inibic%o frente 4 BR. Na irradiacdo
de BR-HSA observou-se um aumentc na velocidade de conjugacdc com

acido glucurdnrico,



ABSTRACT

A_ rapid and simple fluorimetric methoa has been
devaloped for determinations of total bili;ubin {BR~T) and
bilirubin bound to albumin (BR=HSA) sera. |

Right angle geometry cells in this method were used
and the analyses were perfoﬁed in samples with high -bilirubin
levels and constant concentration Q% albuﬁin;.Ihe BR:HéA values
were determined direc?ly on a fiuonimeter inrsamples of diluted
serum., The BR-T value;'were determined after addition of 6,3%
dodecyldlmethylamlne oxide detergent EDDAO; | | )

"The regults of the analysis of adult serumlsamples
(10 cases) and of serum samples from children {20 cases)  were
compared with thé diazo method. The correlation coefficient
between tne BR-T. level determined by the fluorimetric method and
that datﬂrmlned by the diazo method for adults was 0, 98 and for
children 0,99, The correlation coafficient between BR-HSA
determined fluorimatrically énd the BR~T determined by diazo
method was 0,97 for adults and 0,93 for children. The value
(BR=T)=(BR-HSA}/(BR-T) for children with or without phototherapy
showed differences in both cases. Ccmparing the BR=T level
~determinad fluorimetrically in sample§ from adults.and children,
"a difference in the BR-HSA binding stréngth was observed. The
adult sample has higher affinity.

An increase of activity of rat liver microsomal enzyme

using p-nitrophenol as substrate was found in photochemical studies

Nev:rtheless, an inhibition was observed using BR as substrate.
In tha irradiatiori of BR-HSA, an incresase of glucoronic acid

conjugation rate was observed..
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"~ INTRODUCKO

I.1 Bilirrubina
1.1; Formac3do .

. A bilirrubina & formada no organismo, principalmente
pela degradagdo da hemdglobina liberada no plasma sanguineo pela
decomposigio de eritrbécitos. A hemoglobina & captada pelo siste—
ma retfculo endotelial onde o ferro e a protefna s3%o liberados,
e, reaproveitados., O grupo heme & metabolizado & bilirrubina. A
conversao do heme em bilirrubina se processa pela cisio da ponte
d-meteho_do anelaporfifinico. A enzima heme oxigenase catalisa
aerobicgmente a conversio do heme em biliverdina e, a biliverdi-
na converte—se em bilirrubina, pela ac3o de biliverdina redutase
(esquema I). A BR n3o é reaproveitada pelo organismo, podendo e-
xercer efeitos téxicos. Portanto, a eliminacdo deste composto

torra-se um irportante processo fisioldgico.

1.2. Metabolismo
O pigmento amarelo BR, & praticamsnte insollvel em
meio aquoso (1,2}, sollvel em lipidios e, com grande tendéncia a
produzir solugles supersaturadas ou colSides (2). No entanto,sua
hidrossolubilidade_é aumentada pela liga¢do com a albumina. Li-
gada & albumina a BR & transportada através do sangue até o figa
do. No figado, a BR & conjugada com o &cido-UDP-glucurdnico pela

agado da enzima UDP-glucuroniltransferase formande-se um diglucu-
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ronidio de BR sollvel em &gua, Conforme equagéo(l.)

f
f
f_

UDP-GT
N

BR + Z,aCido—UDP*3¥ucuronico ——= UDP 4+ BR-diglucuronidio
(eq. 1)

. O diglucuronidio de. BR sollivel & secretado pelo figa-
do na bile, No intestino, a flora bacteriana reduz 'a BR conjugada
a urobilinog@&nio, a qual & excretada como.urobilina fecal. .. Uma
parte do urobilinog&nio & removido do intestino para o figado e
rins através da corrente sanguinea de onde s3o excretados na bile

e na urina na forma de urobilina urindria. Todas estas vias se en

. contram, resumidas no esquema II.

1.3. Hiperbilirrubinemisa

Hiperbilirrubineﬁia pré-natal, tambdm conhecida com§
ictericia do recém-nascido, ¢ o aumento da BR na corrente sénguiF
nea no periodo compreendido entre os dois Gltimos dias de Qidé ig;
tra-uterina e os primeiros dias posteriores ao parto, Acredita-se
gque isto ocorra devido a inabilidade da crianga para conjugar e.
excretar é BR na mesma velocidade em que & produzida. Isto leva a
um actmulo do pigmento amarelo BR, na pele, gordura e org3os do
corpce elevando a sua concentrag%é no plasma sanguineo; 0 grau
mais significativo de hiperbilirrubinemia é causado por doencas
hemoliticas no recém-nascido devido 3 incompatibilidade do grupo
sanguineo da m3e e do feto. Causas menos comuns de hiperbilirrubi

nemia s3o também conhecidas como defici8ncia congénita da enzima

glucose-6-fosfato desidrogenase (G6-PD) e deficilneis congdnita
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da enzima do figado uridina;difosfoglucuronil transferase (UDP~GT):

Seja qual for,a causa de hiperbilirrubinemia, o efei—
to de niveis de BR acima de 9 mg/dl de soro em criéngés imatufas
(3,4) e acima de 15 mg/d% de soro em criangas maturas (5) s3o po=-
tencialmente danificantes, pois o pigmento é capaz‘de transpor a
barreira cerebral_desencadeando uma lesdo irreversivel do sistema
nervoso central com Consequénciés sumamente graves. Resulta-—se
ent#o,- uma sindrome chamada “Kernictérus", caracterizada por alta
mortalidade ou grave déficit mental é'paralisia nos que sobrevi -
vem, |

Este tipo dé énfermidade, obriga o neonatélogo é se-—
guir a eveolugdo do paciehte’ictérico mediante controlés laborato-—
riais e, baseando~se nos resultados, adotar medidas preventivas a
- dequadas como a.fotbterapia, quimioterapia ou transfusdo sangui -

nea como medida mais enérgica.
1.4, Estruturss e Propriedades da ‘Bilirrubina

1.4.1 Estrutura _
A BR & constituida de uma série de is®meros estrutu -
rais tetrapirrdlicos de cadeia aberta com virias duplas ligacgdes
conjugadas, as quals explicam sua hidrossolubilidade e seu cara-

ter croméforo. Sua férmula geral é:

R R R R R
N
\\?,f N C

=Q

Ir—=



onde ijode,sertlﬁetil (Me); Vinil (v); ou

dcido propidnico {P)

Isomeros

Me ' Me P P Me Ma v
. }
l l ol I _‘f I’ H (IX ot )
OFF NN C— NN~ =C " >y SCENN X '
1 { i b [
H H H H-
Me Me P Me M= v
‘ | !
\ e (ITT )
| | | !
H ﬁ H H H

Considera-se que soménte o isBmero IX« & formado no
organismo. No entanto, todos esses isdmeros sHo generalizados co-
mo  BR nos meios bioldgicos, médicos e quimicos. Contudo, Janser
e col. (€) mostraram que o soro sanguineo de criangas com icteri-
cia contém somente 62 a 70% de BR IXL , 10 a 19% de BR III oL e
16 a 20% de XTII o . |



1.4.2° Propriedades fisico quimicas

Conforme visto, a BR possui dois grupos'carbonilicos
amida e, dois grupes carbokilas.portanto, o pH do meio & importan
te para sua ssoluBil%dade no meio aquoso como pode ser viéto peloé
dados de.Brodersen (7) {fig.I.1l)-

Hidrdéxido de sédio d,lM, hidréxidode potédssio, carbo-
natc de sédio s3o Stimos para dissolver a BR. Quando solu¢des .ae
BR s30 neutralizados, ocorre fdrmac3o de éoléideé. Em solugdes § .

cidas BR & quase insollivel,

SCLUBILIDACE
NM

1O

pH

Fig.I.1l Sclubilidade de BR com variac3o

.do-pH; 37eC, forga idnica 0,15M (7);



Solventes apolares, tais como hexano ou ciclohexano ,
n3o dissolvem BR, Gefalmente, sua solubilidade aumentaz com a polg;
ridade do solvente, como no caso da formamida e dimetilformamida.
Na tabelal.l ltemos a solubilidade aproximada de BR em virios sol-
ventes a 252C” (8),. '

A'solubilidade‘de BR em solugdes aquosas de protelnas,
. particularmente sorc de HSA, é de grande importéncia,-pois a BR
ligada- & HSA forma complexo bastante estével. No entanfo, protei-
na. por si s& ndo solubiliza a BR em solugBes aquosas, devido &
incapacidade ‘de romper ligagBes intramoleculares da moldcula de
BR.- Por outro lado, proteinés formam complexos sstiveis com BR a-

pbs a ruptura da ligag¥3o intramolecular (9).-

1.4,2,1 Liga¢Bes de hidrogénio intramolecular
Devido & estrura polar da molécula de BR, existem al-

‘guns grupcs capazes de formar pontes hidrogénio, os quais a tor —-

nam sollveis em agua. No entanto, a BR IXe Acida (fig.I.2) & pfg.

v

ticamente insoldvel em &gua. Esta discrepincia & explicada pela

P He

‘:;%?jp7 \\f;%:zf/\\\—“_-COOH
HOOC-——"\\¢/2i%§;\ 4¢L;%ji\ #CHz

Fig.I.2  BR IX«< 4cida



Tabela I.1 Solubilidade de BR em vArios solventes

a .25 (8)

10 Loo 1ose  isaoon ' MM
1Y A i i .

n—hexano
ciclohexano

n—-pentano

lig.parafina

benzeno

to ueno

xileno

pirrel

" piridina

diclorometano

. cloroformio _
tetracloreto de carbono
metanol '
etanol

l-propanol-

"7~-propanol

l-butanol

n—pentanol
ciclohexanol

formémida

N, N-dimetilformamida
dimetil sulfdxido

dgua Acida

dgua alcalina

eter

etilenoglicol monoétileter
acetona

metiletil acetona
metilpropilcetona
diisobutilcetona
etilacetato
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ligagZio de hidrog®nio intramolecular da moldcula de BR 4cida como

mostra a fig.TI.3. £m meio alcalino, os dois prétons carboxilicos

FigsI.3 BR IXoC Ligagﬁeé de.hiérogénid

intramolecular

s@o liberados , e a estrutura & aberta expondo os grupos responsa—

veis pela ponte de hidrogénio (fig.T.4). A moldcula pode, entdo ,

. - - . .
formar sais sollveis de sodio ou potéassio,

L%
\o=CH2
h o
¢
HyC AN\ N\ ) coo®
Ne |
g TR . o
2
/ N N—F
®00C N e A e
ﬁ i
CH3 CH3

Fig;I.h BR IXet difnion



1

A elucidacio da estrutura de ligagles de hidrqéénio

1

intramolecular. como uma explicac3o da insolubilidade de BR 4cida,.

tem contribuido eﬂormemﬂnte no entendimento do mecanismo da neuro
toxidade e, txambem como base para o entendimento do efeito da foto

terapisa, sobz:e o qual discutiremos mais adiante.

1.4.3 Propriedadss Luminescentes

Um método bastante difundido atualmente no tratamento
de -hiperbilirrubinemia é a fototerapia. Assim, o corhecimento das
propriedades luminescentes de BR torna-se de grande valor para o

entendimento da sua fotoquimica e precblemas associados com a foto

terapia. A.BR n3o apresenta luminesc®ncia em solugdo, a temperatu

ra ambkiente. Porém, em 1975 Bonnett e col. {10) observaram uma a
miss&do aproijﬂadamente em 525nm em varios solventes polares a 77K

No mesmc ano, Matheson e col. (11) determinaram o rendimento quén

tico de fluorescéncia em etanol a 77K, obtendo o valor de 0,13 .-

Um outro grupo de Bonnett @;991. (12), estudando a influéncia da

¥

tzmperatura na failxa de 215 a 293K sobre a absorc3o de BR em di-

clercetano e dimetilformamida a 450nm, observaram variacSes espec’

trais scmente para solugBes em dimetilformamida, contudo a fluo -
rescencia ndo fol observada para dicloroetano, a mesma temperatu-
ra. Fei, entdo, sugerido que a forma fluorescente de BR & reversi
vel em certos solventes polares, particularmente dimetilformamida
a balxa temperasturas. . 7

| Chen em 1973 (13) observou que.quando BR se liga &

HSA fluoresce a temperatura ambiente, e, dependendo da origem da

3.2

albumina, tantc o méximo de emiss3o como o rendimante quantico de '

fluorescéncia variam. Por exemplo, ro caso de albumina humana. &s
’ _—

ses parametros s¥o 527nm e 0,0012 e para albumina bovina 54énm e
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0,00085.

I.4.4 ReacBes com reagente diazo

Uma propriedade importante de bilirrubina & 3 de com
binar-se con}ac1do sulfanilico dlazotado (equagao 2)

Embora descrita por Ehrllch em 1883 (14) para BR na

urina, esta reagdo & conhec1da como reac3o de Van den Bergh

NH | - C T aNeNelT
| % f
+ Nan(}2 + 3HCL - + NaCl + HC1l + 2H20
1 ' l_ |
SOST | ) 803
dcido sulfanilico ac. p-diazobenzosulfdnico

(equacfo 2)

0 mecanismo da rea¢do postulado produz duas moléculas
croméforas e uma de metanal (15) (fig. I.5).

Van den Bergh (16) aplicando o reativo diazo em plas—

" -~ - . - ) ” - .

ma ictéricos, descobriu que, em meio aquoso acido, se produziam
dois tipos diferentes de reagSes: com plasma de pacientes com ic-
tericia obstrutiva, a colorag3o se produzia rapidamente ( reacg30
direta) e com plasma de pacientes com ictericia hemolitica a

reagdo ocorria muito lentamente em meio aquoso , mas acelerava ao



13

fos N
H H
“(Tygom} _“_ _“_ {opobnfuos HEG) oowosoonid 0p19D = ¥
: © o n HOPHD. HY 0 {osat 88) H =¥
R ) Vi
@&ﬂz 3 o MY T e " "
, \ /7 T\ 2 2 Co 1

St = pid H2 N N Fos
T Y Zud, o (1000 +H o/ W\ 0
NTH HD N// HI - —

HY 0% % e
(81069 . , Sy PR THD .
. o )
. H Ho M H \% H. H
{41000 :
o . : LN MZ
; TS z/ [T AN o H = = / _\

. : . -+ A e o M £

(ougpunaas ophoaw ), N={ , R\ o o N\

, W H
_M y o P\ W ) B u/ w |
T fos (¥oD (00D
{81000 (I ug oz0]

=X
-
x
x

o | _ : _

. N
O RHRR
o \ D S N o

%o

Zus wa uxo
(#0032 Eoou



14

adicionar etanol ( reagdoc indireta). |

Madis tarde (17,18), descobriram a presenga de .4cido
glucurdnico na BR de reag¢do direta. Assim, postula-se que a feg
cao de BR'diireta & produzida pof BR conjugada com 4cido glucurd--
nico e a reag3ao indi;été por BR nZo conjugada ou livre.

Este tipo de réagéo fol rapidamente, utilizada paca

diagnbéstico clinico de niveis de BR.

=

I.2 Uridinadifosfo~glucuronil t;ansferase"(UDP—GT)

Voltando a0 esquema II, podemos observar que a enzi-—
ma UDP-GT, & a chave catalitica na formaclo de glucurénidio‘ -‘de
~ BR, transformando-o. num compdsto pélar de facil excrecgio., "Esse
proéessp de c:onjugagéb e excrec¢do representa um dos mais importan

tes mecanismos de desintoxicacBo humana e da maioria dos mamife -

ros.,.
1.2.1 Reaclo Geral '
9 COOH
COOH
o o PN "
R-OH + OH > 9 e N,
HO 0—P-0—-P—0—=CH, |
! ' O
oH by Lo

HO OH
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Apesar do desconhecimento do mecanismo molecular exa
to,-na formagsc de: glucuronldlos, a conflguraﬁo do produtdo sugere
um mecanismo de substituicBo nucleofilica SN,, do grupo UDP resul
tando na inversio de Conflguragdo. Atomos como 0,5, e C, sendo nu
cleoflllcos, podem formar llgagoes g11C031dlcas. Algunsl exemplds
sdo apresentados na tabela I.2. A introducHo de residuos glucuro-—
nil, aumenta a polaridade da moiécula facilitando aséim, sua ex =
crecdo na bile ou urina. {19) \

Na.tabela I.2, pod:amos oEéervér uma-diversidade de e§:
truturas do substrato bem como de diferentes compostos glucuroni-
dios. Isto sugere qye é enzimé transferase & capaz de se ligarese
letivaménte a uma variedade de moléculas com diferentes  formas
geométricas e tamanhos, isto &, a enzima & polimérfica, ou seja e
xiste mais do que uma transferase. No-entanto, a questdo da hete—.
rogeneidade das tfansferases.permanece ainda incerta. £m 1970 Mul

_ ! .
der (20) sugeriu -que essa Heterogeneidade aparente da enzima deva

ser devido, em parte, a sua localizacgdo microssomal.

1.2.2., Propriedades fisico-quimicas
A UDP-GT foi purificada por Groski e coi. (21) na for
'ma de um complexo prqteina—fosfolipidio consistindo de uma cadeia
polipepididica simples com peso molecular minimo de-59000.'A com--
posicBo de aminodcidos indicou que dos 531 residuos de aminodci —
dos L48% s3o polares e 52% s3o épolares.

Diversos estudos realizados para a purificagéo de UDP
GT tém demonstrado que a utilizag3o de diferentes detergentes no
fracionamentérda énzima apresenta diferentes quantidades de fosfo
lipidios.

Outra propriedade interessante da transferase & a sua



instabilidade. em solugBes diluidas de proteina., (22)
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A esp601flc1dade da enzima purlflcada & absoluta para

o Acido UDP~— glucuronlco (23)

Tabela I.2 Glucuronidios representativos em Fluidos

fisioldgicos.,
Aceptores. .
Tipos de glucuronidios Grupo funcional Exemplos
0-Glucuronidios
i . .
-C - 0 ~-¢y - fenblices. - p-nitrofenol
I , _
mgt-'of Cy . 4c.carboxilico bilirrubina
0 ‘
N-Glucuronidios
-0 - ?%N - Ci . carbamato meprobamato
SRR I
O H
Ar = N - C5 arilamina 2 naftilamina
| - SN '
H -

S-Glucuronidios -

Ar = S = Gy arilmercaptano tiofenol
C-Glucuronidios

- ¢ - Cl. | sistema

1,3 dicarbonil fenilbutazona
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I.3, Fototerapia

A fototérépia,é um método bastante utilizado no trata
mento de,hiperbilirrubinemia apesar do desconhecimento exato do
mecanismo molecular e efe%tos colatefais no organismo;xA BR & so=
~mente um dos muitos compostes no sanQUe e tecidos do organismo
que poéem ser afetados por irradiagio da luz visivel,

| O interesse pela fototsrapia surgiu em 1958 pelas ob-

éervagﬁes de Cfemér e.coi.(ZQ) 0 qual registrou que BR em soro de
criancas ictéricas decompSe-se com luz. Desde entdo, numerosos es
tudos foram realizados neste campo (25-31}. No entanto, esse, no—-
vo-velho tratamento fototerfipico ganhou dimensBes em meio clinico
com a publicagie em 1968 por Lucey e col. (31) o qual descreve a
efickcia da fotot:rapia na preveng3o de hiperbilirrubinemia “em
cri@ngasipré maturas. Assim, numerosas unidades fototerdpicas fo-
ram construidas. |

Infelizmente muitas criangas foram irradiadas com uni
dadés fototeripicas de construgdo inadequada, além disso, na &po-
ca; pouco conhecimento se tinha do tipo e quantidade de luz e tem
po de irradiacdes ideais.

Na pratica, a Foéoterapia consiste em Qm banho de luz
na crianga com um banco 4tico de 8 a 10 lémpadashfluorescentes s
cuja emiss3oc de luz situa-se na faixa do espactro visivel de 40C
a 490nm e fluéncia aproximadamente 0,9 AWmeZ (32). Esta irradia-
¢30 causa o deslocamento do pigmento amarelo na pele num .periOdO
delz a 3 horas e em casos mais graves no periodo de 6 horas ou
mais.

A eficlcia da fototerapia difere dependendo do tipo
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de ictericia tratado e, de fatores tais como: comprimento de ondg
intensidade da luz, érea superficial exposta, e velocidade - na
qual o produto BR é removido da pele e do sangue.

ﬁiversos mecanismos foram propostos na redug3o da BR
assoclada com a fotéterapia,'como por exemplo ormeéanismo da des-—
truic3o oxidextivandé pigmeﬁto, onde McDonagh (33) apresantou evi-
_déncia dz que a fotooxidac3o de‘BR envolve adigio autossensibili-
zada de oxig@nio singlete & ligag3o meteno da BR  n3o ‘conjugada

(fig.I.6).

HO,C CcoH
I

(CHg, (CH,,

D ~
Yo
0" H
0,C ngi
|
(CH)(C
A/D I B i C I
/ N \

Fig.I.6 Fotooxidac¢do de BR.
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Ostrow (34),em seﬁs estudos de fotocatabolismo de BR
marcada em ratas Gunn com. ictericia cong8nita, e =studos de Lund
'e_col. {(35), na infludncia da fototerapia no modelos excregéo-bi—
liar da BR em criangas com hipefbilirrubinemia t&m demonstrado
guantidades substangiais de BR n¥o conjugada na bile. Este fato
e o mé}ogro em encontrar produtos de fotooxidagZio em  excrecdes
de criangas e animaisrem experimentos apés fototerapia, levdu -
0s a abandonar a idéia de que a fétodegradacZo & o mecanismo
-mais importante (36,37). Né'auééncia da luz;,a'excxegéo‘de BR &
insignificante, 0 segundo mecanismo proposto & a Fotoisomériza -
' géo'da BR a lJm'composto‘polar, sollvel em &guas e de ficil excre-—
géo.'Assim, os trébalhps d2 Ostrow e ccl. {34, 38-39) e Lightneﬁ.
McDonagh e col. (LC~43) fornecem éQidéncias conclusivas que BR
IXot (¢ isbmero Z,Z), sofre fotoisomerizacBo em uma das duﬁlas
ligagBes meso ou em ambas (fig.I.7) pars uma conformac3o menocs 1i-
pofiliéa e. com menos.ligagﬁés intramoleculares de hidrcgénio pro

duziﬁdo os isdmeros: 5E,15E; 57,15E; 5,157 {(fig.T.8)

LUZ

Fig.I.7 ConversZo de BR IXet g PBR IXok
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H
R‘
= ‘ VL 3 s, 4, : i =
NS Ike: R R Me; HRR% CH=CHz o
H e=0-4 I : R RY CH=CHp ; RER™: Me SFNF N
N 7 2 .3 " Me
XTI = : R=R% Me ;R R: CHw= CHy
' SE , ISE

Fig.I.8 Fotoisomerizagdo configuracional de BR IX of

e seus 1someros,



Segundo McDonagh e col, (36), um provivel mecanismo
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na excre¢do de BR durante a fototerapia & a incidéncis da luz na

superficie da pele onde se encontra a BR, procando ‘uma excitacg3o

fotoquimica de BR, produzindo fotobilirrubina {FBR). Fsta subs -

&ncia - igr: 4s da memb | |
t&ncia pode. migrar através da membrana plasmatica para o sangue,

onde se liga com a albumina e levada para o hepatécito. Quando o
sistema de conjugagdo n3o funciona, somente a moldcula mais po -
lar (PBR), a qual nZo requer conjugaco para excrecdo devido - a

suas caracteristicas polares, passa: para dentro da bile, fig.I.9

BR- ALBUMINA . == BR

R e T Y PE Y
mwwwMMTa P BR :f P BR- ALBUMINA ﬁ: P BR | P BR —— BR-

PELE - SANGUE FIGADO T BILE

Fig.I.9 Mecanismo da excrec®o de BR durante fotote.
rapia de um recém-nascido ictérico (BR= 57,157 bilir -

‘rubina IX« ; PBR= fotobilirrubina) (36)

Um outfo efeitq da luz possivel & a FotoffeatiVagéo
da enzima UDP—GT; que se encontra em baixa atividade no recém -
nascido e que estd impossibilitada de conjugar BR a diglucuroni-
dic de BR (4&—46), que é excretado via urina -fezes,

Year e-col. (47}, demonstrsram ., preliminarmente
que a exposigdo de microssomcs hepéticos de ratos ictéricos &

ndo ictéricos 3 18mpada fluorescente (luz azul) aumentou signifi
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cativamente &a atividade da enzima UDP~GT, Sisson e col. (48) P
demonstraram também o efeito da luz na atividade das enzimas do-

figado de ratos perfusados.

I.4 Fotorreativagdo

Com a descoberta da. radiég'éo ultravioleta UV, no ini
cio do século passado e com progressivas aplicagﬁg's da ¢iéncia
fisica 3 biolecgia, tornou-se evidente qué radiagdo UV podé procu
zir danos nos componenteé celulares, Mo entanto, com o 'tréba‘lho
picneiro de Kelner (49) e Dbeec_o (50), foi‘comprovado gue &sses
efeites podem ser parcialmente revertidos por subsequente irrad;‘
agdes com mailores dom_primento de onda (FOTCRRETIVACKO). Assim a
fotorretivac®o seria uma recuperagac, comc definido por Jagger (
(51) de um .cromdfcro na molécula, ou parte dessa, que absorve ' a
radiac8o efetiva num'dado processo. |
| Os efeitos da foterreativagdo sfc usualmente obtidos
‘com comprimento de onda que__-‘_\/_:ariam de 310-49Cnm ("luz fotorreati
vante). A eficéicia relativa a.difer.entes comprimentoc de onda p_c_S_

de variar de organismo para organismo,



I.5 Objetivos

Esse trabalho tem como objetivo, desenvolver um métg
. &, . »
ria pequenas allquotas de sangue como amostra, pois, hd uma gran
de dificuldade em se obter amostras de sangue dé recémmnascidos

com hiperbilirrubinemia. 0 método desenvolvido neste trabalho &
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uma adaptac@o do método de lLamola e col. (52), explorando-se a

propriedade fluorescente de BR ligada a HSA ou em micelas do de-

tergente 6xido de dodecildimetilamina (DDAO). Além disso, preten

d2—se comparar os valores obtidos com os do métodc convencional.

A BR n3c & o dnico composto afetado por Fototerapia.‘f

Qutros componentes do organismo pédem’ser alterados-por luz visi
vel (22). Consideiando as obéervagﬁes de Years (47) e Sisson - e
col, (48).mua'efeLto da fotérregtivagéo da enzima UDP—Gluchonil—
transferase do figado de ratos no gual sé:usa p—nitrofenel -como
substrato, torna=-se i%portante verificar, também, o efeito dan ir
radiag3c sobre a enzima microssomal do figado de ratos frente a
sua afinidade com a BR, uma vez que BR & o substrato enddgeno
mais importaﬁte,para.a enzima, Al®%m disso, verifica-se o efeito’

do fotoisdmeroc BR/HSA na atividade enzimitica.
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. PARTE EXPERIMENTAL

I1.1. Drogas

Nome

Acetato de etila

fcido acético

Acido cloridrico,
Acido.eati1enodiaminotétfacético
fcido lactico

fcido subéinibq

fcido sulfanilico

fcido. tricloroacético

Albumina boving

"~ Albumina humana fragdo V.

Bilirrubina

S—
s
i

Brij-35

Cloreto de magnésio
Cloreto de sddio
Clorofdrmio

Fosfato monobisico de sdédio
Fosfato bibasico de sddio
Hidréxido de amdnia
Hidréxido de sbédio
Hidréxido de potdssio
Jodeto de potéassio

Lubrol PX

Yitrito de potassio

24

Procedéncia

Carlo Erbé_
- CcAQ
Queel
Merck
Carlo Erba
Carlo'ErBa
Carlo Erba-
Carlo Erba
Sigma
Sigma
Sigmé
Sigma
“Reagen’
Carlo Erba
Merck
Carlo Erba
Carlo Erba
Merck
Carlo Erba
Merck
Merck
Sigma

Merck



Nitrito de sSdio

Oxido de dodecildimetilamina
p-Nitrofenol

Sulfato de cobre

Tartarato de sédio efpotéssio
Ixieténolamina |

Tris hid;oxin1etil‘aminometanb
Uridina-5*~di fosfo Acido glucurl-

. . ” . ~ .o
nico- sais de sdodio e amdonia

Uridina-5*-di fosfo-glucuronil trans-—

ferase tipo IIL
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Queel
Klingler S.A.

Mefck" ‘

Carlo Erba
Ecibra

Carlo Erba’

. Carlo Erba

.

Sigma

Sigma
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1I.2. Equipamentos

As lei turas de pH das solugles tampdo foram determinadag no_-
potencidmet ro METROHAM HERISAU hodelo E 512.
As pes agens F9fam realizadas em uma balahgé'analitica MET-
TLER'H 54 AR. |
Os valores de absorbéncia; em éomprimento de oﬁda fixb, fo-
ram determinados no,eépeqtrofotﬁmétro ZEISS PMQ TII. .
Os espectros derabséfgéo Foram\registrédOS em um espectro?o;
tometro ZEISS DMR 21.
. OS'@SF>ectros de fluorﬂscenCLa foram registrados em um espeCm
trofluorlmet:ro MPF - 44B, da HITACHI-PERKIN ELMER, a 25°C.
As irr adiag®es foram efetuadas utilizando-s2 como fonte de‘
luz dois tipos de lampadass
1) lampada de vapor de merclirio, 125 Watts (OSRAM HQ L) se—~
lec ionando-se a emissfo na regizo de 400-500 nm atraves !
de um sistema de filtro (CusSo 5H20(NH40H):KN02) (fig. II-
L1 (53); | | "
2) lénuaéda fluorescente, 15 Watts (0OSRAM KHU).
As med.idas da velocidade de fluéncia foram determinadas com
Radiometer YSI-KETLERING modelo 65A. |
A separacgao do soro foi efetuada em uma‘centrifuga-ECELSAA2,
modelo 205N. 7
A precipitaclo de proteinas foi efetuada em uma centrifuga '
BECKMAN TMB. h
A separagio da frag3o microssomal foi efetuada com ultracen—
trifuga da IEC modelo 20A, rotor tipo D 185 e ultracentrifuga da
BECKMAN modelo LS 65, em um rotér tipo TY 40 a temperatura de 0°-
4ec.
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I1.3. Métodos

11.3.1. Solugdes
Tampdo
Na preparagao de.éolug6es tampdo foram utilizadas as

tabelas de Gomori {(54).

Bilirrubina (PM = 584,65)

Usou-se ‘este composto sem posterior purificagéo. A

'songao de blllrrublna foi preparada pela diluigdo da solugao ;sto_
que (0, 6rng/rd em 0,2M NaOH e 0,1M EDTA) em tamp3o Fosfato de s&-

dio (PBS) O, 01M pH 7,4 e NaCl 0,9%, corrigindo-se sua concentragéo‘
espectrofotxametficamenté (e = 47200 a A 438nm) (52). . ' ‘
' A solugao foi preparada e mantida no escuro para evi

tar sua fotoox1dagao a blllverdlna A solugao f01 renovada a cada

experiéncia, utilizando~3e no lizite de trés horas. -

Albumina

0 peso molecular da albumina humana % considerado. co
mo 69000 e da albumina bovina como 67000. Preparou-se cuidadosamen
te uma solugdo-estoque cuja concentragdo fol determinada espectro-

fotomatricamente seguindo a seguinte equagdo:
concentragdo (mg/ml de prote{né) :-l’SB(DOZBO)_O’760(DO26O) (55).

Esta equagdo sé baseia no principio de gue a maioria
das proteinas apresenta um maximo de absorc3o caracteristico, a 260
nm, devido principalmente a tirosina, triptofano e fenilamina. A
diferenga de absor¢3o & utilizada para minimizar os erros resultan
t2s de compostos ndo prot8icos existentes na solugdo, como no ca-

so de preparagdes parcialmente purificadas conter Acidos nucleicos
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que apresentam um maximo de absorgdo a 260nm,

UpP-acido glucurdnico (PM = 580,3)

A solucdo estoque foi preparada pela dissolugdo de
uma massa adequada.em agua. Sua concentragdo foi calculada espec =

“Iv=l Qd261mm (56), e di-

troscopicamente usando-se & = 8,1 x 10% em
luiu-s2 em tampdo tris-acetato 0,25M pH 7,5 a um volume adequado,

para dar uma concentracdo de 50 mM..

UDP—-glucuroniltransferase

-

A solugdo estoque da enzims comesrcial foi preparada
em fampéq tris-acetado 50mM pH 7,5. Sua concentrac¢3o em mg/ml de

proteina foi calculada pelo método biureto descrito no item II.3.4.

p-Nitrofenol (PM = 139,11)

A solucdo estodue foi de 3mM, sendo preparada pela
dissolucBo de uma massa adequada-em égua.”A concentracio foi deter
minada espectrofotomatricamente usando-se & = l','81><lOl‘L cw?moljl a
LOOnm = em pH maior que 10 (57). Devido a sua sensibilidade a luz,

a solucdo =stoque foi conservada no escuro.

Verde d= bromo cresol (BCG) (PM = 680,9)

A solugdo estoque de 0,60mM foi preéarada pela dis—
solucio da massa adequada em hidréxido de sbédio 0,0IN. Para prepa-
rar o corante BCG diluiu-se um yolume da solugdo estoque de BCG
com 3 volumes de tamp3c succinato 7,5mM pH 4,2, adicionou-se 5 il
de brij(35 -30% por litro, e ajustou-se cuidadosamente a pH 4,2 com

jcido cloridrico 1N.

TI.3.2. Separagdo de Soro e Plasma Sanguineo
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0 sangue é constituido d=: elementos sdlidos ou elementos
figurados e plasma. Os elementos figurados constituem-se de: glébu
los vermelhos, gldébulos brancos e plaquetas. 0 plasma & o componen
té liquido do sangue, poaendo ser obtido por centrifugagéo db san—
ége, cujé.¢oagu1agéo_Foi impedida pela.adigéo de anticoagulante..'
Quando o sangue se coagula, o liguido que se origina depois de sé-—
parar o codgulo, se denomina soro. A diferenga funda@gntal entre o
50ro e 5 plasma consiste.em que este ltimo perde o fiBrinégeno. '
proteico, que se converte em ?ilamenios insoldveis de fibrina = no
curso da coagulaco,

- Seguiu~se portanto o seguinte esquemarna separagao . de

plasma e soro:

~veia(sangue total)

pungdo
coleta sem anti LiJ coleta com anti
coagulante, dei : coagulante 1:9ml
xa-$e em repou- : de sangue

so a T ambien-

te por 30%. centrifuga-se

P S P S
células vermelhas soro cel.vermelhas plasma
g brancas e brancas

P- precipitado ; S- sobrenadante
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A concentragao de albumina no soro e plasma sanguineo foi

determinada pelo nmétodo BCG, conforme descrito =m seguida.

I11.3.3. Dosagem de albumina em soro humano pelo método Verde  de

Bromo Cresol

Verde de bromo cresol .é\ um corante especifico para albumi-—
na. A adi¢Bo de albumina em s6re a .solug3o de BCG em tampdo ch:c:i_——
nato 7,5mM pH 4,2, resulta no aumento da .absor_r;’é-o em 628nm, Uso{_a:- :
se detergente ndo idnico Brij' para reduzir a absorb&ncia do . bran-—
.CO, evitando a furbidei da sorluc;'éo e aumantando a linearidade » da
curva padr3o. 0 procedimento segundo Doumas e col. (58) & o seguin
te: -' | )

Adiciona-se 25)“1 de soro a Z,Sml da solugiéol corante  BCG-.
Mistura—-se rap.idamente e dei>°<a‘-se em repouso por 10 minutfos a 37O_C;
Mede~se a-absorbancia a 620nm ajustando-se o zero com sol‘uc;'éo co—
rant2 BCG. A concentragio de albumina no soro & obtido a partir do
grafico absorbincia v.ersus concentragdo (curva‘ pa'd'r'éo). Util‘iiou -
se como solugdo padr3o albumina V (HSA V) (20 g/dl). O procedimen-—

to para a construgdo da curva padrdo & dado conforme o quadro abai

Xo:

Tubos _ | brance 1 2 3 - h . 5

HSA-v (20g/d1)

vol. (ul) 100 20 25 30 40 50
corante BCG(m1) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,4 2,5
H,0 (ul) 9 80 75 70 60 50
A 620nm 0,26 0,44 0,51 0,59 0,76 0,88

HSA g/dl - 2 4 5 6 8 1,0
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II1.3.4. Dosagem de Proteina total pelo método Biureto

. . . . o -+ o
0 principio deste método se baseia na reagBo de Cu * com

compostos contendo duas ou mais ligagdes peptidicas em um meio al-

. ) ’ . N .
calino, formnecendo complexos purpureos com um maximo de absorgdo a
540nm.

. C++ ) . ’
NHZ"%"T_?_NHZ — _u : S complexo purpureo

H | OH™ RN

O

0 reagente biureto foi prepaiado_segundo Layne (55) da se-
guinte maneira: dissolveu-se 1,5g de Suiféto de cébre (PM = 159,5),
- 6g de tartarato de sddio eﬁﬁo}éssio (FM = 282,23), e 0,1% de iode-—
to d= potassio em O,Sl.ae égJé destilada. Adicionou-se sob‘agita -
cBo constantes 300ml de hidréxido de sédio 10% (PM = 40) recém pre-
parado. A seguir conpletou-se o volume para 1 litro com Agua desti
lada e guardou-se num frasco'parafinado ao abrigo da luz.

A solugdo de albumina humana fragdo V (lOﬁg/ml) foi utili-
zada como solucgdo padrao. | |

Para a construcdo da curva padrio procedeu-se conforme o

quadro abaixo:
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Tubos branco 1 2 3 q' 5
mg/dl de prot. 0 1 va 3 4 5
V.HSA (ml) 0 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
sol.biureto(ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Ho0 (ml), 1,5 1,4 1,3 1,2 1,1 1,0

Em .seguida; deixou-sa ‘em repéuso durante 30 minutos a tem
peratura amtxienpe, e leu-se a absorbancia a SAQnm, contra o branco.
‘Projetou-se os resultados graficamente, colocando as concentraéBes_
no eixo das abcissas e as absorbfncias no eixo das ordenadas, ob —
tendo-se ent@o uma reta. Para se determinar a concentrago de uma’
solugdo desconhecida, mede-se a absorbincia e verifica-se na curva
nadrao qual a concentragéo‘corfespandente a absorbangia encontrada.

171.3.5. Titulacg3ao Fluprescenté de Albumina com Bilirrubina

I1.3.5.1. Sem detergente

0,6ml da solucio de albumina 2,6><10-5M foi colo
cado em uma cela triangular de gquartzo de 0,5cm de caminho 4tico .
Aliquotas de‘ZOfd de -BR variando a concentracdo efetiva de 3,4 <

1076 >

Ma 8,5 x 107 M, foram adicionadas com microseringa a.cada ti
tulagio. Apbés 2 minutos, o espe?tro de emiss3o a 530nm com excita-—
¢do em 455nm foram registrados.

Considerando que a titulag%o fluorescente envol—
ve miltiplas leituras em uma amnostra, a fotodecomposigio torna— se
um grande problema. Isto foi evitado preparando-se amostras indivi

duais com concentragdes crescentes do titulante BR, Todo experimen

to envolvendo BR fol efetuado em ambiente escuro,
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II.3.5.2. Com o detergente Oxido de dodecildimetilamino
‘Apés proceder da mesma maneira como citado‘éci—
ma na preparacao da amostra,‘adicionoumsé 6fd do dgtergente * DDAO
30%. Agitou—se bem g.deixou4se em repouso durante 5 minutos, no es
Curo.e a tenuaeratufa ambiente. Registrou-se, entéo,xo espectro de
emiss3o .nas mesmas condigdes, | |

IT.3.5.3. Titulacdo Fluorescente de Soro e Plasma com bi%

lirrubina

Determinada a concentragdo de albumina no ,éérO'
e no plasma pelo método_BCG, diluiu-se em tamp3o PBS para obter 'a
concentracio de 2,6 x 107°M. Em seguida, realizou-se a titulacdo *
fluorescente da mesma maneira como descrito acima com e sem o de ~—

tergente.. .

T1.3.6. Determinacio Fluorimétrica da Constante de Associagio do

Campléxo Bilirrubina—-Albumina

II1.3.6.1. Método de supress3o fluorescente gg__Fluorescéht

cia intrinseca da proteina

Utilizou-se o método de Chen - (13). A liga
c3o de BR & acompanhada pela perda da fluorescé@ncia intrinseca da

orotefina. Assim, titulagB®es fluorescentes foram realizadas em trés

7 6

diferentes concentracdes de HSA: 3,7 x 10°'M, 1,3 x 100 M e 2,6 <
107°M. Variou-se també&m a concentracio de BR da ordem de 2,6 x 167
a b,0 x 10‘6M; 4,2 x 107° 5 8,5 x 107°M e de 1,4 x 107° a 1,h x

—! _
10" "M. As amostras foram preparadas individualmente para cada medi

da, 0 espectro de emiss3o foi obtido a 340nm com excitaco a290nm.
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I1.3.6.2. Método do aumento de fluorescincia da

bhilirrubina

Este método & utilizado, considerando
que a élbﬁmj_na posgpi mais do que um sitio de liga¢3o para BR. As=—
sim, procedeu-se ségundo o método descrito por Chignell (59), rea-
lizando~se duas titulagdes: | o

a) fixou-se a concentracdo de BR (1,5 x 10_5M) e titulou-se aumen-—

tando a concentracg3o de albumina (2,7 x 1076

a l,6 x lOnSML até
n3o observar mais o aumento na intensidade de fluorescéncia(\ ex

" L55nm, A em 520nm) ;-

b) a segunda titulagdo Tluorescente, foil realizada fTixando-se . a

concentrac¢dg de albumina (1,5 x 10_%%)9 variando a concentragao

5

‘de BR (8,5 x 1072 a 2,1 x 107°M).

IT.3.7. Obféngéougg Enzima Microssomal UDP-glucuronil transferase!

de Figado de Ratos

Esta enzima microssomal foi obtida pelo método de Burchell
e col. (A0) modificado‘da seguinte maneira: trés ratos de dois me-
ses foram deixados em jejum por uma noite. Apds sacrificaf 0s ani-
mais, retirou-se os figados que foram picados, lavados em trés vo—
lumes de sacarose 0,25M. Homogensizou-se 12 vezes por 2 minutos ca-—
da, com homogendzador teflon/glass. A homogensizagdo e todos os pas
sos subsequentes foram realizados entre 0-4°C. Este homogenato foi
centrifugado por 5 minutos a 5000g, o precipitado Pl Toi resuspen-—
so em tampao e centrifugado novamente-por 5 minutos.a 5000xg. Reu—
niu-se 63 dois sobrenadantes Sl e 82 e centrifugou~se por 10 minuf-
tos a 10000xg. O sbbrenadapte So foi centrifugado por 60 minutos a
105000xg. O "pellest" microssomal fol resuspenso em tamp3o tris-ace

tato 0,05M pH 7,5, homogensizado., Para uma purifica¢do parcial da
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Ha enzima solubilizou-se em 1% .de lubrol PX e centrifugou-se - a

105.000xg poxr 60 min, o precipitado fol descartado.

17.3.8, Maedida da Atividade de UDP—-glucironil transferase (UbP—GT)

I71.3 .8.1. Mitodo p-nitrofenol

0-p-nitrofenol em pH alcalino tem um méximo  de
absorc3o a 40Q0nm, o qual é-perdido né‘formégéo'de glucuronidiosgfé
ensaio com o substrato para UDP-GT baseia-se no desaparecimento do
p-nitrofenol , medindo-se o decréscimo na densidade Stica a LOOrm .
©ste procedimentn fundamenta-sé no método de Zakin e col. (57).NLnn 

volume final de 0,5ml adicionou=-se substrato e enzima na seguinte

ordem:

vol(ml) conc. .efetiva
Tampdio tris—acetato 0,25M pH 7,5 0,1 50mM -
p-ritrofenol 3mM a 0,05 0, 3mM
UDP-GA 20mM o,1L ImM
1,0 0,15
UDP=GT _ 0,1

A mistura foi incubada a 3?00 por sete minutos e
a reacdo iniciada pela adigdo de 0,lml de enzima. Apds rapida homo
geneizagaqg uma aliquota de 0,1ml da mistura de reacdo & removida e .
desproteinizada com 0,9ml écido.tricloroacético (TCcA) 0,1M. Esta
constitui o branco gue érobtido.a cada aeterminagéo. Aliquotas de
0,1ml s3do removidas a cada 15 e 30 minutos apos a adi¢do de enzima
e, similarmente desproteinizadas pela adigo de 0,9ml de TCA. Apds
hreve centri fugagdo para remover a broteina desnaturada, o sobrena

dante foi alcalinizado com 0,2ml de KOH 5N, e a densidade ética *
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foi determimada a 400nm em uma cela de quartzo de 0,5cm de caminho

dtico. 0 coeficiente de exting3c para o p-nitrofenol a pH maior
- : L -

gue 10 & 1,81 x 10%em?mo1 ™t

TT.3.8.2. Método bilirrubina

0 método bagéia—se na conversdo dé‘BR>conjugada';
a azoderivados coloridos., O procedimento,foi‘realizada segundo._ o
método de Bellet e col. (61),'descrito abaixo. ‘ x
Preparacac do reagente dia;é: adiciona-se 10ml
‘da solucio de 1% de ééido sulfanflico em HC1 0,25M, a 0,3ml de.so—
lug3o aduosa de 1,5% de nitrito de s6dio.r
7 | Uma mistura de feagéo preparada no escuro con.-—.
tendo 0,1ml de tamp3o trietanolamina 0,2M pH 7,4 (concentraclo fir-
nal 4,0 x lO_hM),l0,0Zml de i‘.ﬂgCl2 1,25 x 1072 (concentracdo final
5,0 x 1073M) , 0,1ml da soluc3o de BR-HSA 2:1 (concentragéo final

de bilirrubina 8,0 x 1072

M e albumina 4,0 x 10“5M), 0,16ml de égué
e 0,02ml de UDP-GA 8,6 x lOfBM(céncen;ragéo final 3,4 k lOWEM) T &
incubada por 3 minutos a 37°C. A reacfo inicia-se pela adig¢ao de
0,1lml da enzima microssomal (2,0mg/ml de proteiﬂa por ensaio). Pre
para-se o branco substituithnse UDP-GA por 0,08ml de EDTA 1,25 2
107 2M pH 7,4. Apls a incubagéorpof 30.minutos-a 3796, interrompe -
se a reagdo pela adigBo de 3,6ml de 4cido lécticojacetato de efila
(8:5)(v/v). Extrai-se a BR livre com 1ml de cloroférmio. Imediata—
mente apds a‘extragéu, adiciona—se_O,Bml de reagente diazo. Centri
fuga-se a 3000 'rpm por 10 minufos, retira-se a fase aguosa (azul )
e guarda ho escuro por 1 hora. Em seguida, l&-se aAabsorbéncia,eog_
tra o branco a SSSnm.

0 coeficiente de extingado do pigmento azo a

555nm & 61400,
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I1.3.9. Irradiagdes

II.3.9.1. Irradiag3o com lampada de vapor de ‘mercirio =~

-Iffadiéu~se-2ml da solucgZo de enzima comercial !
(9mg/ml de protéinés em témpéthris~acetatO 50mM pH 7,4 a 4°c, sob
agitagso constante a uma distéﬁtia de 15cm. A velocidade-de fluégn
cia fgi de Eﬂjw/mzs, utilizando-se o filtro citado no ifem iI.Z
Uma outra mistura protegida com papel aluminio foi-irradiéda simi-
larmente como contfdle. Possiveis modificagBeS'na-atividéde enzimé‘
tica foram acompanhadas &pds cada irradiac3o pelo método de pmni -
trofeﬁol citado no item‘II.3.8jl. Variou-se_ também o tempo de. ir—

radiagio.

IT.3.9.2. Irradiac3o com lampada fluorescente

A irradiacdo da enzima, UDP=GT comercial (9mg/ ml
de proteina) em tampaoc tris-acetato 50mM ﬁH 7,4 fdi realizada com
i3mpada disposta 15cm acim§ da solugéb, a varias fluéncias, sob
agitagdo constante, com veiocﬁdade de fluéncia 9,SW/m25 a EOC.-' 0
espectro da lampada fluorescente & apresentado na figura IT.2. Um
controle foi feito da mesma maneira que a anterior,

A enzima microssomal homogeneizada (13 e 20 mg/ml
de proteina) fol irradiada similarmente, acompanhaﬁdo—se as modifi
cacBes da atividade enzimitica pelo método p-nitrofenol e  bilir-

rubina.

I11.3.9.3. Irradiacdc do complexo BR-HSA

Iml do complexo BR-HSA (2:1) (concentrag&o de BR

b L

4,3 x 107'M e albumina 2 x 107 'M, foi irradiado no fluorimetro com
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velocidade de fluéncia 8,*'+N/rﬁ278 e comprimento de .o'r;da:'-de .éxcitag:'a"o
centrado a 4 30nm. A formagdo do fotoisOmero. PBR-HSA foi acompanha—
da pelo decréscimo da intensidade de fluoresc@ncia com o ten-‘lp_o“ de
irradiac3o, como descrito por L-arnola e cél. (62). Imediatamente a-
pés 0, 7, 14 e 30 rr_i/inutos de irradiac¢do, uma ali'qﬁota. de 0,1ml foi
retirada e medida a atividade enzimitica pelo método bilirrubina
- conforme descrito no item II.3.\832., iniciando~se a rgaééo 'pel‘a '

adic3o de complexo PBR-HSA no lugar da enzima microssomal.
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RESULTADOS £ DISCUSSAO

Conforme os dados de Lamola e col. (52}, a BR no san-
gue ligada ao sitio principal da albumina fluoresce eficientemeg.
te, enquanto que ligada aos sitios sécundérios fluoresée com me=
nor ef1c1enc:La. A351m, torna-se possivel medir concentragoes de
BR. llgada ao sitio pr1nc1pal da HSA no sangue total utlllzando -
se-a técnica. de “face-frontal” (63) (apéndice IT pag. 86). O de-
tergente n3o i1dnico DDKD retira toda a BR_ligada aos sitios san-—
guineos, e -entdo, esta fluoresce em micelas de DDAD. Desta forma
a quantidade de’ BR_em sangue pode ser determinada fluorimétrica-
mente apbs a adicB3o de DDAU &s amostras. Estes dois métodos flug
rimftricos para a anflise de BR total e ligada. s3o simples e rd-
pidos além de utilizarem pequeno volume de sangue como amostra.

A Na aplicag3o desses métodos Lamola e col. {52) utili
zaram um henmatofluorimetroﬁﬁég) com sistema Sptico adequado com-
reflax%o do fTeixe em L4592, con%orme o apéndice IT pag.86). No n5s~
so caso, ndo foi possivel realizar tais determinagBes com o san~
gue e sim com soros e/ou plasmas, pois o aparelho por nbs utiliza
do apresenta geometria de angulo reto a qual nos permite apenas

medidas quantitativas em solugdes diluidas.
I111.1 Espectro de fluorescéncia de bilirrubina
Verificou-se que a BR.em tamp3o PBS praticamente n&d’

fluoresce, ao passo que a BR li@ada;é HSA fluoresce eficientemen-

te. Quando 3% de DDAO foi adicionado & solugdc de BR em tamp3o
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PBS observou-—se um auﬁento acentuado na intensidade de fiuorescég
cié. 0 rendjjnénto.de fluoréscencia de BR em DDAO & de aproximada-
mente 1/3 daquele do complexo'BRmHSA (52). O espectro de Fluéres—
céncia com exitagfo a 430 nm de BR;eﬁ 4 tipos de solug¢Bes diferen
tes, a saber: téﬁpéo PBS, soluc3o de HSA, HSA/3% de” DDAD e, tam -
pio PBS/3% de DDAo;fé mostrado na fig, IIIL,1.

fIIOZ Ffeito do comprimento de onda de excitagﬁo em amostras de

socros normais

Una vez que o trabalho seria realizado com §oro e
plasma, tornou-se HECesséﬁiO verificar a fluorescéncia de BR. em
SOrO e-plasma de doadores saudiveis. Estudos preliminares nao mos,
tram interferéncia de oﬁtras°proteinas. Na sensibilidade utiliza-
da, obseerUfsg que o tampdo PBS apresentava emissﬁé egatamente
na regifo da BR.quando excitado em 430nm. Com_intuiﬂo de eliminar
este efeito, utilizaram-se 0s seéuintes Cémprimentos de onda de
de excitacg@o: 450, 455 e h65:nm.gCom§ o comprimento de onda de ex )
citacBo a 455nm forneceu menor interferéncia {(fig.III.2), todas

as titulagBes subsequentes foram realizadas neste comprimento -.de

onda.

I1I.3 Efeito da concentracdo do complexc BR-HSA na intensidade

dz fluorescéncia.

Tém-se estabelecido que BR se liga ao sitio principal

Q.
(0]

HSA na proporééo de 1l:1, apresentando um rendimento quantico
de fluoresc@&ncia de 0,002. Moléculas adicionais de BR n3o causam

um aumento observivel no rendimento quintico de fluorescéncia
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( <5%), Sabendo que a intensidade de fluorescéncia & proporcional
3 concentraco somente em solugBes diluidas, brocurou—se'estabelg
cer uma faixa de.concentragso Stima para as determinacBes, levan—
do em consideragdo o fato de que na fluorimetria temos o efeito
do "filtro iJﬂtean"é isto &, uma redug%o_nalintenéidade-de fluo-
rescéncia devido 3 absor¢8c da amostra, Isto foi efetuado medindg
se a fluoresceéncia do complexo BR=HSA na proporg3o de‘l:l a diver
-sasvconcentﬂxagﬁes. Observou-se, conforme fig.IIl1.3, que se obiem*
uma reta at& uma concentracg3io de SXlO_SMohﬁésim; em todo o trans4z

correr da experiéncia foi utilizada uma concentragdo de HSA de

5

2,6x107°M, quando n¥o especificado. . -

TIT.4 Ligac3c de BR & HSA

Apbs .determinar~se a concentracfio de HSA e o \compri-
mento de onda de excitag¢do ideal pra as aeterminagﬁes, acompanhou_
se a ligacdo de BR-HSA por titulé@éo fluoréscente, Iniéialmente ’
realizou-se a titulagido de uma solugdo de HSA 2;6x10"5M preparada
em tamp3o PBS com concentragfes crescentes de BR. Obteve-se uma
curva bem caracteristica, inicialmente linear devido & alta afihi-
dade de HSA por. BR, curvando-se na faixa de cbncentragﬁo de BR.de
- 2,5 a 3,8 mg/di, tornando~se constante para valores de concentra-—
cdo superiorés:a 3,8 mg/ﬂl (fig.III.4), o que indiéa uma satura. -
¢3o dos sitios: de HSA para ligag3o com BR.

A linearidade'iniciél da curva corresponde 4 fluores-
céncia esperada de BR ligada a um sTtio de HSA (proporgéo 1:1).
Considerando que a constante de liga¢Boc BR-HSA 1:1 & bastante al-
ta 7,0x107M_1'(13i, esperava—-se obter uma curvatura mais aguda.

No entanto, a curva obtida & tipica para um modelo de dois sitios

de ligacfo, sendo o primeiro sitio de mais forte do que segundo o
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P

qual pouco afeta a Fluoresééﬁéia do primeiro (52). Procurou—se;eg_
t30, calcular a constante de associag3o lancande mS3o da proprieda
de fluorescente do complexo BR-HSA.

Segundo Chignell (59), quando drogas se ligam a macro
moléculas, a fluoresc@ncia intrinseca da droga auménta e a fluo -
rescénecia intrinseca da macromoclécula diminui sendo, assim, pos—
sivel calcular, a partir dos dados de titulag3o fluorescente,' a
constante de associagdo para essa interacg3o,

Empregando-se este método, realizaram-se titulagBes a
diferentaes concentracbes de HSA como macromolécula e BR como su=-—-
pressor. Sabe-se que HSA apresenta uma fluorescéncia a 34onm quan

do excitada a 290nm devido aos grupos triptofano presentes na ma-
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cromolécula{ 59). Assim, pode-?se seguir a supressBo desta fluores
céncia pela adlgao de BR.que ocorre pela transferéncia de energla
do triptofano para ‘esse corante.

As flguras 1IT.53 e 5b mostram a supressao da fluores
"¢ig de HSA e BSA por BR, respectivamente. Para 3,7x10" =Ty de  HSA

6

e L, 0x107'M de BSA obteve-se a curva (a); para 1,3x107°M ‘de HSA e

-6

2,0x10"°M de BSA obteve-se a curva (b) e, para 2,6x10"5 M de HSA

e 2,0x107°

M de BSA obtevese a curva_ (c). ConcentragBes-de protei-"
na acima des tes dois Qltifﬂc‘DS valoreél mostram um perfil de supres'?-"
530 i(ﬁ'éntic,o ao das curvas {(c). Estes resultados indicam - que a
.cufva (c) representa unﬁﬂlimite- de supress3o onde toda BR. presente
esté liééda a pr.éteina. Para valores abaixo deste limite (curvé.s
(a) e (b)) oéorre considerivel di'érsociac;go do complexo BR—protei'_—'
na apresentando menor supress3o, como descrito por Chen (1‘3). A
.quantidade de BR ligada & HSA e/ou de BSA abaixo da concentrac8o
limite pade ser _c;alch:.ul_ada é:ompar‘ando-se as curvas {(c) e (aj como.
deséritc:; no apéndice I. pag.83, 0s resultados obtidos nesta com
parag'éo..séo coiocados nuﬁ grifico do tipo Scatchard pafa o calcu-
lo da constante de associac3o (59}, o qual & mostrado nas figs.
IIT.6a e 6b para HSA @ BSA, respectivamente. Este método & mais e
ficiente para o cdlculo da constante de associag3o do priheiro s_f;
tio, do que para liga¢gdes adicionais. Gs- valores de Kl sdo dados
pela inclinég'éo da reta normalizada pelo método dos minimos qua -

drados. Obte ve-se para BR-HSA, '1,0x10%M™!

1, 7x106N 1,

e, para BSA-HSA

Para se constatar a existéncia da ligag%o de BR a um
segundo sitio de HSA, realizou-se um outro tipo de titulag®es fly
crescente, Neste éaso., efetuaram-se dols experimentos distintos :
num deles fixou-se a concentragdo de BR, variando-se a concentra-—
¢3o de HSA, no outro procedeu-se de maneira inversa, como descri-—

to no capiluo II pag.34. Os resultados obtidos foram graficados
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Fig.III.5a: Supressao da fluorescé&ncia'de HSA por BR,
Porcentagem relativa de fluoresc@&ncia com >\ ex 290nm - e

A em 340nm, graficado versus a raz3o da concentragio de

BR.total e HSA. (a) 3,7x107/M de HsA; (b) 1,3x10°0M  de

HSA: (c) 2,6x107°M de HSA.
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Fig.III.5b Supressdo da fluorescéncia da albumina bo
vina (BSA) por BR. Porcentagem relativa de fluoresc@ncia
com A ex 290nm e xe&n 340nm, graficado contra a raz3o da
concentraclo de BR_total e BSA. (a) 4,Ox10_7 M de BSA

(b) 2,0x10"%M.de BSA: (c) 2,0x107°M de BSA.
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'Fig.III.6 Grifico Scatchard de ligac@o. r= nlmero de

moles de BR.ligada por mol de HSA,BRli=concentracdo de
livre. {(a) HSA, (b) BSA,

BR
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na curva de Scatchard fig.III.7. Das proje¢des das retas obtidas
- pelo método dos minimos quadrados- sobre o eixo das abcissas, podg
se dizer que existem dois sitios de ligagBo para BR na HSA. 0 cdl
culoe da consta.nte de ligagdo BR-HSA para o sitio principal atra -
' 6,—1 |

vés deste método forneceu um valor de 7,4x10°M™*. -

40}

30}
1o§ 8
1
‘__ﬁ

!2.3 201

1o}

0

0

Fig.III.7 Grafico de Scatchard para constante de associ
ac3o de BR-HSA. Onde tr é o nimero de moles de BR ligada por
mol de HSA e ﬁBRIi_é a concentragao de BR livre determinado pe,

lo método do aumento fluorescente da BR.



54

ITI.5. €Efeito do detergente DDAO na titulag3o fluorescente do
comp lexo BR-HSA

A fig,III.8 mostra a titulagBo fluorescente da solu-—
luc3o de BR=HSA na presenga de 3% e 0,3% do detergente DDAD.  Es—
te experimento forneceu um modelo para o cilculo de BR.total. Co—l
mo a curva obtida com 0,3% de DDKO apresentou maior linearidade ,
Vutilizou—se esta concentrac3o para os cailculos de_BR1£otal naé de

terminagdes  subsequentes,

b
U,

W
O

ol

l 1
2 3
[Bilirrubina] { mg/di)

O

Intensidade relativa de fi’u‘orescéncio

O

Fig.ITE.8 Titulag3o fluorescente do complexo BR-HSA

em tampdo PBS 0,01M pH 7,4 0,9% NaCl na presenga de DDAOD

5

(000} 0,3%; {(s+<) 3%. ., ConcentracZo de HSA 2,6x10 °M.
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IIT.6 Fluorescéncia do compleko BR-HSA em soro e plasma sanguineo

Apbs padronizar os resultados com HSA e BR isbladoé:,'
procurog-se-verificar reprodutividade dos mesmos em soro e
plasmas. i

A fig.III.9 mostra as curvas correspondentes & titula
¢330 fluorescente de soro e plaéma sanguineos. Pode -se observar
que a.forma destas curvas_é semelhante & obtida cbm HSA
(fig.IIT.4). Como n%o se obserwvou difereﬁ¢as significantes entre:_
. OSdGlSSlS temas . -'o-p-t-ou‘- g -CconsEtrutr- uma " c':ui-"--va-- pa drgo -'--p-a:rs'a BRI

ligada & HSA usando-se somente o soro como amostra. Para andlise
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[Bilirrubing] { IbsM)

Fig.III.9 Curvas de titulag8oc de plasma {(e-9¢), plasma/’
0,3% de DDAD (#-%9) e soro (888}, soro/0,3% DDAO (== diluil
dos em témpéo PBS 0,01M pH 7,4 0,9% NaCl, a uma concentra—
clo de HSA de S,OxlO_"SM com BR. A ex L55nm é A em 530nm,
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de BR-T usou—se como padrio, soro na presenca de 0,3% de DDAO co

mo citado na seccgdo anterior,

III.7 Curva padr3o para BR-T e BR-HSA

A fig.III.10 mostra uma média de 5'tituiag6es fluores.

centes. de BR. em soro diluido em tamp3oc PBS a uma concéhﬁragéo -de .
HSA 2,6xlO_SP1, a teﬁperatﬁna ambiente.‘SEm a adig3o de BR observa
se um pequeno aumento ha intensidade de Fluofescéncia, devido “a
quantidade éka.BR jé existente em soro normal a qual foi subtrafda
a cada leitura. Aicurya.obtida foi semelhanté 3 de HSA  em PBS
(fig.IIifh, pag. 47 I.’O valor de saturagdo observado foi de 2,2mg
de Bé_por dl de soro, o Qual correponde a 0,158mg de HSA, ao pas-—
so que a concentragdo de HSA na solug3o era de 0,17 mg/dl (
é,éxlo*SM). | |
| Os véiores de,BRmeﬁ soro foram determinados fluorimé-
tricamehte em mg/dl, a partir da curva padréo, (fig.T17.10) da se
guinte maneira: |

1- a intensidade relativa de fluorescéncia igual a 17
na curva com 0,3% de DDAO, correspénde a 1 mg
de BR-T. | _

2— a intensidade relativa de fluorescéncia igual a 23
na curva sem DDAQ, corresponde a 1 MQ[Bl de BR. 1li-
gada ao sitio principal de HSA.

Estabelecidos esses parametros, o préxime passo foi
verificar a aplicabilidade deste método em amostras de soros com
alto nivel de BR, Assim, os resultados subsequentes s3%o os obti-
dos com amostras de adultos e criangas ictéricés e comparadas com

os do método convencional diazo.



Intensidade relativa de fluorescéncia

[Bilirrubina] (mg/dI)

Fig.III.10 Titulaclo fluorescente de sore diluido em
tampdo PBS 0,0IM pH 7,4 0,9% NaCl com BR (ee=); a mesma
mesma amostra na presenga de 0,3% de DDAO fooo), A ex

455nm e Aem 530nm.

57



58

II1.8 Anadlise fluorimétrica de BR-T.e BR-HSA comparada com o m&-

todo diazo em amostras de adultos e criancas

Devido & dificuldade de se.obter amostéas de soro de
recém-nascidos com icterfcia, procurou-se inicialmente, trabaihar _
com amostras de adultos com alto nivel de BR, A concentracio de
HSA em todas as amostras fol corrigida para uma concentracio de

" 2,6x107°

M, diluindo-se apropriadamente com tampZo PBS 0,01M pH %k
0, 9% NaCl. Assim sendo, em todas as determinégﬁes fluorimétricas
nao se utilizou mais. do que 63 pl de soro. = 7

| | Os: valores de BR-total (BR—P); BR.direta (BR-D) e BR_
inaireta (BR—TI), do método diazo foram cedidas pelo laboratdrio
de anilises clinicas do Hospital das Clinicss da Unicémp.

-AgfigiIIIJll mostra o grafico dé correlag3o entre BR-

T determinada pe;os métodos fluorimétrico e diazo. Foram analisa-
das 10 émostras de soro de adultos com alto nivel de BR. Esta cor
relacdo forneceu Lma reta com inclinac3o de 4,3 , coeficiente 1i
neér de 1,40 e um coeficiente de Correlaééb de 0,98. 0 valor . de
4,32 para a inclinagdo da reta indica que o método Fluorimétrico‘
determina um wvalor L vezes maior de. BR_total que o método .diazo.
Deste modo, cada valor obtido pelo método fluorimétrico foi cor--
rigido multiplicand0mse'por um fator de 0,23. Os resultados est3o
apresentados na tabela III.1, tendo como inclinag¢do da reta 0,98,
coeficiente linear 0,32 e coeficiente dé correlac%o 0,98. Obser—
vou-se, também, uma cofrelagéo entre BR=HSA e BR-T determinado pe
lo método diazo com inclinag8o da reta 3,2, coeficiente linear.
0,76 e coeficiente de correlac3o 0,97. Quando o valor de BR-T ob-
tido pelo método fluorimétrico subtrafdo de BRZindireta determing.
da pelo método diazo obtém-se também uma correlacfc com inclina =
¢330 da curva 0,98, coeficiente linear 0,33 e coeficiente de Ccor-

relag3o 0,98 (tabela ITI.1).
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" BR- Total{Método Fluorimetrico) (mg/ dl)

-0 ! L 1 L 1
o 2 4 6 8 10
BR - Total { Método—Diazo} {mg /dl)

[r—

€ t

Fig.III.1l Comparac3o entre o método fluorimétrico
e o método diazo do nivel total de BR.determinado em

10 amostras. de soro de. adultos.
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Tabela.III.1 Valores de niveis de BR em mg/dl de soro

determinado pelo método fluorimétrico com

parada com o método diazo.

¢

Y

METODO FILUQORIMFTRICOD

BR~-T Bilirrubina indirets

METODO DTAZOD BR=T BR=HSA
BR~T BR-HSA: BR-T BR~-D BR-I - -
- BRI BR-T
xQ, 23 0,23 _
w,77 1,09 3,24 0,74 0,9 0,2 0,7 0,39 0,04 "
7,05 1,62 4,11 0,9 1% 0,5 0,9 0,72 0,04
13,44 3.10 10,85 2,36 3,0 1,9 1,1 2,00 1,28
15,12 3,48 9,14 2,1 3,1 0,7 2,4 1,08 0,3 (=)
16,60 3,82 11,43 2,63 3,1 1,9 1,2 2,62 1,43
17,80 a}oé 13,20 3,04 3,5 2,0 1,5 2,59 1,54
19,25 4,43 13,09 3,01 4,3 2,8 1,5 2,93 1,51
24,1 5,54 18,80 &,32 5,3 3,4 1,97 3,64 2,42
32,9 7,57 28,8 6,62 7,7 6,0 1,7 5,87 4,92
41,1 9,45 25,2 5,79 8,9 6,7 2,2 7,25 3,59
BR=D Bilirrubina direta
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Nas anilises de soros. de recém-nascidos ictéricos, ob
servou-se tambdm a necessidade de uma'correc;'éo._ Neste caso, o fa-
tor utilizado foi diferente daqueles de soros de adultos isto é&.,
empragou—se .um fator multiplicativo de 0,46, A fig.ITI,12 mostra
a curva de. correlagio com inclinag¢3o 2,1, coeficiénte linear 1,1

e coeficiente dé correlagdo 0,99.

+

BR~- Total (Método * Fluorométrico(mg/di )

O 1 - 1 I [l
0 4 8 12 16

BR~ Total { Método - Diazo)}(mgsd!l) -

Fig.III-12 Comparacdo entre o método fluorimétrico
e método diazo de niveis de BR=T em 5 amostras de re-

> ) . ” P
cem—-nascido jctéricos.



A fig.III.13.mostra correlagio de BR-T pelo método
fluorimétrico e diéib em 20 amostras de criangas ictéricas cor-
rigida por um fator de- 0,46 dando os valores de inclinagZo 0,86,
coeficiente. Linear 1,74 e coefiéiente de correlagdo 0,95.

Os.valoﬁes de BR direta nessas amostras eram << 0,75
mg/di, exceto em 3. casos com valores de 1,07, 8,50 e 9,29 mg/ di,
nos quals nao se.observou nenhﬁm comportamento diferente das ou-

tras 17‘amostra3,

095

BR- Total (Método Fluorimétrico}{mg/d)

0 | I 1 i 1 1 ' 1
0 4 8 2 16 . 20

BR - Total { Método- Diazo} { mg/dl)

F1ig.ITI.13 Comparég%o entre os valores de BR-T. deter-
minados pelos métodos fluorimétrico e diazo em 20 amostras

de soro de racém-nascidos ictéricos.
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A Tig.IIT.lh4 mostra.a corralacho entre os valores. de
BR-T (nétodo diazo) e BR ligada a HSA (método fluorimétrico) com
inclinagdo de 0,76, coeficiente linear 1,18 e coefiCiente de cor-

relacdo 0,93.

201

BR - Albumina {Método Flucrimetrico){mag/dl)

0 1 L

i I
0 4 8 12 16 20
BR - Total { Método - Diazo ) (mg/dl)

Fig.IIT.1l4 Comparagio entre BR-T. {método diazo) .e
BR-HSA (mé&todo fluorimétrico) em 20 amostras de crian

cas ictéricas,



Da mesma forma cémo obtido para adultos o valor de
BR=T. determinado pelo método fluorimétrico, foi subtraido de BR
indireta det=rminado pelo método diazo. ALfig.ITI.15 - mostrém' a
correlacdio deste. valor com © de' BR_direta apresentando inclina -
¢ao 1,03, coeficient-.e linear 0,28 e‘coéficienfe de correlacio

0’99.

BR - Total (Fluorimétrico)- BR- Indireta(Diazo) (ma/dI)

Bilirrubina direta {(mg/dl)

Fig.III.15 Comparac3o entre BR._direta com a diferen-—
Ga entre. BR-T_ (método fluorimétrico) e BR indireta (méto

do diazo).
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I[1I1.9 Efeito da fototerapia na anfilise fluorimétrica de BR

Sendo que altos valores de BR. n3o ligéﬂa‘é HSA in&i—
cam o risco d= BRvgngefélica (52, 65,66 ), verificamos a fragdo
de BRI n3o ligada a HSA nos. 20 casos de criangas iétéricas a qual
designa-sa de él; = (BR-IJ-(BR:HSA)/(BR—T) (tabela III,2);

~Dentre os casos 1i§tados na tabela III.2 0s pacien -~
tes 1y 5,7 8 e 19 haviam sido submetidos ao  tratamento fototerdpi
cé e o l23a luz solér. Eiinteressantélnotaf que ojvalor de Af&A pa .
ra estes casos foi ﬁaior que“O,ZO‘e a0 péssb‘qhe,os paciéntes que
ndo receberam nenhum tfafamento apresentaram valores de Zﬁ. me -
nores que.0Q, 1. Os valorés<ﬂa£L maiores que. 0,20 séo-indicio#- de
formagZo de fotoisbmeros o que diﬁinui a fluorescéncia do comple}

xo -BR-HSA (62},

IIT.10 Fotorreativacio da enzima UDP—GluCuroniltransferase

10.1 Efeito da irradiacdo na atividade da enzima comerci

al e microssomal, frente a p-nitrofenol.

A enzima UDP-GT comercial tinha uma atividade inici-
al de 12,5% e 21,4% apls 15 e¢ 30 minutos de reac3o, respectivamen
te._ |

As irradiagBes com l3mpada de vapor de merclrio com
filtro Cu804: KNGZ/NHAOH, e vell de fluéncia de 7’,0><1O_3 w/cmzs ,
ndo apresentou aumento na atividade até 60 minutos de irradiégéo,
verificando-se inclusive uma inativac%o. Como pode ser observada
na fig.III.16 esta inativag3o pode ter ocorrido devido 3 alta

fluénciang amostra ( 25,2 W/cmzu)_

Para se verificar o efeito da flu@ncia na irradiac3o
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Tabela IIT.2. Efeito doZXAxm1a fototerapia

Paciente ne  BR-T BR-HSA © {3R-T)-{BR=HSA) /(BR=T)
0l 10,41 7,80 0,25 (fot. )
02 .9,56 9,51 . 0,0052
03 9,91 9,11 0,081
0l 16,23 14,53 0,10

05 9,81 7,70 9,21 (fot.)
06 13,61 . 11,15 0,18 | |
07 AT 6,16 . 0,20 - (fot.)
08 | 9,4k 7,45 0,21 (Fot,)
09 - . 11,81 10,04 0,15
10 12,18 11,35 0,068
11 12,34 11,20 0,092

12 10,69 8,61 . 0,19 (sol )
13 7,34 5,76 0,21
14 10,41 9,91 0,048
15 8,50 7,62 0,10
16 9,11 7,67 0,16
17 7,65 6,95 0,092
18 10,82 10,43 ‘ 0,035
19 14,30 - 10,51 0,26 (fot. )
20 8,30 7,19 0,13

(BR-T)-(BR-HSA)/(BR-T) = A\



67

utilizou-se 1l@mpada fluorescente, a qual apresenta baixa velocida

" de de flutncia.

% de atividade

0 : S

0 15 30
Tempo de incubagdo {min)

Fig.ITI.16 Grafico da porcentagem da atividade da enzi
ma comercial UDP-GT (0,9 mg/ml de proteina por ensaio) me
dido pela glucuronidacio do p-hitrofeﬁol,'irzadiado por
60 min., com lampada de Qapor de mercirio com filtro

CuSD, : KNO,/NH,OH ( A 420-490nm), a flubncia de 25,2 W/cm?

(e~} controle; (==-) irradiado.
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Ao irradiar a enzima com l3mpada fluorescente a diver
sas fluéncias, n3o se observou aumento significativo na atividade
enzimitica. Isto deve ter ocorrido, provavelmente, devido & Qtili
za¢§orde uma enzima comercial, assim_sendb nao se tem controle de
luz na sua pz:eparag%b. A enzima deve ter recebido quantidade su-
ficiente. de luz, anulando.efeitos de. posteriores irradiagdes - so-
"bre sua atividade; Assim, decidiu—se preparar uma enzima miéros -
somal a partir de figado de ratos, Esta eﬁzima;microséémal, obti= -
. da conforme descrito no item II.3.7 apresentou uma atividade mos—

trada na fig. III.1l7, a qual fol considerada satisfatdria.

15

o

% de agtividade"

6!

0 1 1
0 15 30
Tempo de incubacdo(min)

Fig.III.17 Gr&fico da porcentagem da atividade da enzi
ma microssomal do Tigado de rato, logo apds a sua obteng3o
(**) 2 mg/ml de proteina pof ensaio; (w®&) 1 mg/ml de pro

£ "
telna por ensaio.
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Verificou-se que ao .estocar no congeiadof; a enzima
microssomal apresentava um aumento na atividade com o tempo.  As ~
sim sendo,todos os resultados foram normallzqdos.

Antes de iniciar a irradiacdo com lampada fluorescen—
te a diversas fluencxas, deixou-se a soluggo da én21ma mlcrog
somal em ccnstante. agitagdo durante 20 min., em cimara fria para. o
bter:uma melhor homogeneizag8o. 0s resultados apresentados na fig.
ITI.18a e 18b mostram um Considerével aumento na atividade enzimi
tica.em 1 e. 4 horas. de irradié¢§o, sendo este auﬁento independen4‘
te do tempo de. incubacFos |

Este. aumento na atividade enzimitica com irradiac8o

pode ndo .corresponder a realidade, pois verifica-se  um aumento

gfadativo-na'atividade_com 0 tempo de.estocagem a OQC;Ialém disso’
deve-se levar gm-consideragéo-que a agitagdc efetuada antes e du-— '
rante a irradiagfo pode estar solubilizando melhor a enzima aumen
tando assii a sua”atividade.

Como controle, fez-se . um experimento medindo-se a a-
tividade da enzima agitada por 18 horas a 42C. sendo, posteriérmeﬂ
te, irradiada mantendo-se uma das amostras protegida da luz, Veri
ficou-se, ent3o, um aumento ‘da atividade idéntica para os dois ca .
sos indicando que realmente a agitagSo interfere no experiment&.

| Para se superar o efeito da solubilizag%o, utilizou -
'se 1% do lubxrol PX para purificag¢3o parcial da enzima conforme
item TII.3.7,

A. tabela III.4 most#a o.efeitc da exposi¢io & luz por
k horas a 4eC sob agitag3oc suave com 1ampada fluorescente da enzi
ma parc1almeﬂte purificada. Verlflcou -se que hd um aumentc na ati
vidade da enzima irradiada em relac3o ao contreole, confirmando ‘a

sua fotorreativac3o.
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% de gtividade relativa

Tempo de ifradiucao {h)

- 50 .
(b}

40

30

[+]
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Fig.III.18 Grafico da porcentagem de-ativ_idade relati-
va da enzima microssomal UDP-GT ( 1,3 mg/ml de proteina
por ensaio) determinado pela glucuronidac3o do p-nitrofe -
nol com o tempo de irradiégéo. Irradiado com l&mpada fluo
rescente, vel. fluBncia 9,5xlOﬂL} W/szs. (a). 15 min. de re

acdo, (b) 30 min. de reacdo.
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Tabela IIT.4 Efeito da luz sobre a enzima microssomal

solubilizada com 1% de lubrol PX

tempo de reaé%o % .de atividade medida pela'glg
* { min, ) curonidag@o d p-nitrofenol
_ irradiado ‘controle
15 4,3 2,1
30 - 13,0 6,5

i0.2. Medida da atividade da enzima microssomal UDP-GT ir

radiada frente & BR.

Sendo & BRﬁUDPLGf'umarenzima de grande interessé nos
meios cliaiéos e Bediétricos, procurou—se utilizar a BR como subg ‘
trato para determinacdo de sua atividade apés sar fotorreativada.

- 7 Para testar o método de conjugag3o de BR com 4cido
glucurdnico através da enzima UDP-GT micrbssomél, mediu-~se inici-
almente a guantidade de BRTcohjugada para varios tempo de incuba-
c¢ae. A fig.ITT.19, mostra a cufva obtida para essa interagdo acom
panhando através da forma¢3o do composto diazo conforme descrito
no item IT.3.8.2. pag. 36

Em seguida, irradiou-se a enzima microssomal {(20mg/dl
de protelina) por & horas a 42 C como descritc no.item IT.3.9.2
pag. 37, e mediu-se a atividade enzimftica frente a BR em 30 min.
de incubagdo a 37°2C. A fig. IIT.20 mostra uma inibigdo de 54% na
conjugacao de BR quandb comparada com o controle,

Para aﬁroximar—se mais do efeito da fototerapia rz-
alizou=-se, "™in vitro™, o seguinte experimento: irrsdiou-se o sis-—

tema de reacdo BR/UDP-GA/UDP-GT por 30 min. com lampada fluores-—
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Abéorb&ncic(SSSnm)

O - 1 1
o IS5 ) 30

Tempo de Reac¢do{min)

Fig.IIT.19 Cinética da conjugag¢io de BR-com UDP-GA,
acompanhada pela formaciio do composto diazo medide a

555nm. Concentracdo da enzima 2,0 mg/ml de proteina

por ensalo.
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Fig.ITI.26 Inibic3o da conjugagfio d& BR com Jcido
glucurdnico pela agdo da enzima UDP-GT, irradiada
por  bh, acompanhada pela formagio do composto diazo

C 1) controle: (¢) irradiado.
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cente.e se observou uma inibig¢3o de. 24% com relacBo ao controle,
~ Isto indica que pode-haver uma fotodegradaé'éo da BR impedindo sua
conjugac3o com UDP-GA.

Com intuito de se verificar +se o fotoisdmero PBR~HSA
que se. forma pela aé%o da luz sobre BR-HSA poderié_ influir na. ati
vidade enzima tica, irx:adic;u-se_ o complexo BR-HSA em .1430 nm por O,
7, 15 e 30 mi nutoé. Observou-se" entdo, uma inibic3o de_ L0O% e 57 %
a 7 e.l5 min. d.e-irl:adiagéo, tespéctivamente e, indiciés dAe uma
aumente de 35% na conjugag3o a 30 min. de. i'rradiaf;éo-. Estes res,u_l_r
tados podem ser v.eriﬁcicados na fig. III;2-1. o |

- Esta inibi_g%o‘, provavelmente, pode ter ocorrido devi;
do a formagio de 13% de PBR a 7 min. e 21% de PBR a. 15 min de ir-
radiacgio. O aumento na conjugagdo ébs 30 min. de irradiag&o pbde‘
. ser de.vido a formagdo de um fotoequilibrioc entre BR-HSA e PBR-HSA.
A. porcentagem dé PBR formada durante a irradiag8o & verificada pe.
lo decréscimo na .intensidade de fluoresc&ncia com o tempo, e o es
tado estacionrio quando a inten'sidad.é de fluoresc;ncia torna-se

- cbnst‘ante, conforme descrito por lamola e col. {€2).

¥
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Fig.I1I.21 Espectro de absorbBncia do pigmento azo for
mado por BR conjugada a 30 min. de incubagBo. (3 ) BR-HSA
(2:1) a Omin; (2 ) a 7min; (L J a 15 min. e (& ) B30

min., de irradiac3o.

75



76

CAPTTULO IV

CONCLUSAO

IV.l Analise de BR
Antes de entrarmos na qonclus%o direta_doé resultados

convém lembrar alguns conceitos.bésicos de. BR. total (BR-T), direta’
ou conjugada (BR-D) e indireta ou livre (BR-I), classificag3o esta
baseada nas diferentes reatividades frente.ao feagente,diazo . de
Ehrlich. |

- A leitura Fotopolorimétrica ou espectrofotométrica dalr
reagao direta é feita entre 10 a 30 minutes apds a adicgdo do re—
agente. Adicionando-se uﬁ acelerador {4lcool, cafeina e outros) ,
desenvolvefse'uma;coloragéo; proporcional & concentragdo de BR-T .
A diferencga entfe as leituras de BR-~T e BR-D equivale a quantidade
de BR-I. Na préatica cIinica,_intefpreta~sejas BR de reacio direta
e indireta como conjugada e n3o conjuéada com acido glucurdnico ,
respectivamente.

BR-D portanto, & o diglucuronidio de BR hidrossoltivel,
transportado no plasma pela albumina e.as 2dglobulinas. Ndo & td
‘xica, e em casocs de superprodug®o pode ser eliminada facilmente pe
1o rim. Seu valor normal aceito em meio clinico & aé 0,4 mg/dl de
plasma.

BR-I & todo pigmentd'qué reage com reagente. diazo em
meio hidroaicéolico, compreendendo, assim, a BR n3o conjugada nem
ligada 3 HSA, isto &, totalmente livre. £ altamente toxica, e seus
valores norméis néo ultrapassam a 1,0 mg/dl de plasma.

Assim, a determinacZo de BR baseada no método de  re—

agentes diazo analisa toda a BR.em soros, tanto ligads como a n3o
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ligada. 0 método fluorimétrico por sua vez, determina a BR ligada
ao lsitio principal-da HSA e, na presenga do detergente DDAO a BR
total a qual dinclui BR ligada aos sftios secundirios da albumina.

S@ndo que em soro existe outras proteinas além de HSA,
que podem ligar a BR, observa-se que a curva padf'éb obtida com sg
ro & devida somente & ligag3o HSA-BR por- comparac¢ao com a titula-
c3o fluorescente de HSA em tamp%o PBS (fig.III. %, pag. 4-7 ), na
Qual se verificou n3o haver diferenga entre as duas cufvas. |

Verifica-se também,'. que apds a saturégéo de todos os
sitios, moléculas adicionais de BR n3o causam _\;ariag'ées observi-
vels na sua fluorescéncia. O valor da saturagdo correspondeu tam-
bém as ligac;"des_ de BR-HSA na 'proporé'éé de 1:1.

0 fato de se ter encontrado valores de BR total mais-
altos coh o m&todo fluorimétrico do que com o método diazo, coin- .
cide com as observacBes ﬁe Srow e col. 65 ). Como o método fluori
métrico mede a BR:T, onde s¥o incluidos a BR conjugada e a n3o
conjugada, explica-se este auménto pela presenga de uma maior
quantidade de BR conjugada a _qual‘apresenta um rendimento quanti-
co de fluorescéncia de aproximadamente. 2,5 vezes maior que a BR
ndo conjugada. Assim eles observaram gue em amostras com alto ni-—
vel de BR-D, tanto BR-T como BR ligada a HSA apresentavam valore’s
muito altos, isto &, 1 mg/dl de BR-D~ correspdndia a 2,5 mg/dl no
-método hematofluorimétrico.
| Sendo que as amostras de soros de adultos obtidos pa-
ra a analise apresentavam altos valéres de BR~D (tabela III.1l) ex
ceto em duas amostras, poder-se- ia expllcar 0s resultados obtidos
usando-se o mesmo argumento de Brow e col, {65),

Ao se analisar amostras com baixo nivel de BR direta
( <0,7 mg/'dll) 6bsérvou-se a mesma diferenga entre os métodos flu
orimétricos e diazo, sendo esta diferenga menor do que a observa—

da em soros de adultos (aproximadamente a metade). Este fato nos
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levou a questionar a eficiéncia do método na determinac_;éo de BR
conjugada e a ndo conjugada, Como as amostras de adultos utiliza-
dos tinham al tos niveis de BR direta (BR. conjugada) e. as criérzg:‘és
baixo niveis de BR direta, ha necessidade- de se realizarem estu -
dos mais detalhados bara atribuir o efeito do aumento de fluores-
cénci-a como sendo devido @ alto nivel de BR direta, como citado
anteriormente . | | -

Por outro lado, a diférenc;a_ eﬁcontrada em gmostras de
. adultos e criancas nos leva a pensar na exist®ncia de uma dif‘erer._i_‘_
¢a na intensidade de ligag3o de BR-HSA nessas amostras. Jacobsen
' e col. (67) tér[a demonstrado que a ligag3o efetiva de BR 3 HSA em
SOros de; criangas.é menor do que em soros de adultos. Wennberg "e
col. (68) tBm atribuido esta diferénga a competidores de BR pela’
ligagao.

A diferenga na ligac%o de BR & HSA entre adultos = e
criangés pode ser. vefif‘icadé nas diferentes inclinagles da -, curva
de BR=T (método fluorimétrico) versus BR-T (método diazo) para
as amostras de adultos e criangas (fig.III.1l e III’.IZ)_.V A incli-
nacao da curva"de adultos aproximadamente 2 vezes maior do que a.
de criangas & um indicio de que a constante de ligac3o para cri-
ancas & 2 vezes menor.

A explicag¢3do para o alto valor de BR no método fluori
métrico, ainda & obscuro, uma vez que se utiliza o préprio soro
nas determinagdes de ligagdo BR=HSA na curva padrZo com a  adi-
¢30 de BR comercial a qual contém somente BR n3o conjugada, ao
passo que a BR.em amostras de soros ictéricos contém BR conjugada
e BR n3c conjugada. Se scmarmos este fato 3 diferenca na lligag3o.
BR-HSA entre sorocs de adultos e criangas, podemos concluir, que
realmente a BR direta contribui para a eficiéncia de fluorescén -
cia, tanto a baixos niveis como a altos niveis. No entanto, para

uma explicacdo mais conclusiva h& necessidade de realizar estudos



da propriedade fluorescente de. BR. conjugada—ligada e n3o ligada 3
HSA. Isto &, um estudo da formag@o do complexo BR-HSA, a diversos

nfveis de BR. conjugada.

TV.2’ Fotorreativagao

' Nos estudos da irradiaééo da enzima UDP-GT. com 13mpa~
da fluorescante por 4 horas a 42C, observou-se uma fotorreativa —
cZo da enzima frente a p-nitrofenol como substrato, mas ndo fren-
te a BR. Isto, ﬁalvez,‘reflité a possivel hetépogeneidade da.qu;
ma‘UDP~GT (19). Mahu e;col.'(59),tém observado uma diferenca na a
tividade de UDP-GT frenta a esses dois substratos. No entanto, a-.
inda nZo se tem resolvida essa quéstao. |

Aféficiéncié da fototerapia em criangas com hiperbi -
lirrubinemia, & demonstrads pela excmgdo da BR na forma de seu fo
toisdmerg PBR (fig.T 8 ,pag.ZOh) de conformaco menos lipofica re
vertendo—se rapidamente a BR dentro da biie. Fstudos recentes (7,
t&m demonstrado que a fotoisomerizag%é configuracional de BR- HSA
& estireo especifcica e somente o isbmero Z,EZ& formado. Assim
sendo, podemos tentar explicar a inibicdo parcial na atividade_eﬁ'
zimdtica verificada com PBR-HSA, levantando arhipétése de que na
- irradiac@o até-os 15 min. tem se uma mistura de isdmeros Z,Z e
Z,E dos quals a enzima & capaz de reconhecer someﬁfe as = formas
de isdmeros Z,Z No momento em que os isdmeros atingem o estado
estacionArio, isto &, um fotoeqhilfbrio de BR-HSA=——=-2 PBR-HSA,
a enzima néo é mais capaz de.diferenciar um isdmero do outro, fa-
vorecendo, assim, a ccnjugagao.

£ indubitdvel que o fotoisBmero & excretado sem conju
gacdo na bile, no entanto, nenhum estudo isolado tem sido reélizg

do, "in vitro", para a verificacao da afinidade de PBR com Acido



glucurdnico através da ag3o da enzima UDP~GT.
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V. Aspectos relevantes e projegses

O método fluorimétrico desenvolvido em nosso laboratd
rio, utiliza cela de dngulo reto e fornece alto valor de BR=T e
ligada & HSA chando comparada com o método diazo, sendo 4,3 vezes

maior para.adultos e 2,1 vezes maior para criancas. No entanto, ,

esse valor foi proporcional a todos os niveis de BR direta anali-—
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sadas em amostras de adultos e criangas, permitindo, ent3o reali-— v

‘zar corregdes. KSsim sendo,—épesar de n3o encoﬁtrarmos uma expicg

géo‘plausivel. para esse fato, e convictos de que o nlimero de amos
tras (10 qésos de adultos.e 20 casos de.criangas)n%o pode ser con=
siderada como dados estatisticos, e podeﬁos citar alguns aspectos;
positivos e negativos: ‘

1— Existe uma correlag3o no nivel de BR;T determina
da fluorimétricamente, com BR=T  determinado pslo método diazd,
nas amostras de adultos bem como de recém-nascidos.,

2— Existe uma correlagd® no nivel de BR-HSA determina
da.%luorimétriqamente, com BR-T determinado pelo método pelc méto
do diazo, sendolque o valor de BR-HSA & ligeiramente menbr do que
BR-T.

3— 0 método & rédpido , n3o leva mais do que 5 min., e
utiliza pequenas quantidades de soro, menores do que 63 yl.

L— 0 método fornece maiores informag¢Bes da BR no so-
ro, consequentemente é promissof para estudos de pesquisa a niQel
médico e quimico.

5— Existe um incoveniénte devido a n%o permitir andli
ses com amostras com niveis de BR total maiores que 17 mg/dl.

6~ A enzima UDP-GT pode ser fotorreativada com irradi

acio com lampada fluorescente por L horas, tendo p-nitrofenol co-

substrato, mas nhao com BR.
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7 — BR-HSA e PBR~HSA comportam=-se difersntemente como
subétratos da. enzima UDP-GT. "in vitro"; Isto pode abrir novas
perspectivas ‘para estudos enzimiticos de UDP-GT frente a BR~HSA e
PBR-HSA, uma vez que nos eétudoé da excrec¢do de BR na bile sob a
acdao da 1luz aazui; foram realizados soménte com ratos Gunn os

quais possuem defici@ncia congénita da enzima UDP-GT.



APENDICE. T .

1. CAlculo da constante de associagBo de BR-albumina
a~ Método de supressdo da fluorescéncia da albumina

O grafico I mostra uma titulacfo fluorescente tipica
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de albumina omnde sua fluorescéncia intrinseca & suprimida por mo -

léculas de BR. As curvas a, b e c representam os resultados expe

rimentais com o aumento da concentragdo de albumina. A frag3o de

BR ligada, no ponto "p" & dado por: x/(x+y).

Fluorescéncia(u.a)

Xlgmy —

|
!
|
t
|
I
|
i
1

|
i
i
1

[orogal /*Macromoléculd)

Grafico I

Conhecendo-se a fragdo de BR.ligada em qualquer pon=
to e a concentracio de BR total (BR adicionada neste ponto) du -

rante a titulaclo, obtém-se a concentracgio de BR ligada:

[ER]ligada = “_f*h .[BR] total

Xy



COMOo ,
BRl 1ivre = [BR total - [BR ligada

calcula-se a '[BR] livre. A constante de associagZio &, ent3o, de

terminada no grafico de Scatchard grifico 2, conforme a relacdo

£ = Ka? - Kar
D
' onde:
r = nimero de BR ligada por mol de albumina
D. = concentragdo molar de BR livre
K, = constante de éssociaééo (M_i) para a interagdo
n = namerc de sitios de ligagdc por molécﬁla de albumi

na.

inclinagéo-::Ka

r=n
r

Gréfico 2

b- M&todo do aumento de fluorescéncia da BR.

Realiza-se titulac3o fluorescente com concentracdes

de BR fixs e com concentragdes de albumina fixa .

Supondo-se gue no primeiro caso, quando n3o se obser

84
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va mais um aumento na intensidade de fluorescéncia, toda bilir=-
rubina estd ligada e que a fluorescéncia observada, f,, estd re

lacionada “a concentragdc de BR ligada, tem-se a e%presséb:
BR] = p.f, eq. 1

onde p é uma constante de propofcionalidade. Conhecendo-se a con
centrd¢do de BR pode-se calcular p.‘.

Com os dados da segunda £itula§§6, sé_b aumento - no
rendimento gquantico de fluorescéncia de BR & o mesmo em tédos os
sitios de ligacho, em,duélquer pento da titulagao quando o‘com -
plexo tem uma fluorescéﬁciavf, a concentragdo de BR ligada . sera
dada pela équagéc,(l).VConhecendOHéé a concentracdo de BR total
(BRradicionada); caiqula—se a cohcentragéo de BR livre pela ex —

pressao:
BRI total’ - [BR] ligada - [BR] livre

Calcula-se, entdo, a constante de associac¢do por meio

do grafico de Scatchard. Onde a inclinacBo da reta = K,
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APENDICE II
_ml{_Celaﬁudem(580metria“de;A09ulomRetQ“(RA)_e_Face,Frontalm(FE):

A fluorescéncia caracteristica de uma solggéo ] nor -
malmente. estudada empregando—se_dois'tipos de geometrié._ﬁ;de'uso
mais.comum, &.a geometria de Angulo reto utilizada para solugaes“ﬁ
diluidas e a de geometria de face frontal utilizada para solucBes
concentradas. '

A fig. l‘moétra‘uma compara¢do esquematica da forima

das duas celas.

~-Ad
Izexlo

h é_-_____.:__“_lg_em : %-_ _E‘:im
Ax

ex Iex
Ceia -RA Celag FF

Fig.l Celas de”geoﬁétria,de angulo reto e face

frontal.

Na cela de geometria de angulo reto os raios dticos
de emiss3o e exditagdo sBo perpendiculares e penetram pelo centre

da face da cela., A intensidade de luz excitante na cela & de

~A2/2

IEX

onde A.."& a absorbincia por cm da amostra no comprimento .
de onda de excitagdo. Ignorando artefatos, tais coma espalhamento

da luz, trans @rencia de energia e absorg¢3o prépria a intensidade
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w _ ' )
de fluorescéncia sera:

- | A o A1 )2 =R {14 6 x)/2
Toa = G ¢ T x EO_ _x( x)./ Lo T +‘.% ;]Iex

o Q)

-onde A e Ar S3A0 0S Fluoréforos 2 absprbéncia total da amostra ré§ 
pectivamente, ¢ & o rendijenfo quantico de fluorescéncia e G um Fa -
tor caracteristico do fluﬁrimetro. | |

_.QUarMO a condiclio 1/2 ATP <1 é satisfeita, a expressdo
© entre pérehtes da eguagdo (1) pode ser simblifiéada,permancendo so —

mente o termo Jlinsar em ATVSX & escrevendo a razao AD/AF como RA :

a eg. (1) torna—se :

T = G R A; (sx)_,] r., (2
= CpA (ST, O
Ae & proporcional 3 concentragio do fludroforo e a line-

ridade entre a intensidade fluorescente e cbncentragéé $30 expres -
sados na equagdo (3)

Na cela de geometria de face frontal, o ﬁéximo de Fiuo;ﬂ;
rescBncia & emitido através da supérficie da face. A cela de face
frontal & inclinada em um &dngulo maior que 452. fsse &ngulo pode ser
349 ou 562 dependendo de como o adaptador da cela de face frontal &
colocado no compartimento da amosﬁra.

A intensidade de emissZo &

Iep= G ? Ra Lex 7 (4)



onde G & o mesmo fator geometrico e.RA a mesma razdo da eq.(2) e

onde se supde que toda a luz excitante & absorvida pela amostra

quando a condigdo

»

AT' t > 1 & satisfeita

Da =quag¢do (2) e (3) ‘obtem-se a raz3o:

!

onde Ko refere-se 3

de'%hgulo reto e as

tisfeitas. |
Nota-se

I F depende somente

F N .
No caso

, . (5)

o

absorbancia total .da solucdo diluida na cela

condic®es l[?m-ATl<<;l e A;t> 1 s3o sa

que ém absorbancia suficientemente altos a

da_ragéo A- / A; e & independente de* AL

do uso de cela de angulo reto, a intensidade

de emissio é independenterde AF /‘AT e} é"proporcional'a KF._
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