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SUMARTIO

A oxidac3do aerdbica de Malonaldeido catalizada por
peroxidase produz oxigenio singlete, cuja formacao pode ser
explicado pelo mecanismo de Russell.

Foram feitos estudos cinéticos por consumo de O, e

emissao de luz., encontrando-se as melhores condigoes para al

ta emissao de luz. O sistema obedece uma cinética tipica de
Michaelis-Menten. Foi observada uma diminuic¢ao da enzima na-
tiva (HRP) concomitantemente ao aparecimento de HRP-T e HRP-II.

Foram calculados os valores de 8 (para guanosina,
histidina, bilirrubina e DNA) e valores de t para  oxigeénio
singlete.

A agdo de oxigenio singlete gerado no sistema enzi
matico causa modificacoes no DNA, observadas por absorgao
na regiao U.V.: possivelmente a base guanina seja atingida,
verificagao feita pelos estudos da fluorescéncia do  cation
lantanideo Tb* 7. Também foi observada a formagio do complexo
M.A.-DNA e a acado do oxigenio singlete sobre a lisozima; nes
te Gltimo caso foi observada a destruicao de triptofano ¢ me

tionina.



ABSTRACT

The aerobic oxidation of malonaldehyde catali¥zed
by peroxidase produces singlet oxygen, and the formation can
be explained by Russell's mechanism.

Kinetic studies by consumption of oxygen and
emission of light were carried out. The system follows the
typical Michaelis~Menten kinetic. A decreasing of the native
enzyme (HRP) was observed concomitantly with the appearance
of HRP-I and HRP-I1.

The B-values (of guanosine, histidine, bilirrubin
and DNA) and the t-values of singlet oxygen were calcula-
ted.

. The action of singlet oxygen generated by the
enzymatic system causes modification on DNA, as observed
by absorption in the UV region. It is possible that the
guanosine base is attained, confirmed by studies of  the
fluorescence of lanthanide Tb*? cation. The production of
M.A.~DNA complex and the action of singlet oxygen on
lysozyme was also observed; in the latter destruction of

tryptophan and methionine was observed.



Objetivos da tese

Sabendo-se que o malonaldeido atua em envelhe
cimento celular (Munkres, 1976), carcinogenese (Kubins-
ki e col., 1973) e danos por radiagao (Packer e col.,
1967), foi de interesse pesquisar a espécie ativa nes-
tas transformagaes. Uma vez gque a oxidacao do malonal-
defdo catalisada por peroxidase gera estados eletronica
mente excitados (Vidigal-Martinelli, 1979), intenta-se
estudar as melhores condicoes para se obter uma boa ci-
netica de consumo de O2 e uma alta emissao de luz, como
também detectar a espécie excitada e sua pessivel atua-
cao sobre acidos nucleicos (DNA) e em proteinas (lisozi
ma) , para propor um possivel mecanismo da acdo biologi

ca.



LISTA DAS ABREVIAGOES USADAS

Abreviacao Nome

BEA B~etoxi-acroleina

DABCO 1,4-diazobiciclo(2.2.2)octano

DBAS §,10-dibromoantraceno-2-sulfonato
DNA acido desoxirribonucleico

EDTA acido tetra acético etileno diamina
HRP peroxidase do rabanete

M.A. malonaldeido s6dico

M.AH, malonaldeido acido

TEP 1,1,3,3~tetra etoxipropano
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1. INTRODUCAO

A Fotoquimica desenvolve-se ao longo de duas linhas dis
tintas: a Quimica Organica (usando luz para efetuar trans forma
¢bes quimicas desejadas dando enfase as sinteses, com pouca base
tedrica) e a Fisicoquimica (interessando-se em cinética de rea-
cbes rapidas - normalmente em fase de vapor - estudando a produ-
¢ac e reacao de radicais livres e outras espécies geradas fotoqui
micamente. (Leermakers, 1969).

Na segunda metade da década de 1950, o campo da Fisico-

quimica comecou a mudar . Tanto os cineticistas fisicos  quanto
os quimicos organicos comegaram a relacionar seus interesses no
campo relativamente novo da espectroscopia molecular eletronica ,
principalmente quando 0s quimicos organicos comecaram a usar uma
linguagem qualitativa e modelos simplificados na descricao de es~
tados excitados. A importancia da Fotoquimica, usada tanto como
uma ferramenta sintética quanto mecanistica, é enorme. A Fotoqui-
mica, juntamente com a espectroscopia, visualizam largamente 0Ss
problemas e respostas das pesquisas, relacionando as areas de Qui
mica e Fisica. (Leermakers, 1969}).

O principio basico da Fotoquimica parte de que somente
luz absorvida pode produzir uma mudanca quimica. (Lamola e Turro,
1977} .

A Fotobiologia esta relacionada predominantemente com
radiacao de comprimentos de onda de 200 a 800 nm, comprimentos es
tes que causam mudancas quimicas quando absorvidas por biomolécu-

las (Lamola e Turre, 1977].



1.1. Estados excitados

Os elétrons ocupam regides do espago onde a possibilida
de de encontra-los girando em torno do nicleo & maior - estas re-
gides sao chamadas orbitais. Elétrons em orbitais diferentes pos-
suem energias diferentes e cada orbital pode conter no maximo dois
elétrons com spins opostos (principioc de exclusao de Pauli) (Lamo
la e Turro, 1977). Quando todos os orbitais contém dois elétroms,
hid igual n® de elétrons de spin oposto (+ i, - %) ou spin eletro
nico total zero. O estado de multiplicidade & dado por 2 S+1, on-
de S & o spin eletronico total. Um estado singlete ¢ um estado de
multiplicidade igual a 1 (S=0) e um estado triplete & um estado
de multiplicidade igual a 3 (S=3) (Johns e Rauth, 1965). 0s esta-
dos excitados singlete e triplete e o estado fundamental sao trés
espécies distintas e tom, portanto, propriedades quimicas e fisi
cas diferentes (Cilento e col., 1979). Mecanismos de reacac foto-
quimica sao com frequéncia altamente especificos, com produtos de
reagao estritamente diferentes daqueles obtidos quando o mesmo sis

tema reage termicamente {Salem, 1976).

.....'i._t.w_ 4 4

b %
ESTADO SINGLETE TRIPLETE
FUNDAMENTAL

Esquema 1.1: Estados fundamental, singlete e triplete.

Um estado triplete tem menor energia que o estado sin-
slete correspondente devido a natureza repulsiva da interacao
spin-spin entre elétrons de mesmo spin (Regra de Hund: estados de

maior multiplicidade tem menor energia). A diferenga de energia



entre estado singlete e triplete varia de acordo com o grau de in
teracao entre os orbitais envolvidos. A interagao entre os orbi-
tais que ocupam regioces de espago diferentes {(por exemplo, n, wde
compostos carbonilicos) € mencr, € O espago energetico singlete-
triplete também € menor. A interacao entre os orbitais que ocupam
regioes de espago semelhantes (por exemplo, w, 7* de alcenos) &
muito maior e portanto a diferenca energética singlete-singlete
também & muito maior (Cilento e col.,1979).

As moléculas organicas absorvem luz no intervalo de com
primento de onda acima de 200 nm porque os estados eletronicos pa
ra estas moléculas possuem cerca de 140 kcal/mol em energia acima
do estado fundamental. Estes estados eletronicos sao gerados pela
promocao de um elétron de um orbital n ou m para um orbital n*. A
encrgia de excitacio entre o orbital de energia mals alta n ou 7w
e ¢ orbital de energia mais baixa 7% em sistemas conjugados dimi-
nui com a extensac da conjugacao (Lamola e Turro, 1977).

Estédos excitados de moléculas podem ser formados pela
absorcao de luz visivel ou U.V., como resultado de uma reagao qui

mica, ou por transferencia de energia de uma molécula excitada pa

L

ra outra no estado fundamental (White e col., 1974).

»

hv

D D*

Y

Reagentes : = D* {produto)

D* {doador) + A (aceptor) ——> D+ A*

Os estados excitados inicialmente produzidos por absor-
cao de um foton sao quase sempre estados singlete, porque a gran-
de maioria das moléculas no estado fundamental estdao num estado
singlete e as regras de selecgao favorecem a conservacao de spin
no processo de absorcao de energia. As bandas de absorcao single-

te-triplete geralmente sac fraquissimas, comparadas com as bandas




singlete-singlete (Cilento ¢ col., 19797 .
Estados singlete em meio liquido, tem, com raras exce

o
> 107 seg) enquanto que os tri-

coes, vida média muito curta (10~
pletes duram mais tempo (10w3~zﬂgwrsse@(Calvert e Pitts, 1966).Am
bos sao desativados por um dos seguintes processos competitivos
(Cilento e col., 1979). (Esquema 1.2)

A bioluminesceéncia, ou emissao de luz por seres vivos,
resulta de uma reacio catalizada por enzima. E uma reagao oxidati
va em que parte da energia € canalizada para producao de um esta-
do eletronicamente excitado de um intermediario (ou produto da

reacao) que emite um foton e volta ao estado fundamental ( Cilen-

to e col., 1979).

A bioluminescéncia é de especial interesse em Bioenergé
tica no que diz respeito & transformagdo biologica de energia qui
mica em luz sem envolver energia térmica. A cor desta "luz fria”
emitida por diferentes organismos vai do azul (460 nm}) de certos
crusticeos, passando pelo verde-azulado (490 nm} de algumas bacté
rias, pelo verde (530 nm) de cogumelos, pelo amarelo-esverdeado a
laranja (540 a 580 nm) de vagalumes, até o vermelho (600 nm) da

forma larval do inseto Diplocardia longa (Hastings, 1975).

]

1.1.1. Geracao quimica de espécies excitadas

Ha dois processos gerais que si3o responsaveis pela
producdo de espécies excitadas em quimiluminescencia e biolumines
céncia: transferéncia de elétrons ¢ clivagem de perdxidos cicli-

cos e lineares (Cilento e col., 1979).

a) Transferencia de elétrons

As moléculas excitadas forma-se pelos seguintes proces

sos (Hércules, 1969):
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B. Desativagao

o
e
b, F

fluorescencia

fos forescencia

ESTADO TRIPLETE

fotoquimica sem luz (isomerizagao, dimerizagao, rearran

jo, reacao com solvente, etc.)
desativacdao térmica

cruzamento intersistena

(McCapra, 1970).
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Remocao de um elétron (oxidagao) de um
anion (Equagao 1.1);

Reducao de radical cation (Equagao 1.2);

radical

Aniquilamento cation-anion (Esquema 1.3).

OX IDACAO DE UM ANION RADICAL

ME TAL

z
L. . ) s
= EQUAGAQ L1
REDUCED DE UM CATION RADICAL
’ T+3 i ]
Pz
.
N
S,
) 3

4 EQUACAD 1.2 5

e g R Y



ANIQUILAMENTO CATION-ANION

4 {
| b
B 4 e
11 11 11 i 11 4
1 1 B } " -
A + B A~ + BY A -+ B
i |
P v
g s
11 11 4 1] 1 11
" v ; 1 e [V
A + B At + B A + B

A¥ ¢ B® = singlete ou triplete

ESQUEMA 13 _
ANIQUILAMENTO CATION- ANION

b) Decomposicao de estruturas do tipo 1,2-dioxetano

Os anéis dioxetanicos foram propostos como intermedia-
Tios em numerosas reacoes gquimiluminescentes, envolvendo inddis,
derivados de acridina, peroxioxalatos, amineetilenos, etc, ( Mc
Capra, 1970 }, tendo como base os tipos de produtos formados.

Kopecky e Munford (1969) observaram que a termolise de
dioxetano gera produtes carbonilicos no estado excitado { Equagao

1.3).

O o 0
T |
| % . A + ,JL\ —= CETONAS + h
Ry Ry R R Ry Ry
7
& 8

EQUACAD 1.3



Os estados excitados formades na clivagem de dioxetanos
catalizadas por tragos de metais, aminas, silica gel, $ao essen-
cialmente tripletes, acompanhados de presenca de singlete, mas en
escala bem menor (#°/0% - 10%-10%) (Wilson, 1976; Bartlett, 1976).

0 mecanismo para decomposicao de dioxetanos deve ser
compativel com a produgao eficiente de produtos excitados predomi-
nando tripletes sobre singletes e com a estabilidade dos dioxeta-
nos ser pouco influenciada pela natureza dos substituintes. Dois

mecanismos foram propostos (Equacdo 1.4) (Cilento e col., 1979).

O==0

>

/f
/////v | |

5 SIMULTANEO

o L)
\\“\\\ o ) ﬁ//ff//’
\\\* 12 13

e

I
]

BIRADICAL. (Equagao 1.4)
1t

0 mecanismo simultaneo (10), onde as ligagoces 0-0 e C-€
sao quebradas e ljgagges C=0 formadas simultaneamente, fol propos-
to por McCapra (1970) baseado na correlagao de simetria de orbi-
tais (Woodward ¢ Hoffmann, 1969). No mecanismo em duas etapas (11)
a ligacao 0-0 se rompe gerando um di-radical (vida muito curta) e
subsequente quebra da ligacao C-C dando os produtos. A energia dis
ponivel € suficiente para excitar apenas uma das moléculas-produto

{12) nos dois casos (Cilento e col., 1979).

c) Reacao de auto-oxidacao via radicais peroxidos

varios casos de reagao de auto-oxidacao acompanhada de

quimiluminescéncia fraca sao mencionadas na literatura; entre elas

-



a autoxidacado de hidrocarbonetos e polimercs (Vasilev, 1962 e
1967). Os trabalhos de Howard e Ingold (1968) tem confirmado a
producao de compostos carbonilicos excitados (19) e oxigénio sin~
glete na decomposigao de um intermediario tetroxido (16) pelo me-

canismo de Russell (1957).

Ph 0-—0
H H
| 50 i . < \s
2Ph —C—H —b 2Ph--(i‘:-—o~—~0~———-a- b
H
CH H<C H
3 3
14 O
14 s \ /,Ph
AN
CHz
Ph H
S -
HzC” 12
w
Ph
[ 4
(32 + I e — #h H
20 H3C 1a
HzC OH
17

(Equacao 1.5)

1.1.2. Geracdo biologica de Espécies Excitadas

K

a) Bioluminescencia

A bioluminescencia € um fenomeno amplamente conhecido
de geracao de espécies eletronicamente excitadas no estado single
te (Hastings e Wilson, 1976). Nestes processos sao propostos in-

termediarios 1,2-dioxetanonas {22) (Equagaoc 1.6).

R | R 0 R

! Lucifemse l //// \ G
f ZaTp | /

H Qw0 i

(Equacao 1.6)




Estes mecanismos tem sido amplamente estudados (Shimomu

ra e Johnson, 1979).

b) Processos bicenergizados

Processos enzimaticos também podem gerar espécies car-
bonilicas eletronicamente excitadas no estado triplete (Cilento,
1980 a). Estes mecanismos tem sido amplamente estudados em termos
cinéticos (Cilento, 1980 b) em termos fotoquimicos (buran e col.,
1981) . Mas alguns dos sistemas podem gerar, além de carbonilos ex
citados, também oxigenio singlete (como por exemplo, oxidacao ca-
talizada de indol-3-acético - De Mello e col., 1980).

Em todos estes sistemas a enzima peroxidase tem um pa-
pel importante.

HRP € uma enzima de cor marrom COR um pPeso molecular
de 40.000; & uma proteina globular com um diametro de 50 . Hemi
na (ferriprotoporfirinico IX) é o grupo prostético da peroxidase
(Ugarova e Lebedeva, 1979) .

Keilin e Mann (1937) descobriram a espécie agora conhe
cida como composto IX (HRP-11}, formada como resultado de HRP com
H,0,. O composto 1, descoberto apds o composto IT, € formado an-
tes de HRP-II, logo apos a adigao de H202 a HRP (Theorell, 1941).
0 espectro de HRP-T e HRP~Il na regiao Soret (400 nm) foram medi-
dos e a cinética de algumas reagoes de HRP foram investigadas (Dun

ford e Stillman, 1976} (Fig. 1.1; TFig. 1.2).
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FIG.1.L. - INTERACAO DE HEME COM
APOENZINA NA PEROXIDASE
(UGAROVA E LEBEDEVA , 1.978)
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As ferrihemoproteinas interagem preferencialmente com

F, CN , e N; que se ligam ao ferro (George e Lyster, 1958), no

grupo prostético.

c) Papel da peroxidase em processos bioenergizados

Descobriu-se que HRP pode atuar com uma oxigeﬂase in-
terna sobre diversos substratos da estrutura geral R'—¢~Ci§ (Ci
lento, 1980 b). HA evidéncias claras de que em reagoes ge oxida-
cao catalizadas por HRP ocorre a formacao de estados excitados

(Cilento, 1980 a). A oxidacao de 2-metilpropanal (25) catalizada

por HRP produz acetona (27) no estado excitado triplete e acido
férmico (28) (EBquacdo 1.7) (Duran e col., 1977; Faria Oliveira e

col., 1978; Bechara e col., 1979}.

Hy C 0 H3C\ /OH ng /CH3
— i + HCOOH
C—C + QOp ke e c—C
l " HRP C/w I\\H i
HaC H H 3 0=—0 G
25 26 = £

(Equacao 1.7)

¥

HRP converte propanaldeido (29) para acetaldeido (31)
e acido foérmico (28). Produz-se uma espécie eletronicamente exci
tada, presumivelmente o aldeido, como revelado pela emissac fo-
tossensibilizada na presenca de flavinas (Equacgao 1.8) (Haun e

col., 1980).

0 H o H
H<C—CH C/ 4 Op o — | H cwcl:»c/ —HzC—C. +HCOOH
3 N 2 THRrp 370N %,
H 00 H
1)

29

(Equacao 1.8)



e

Estudos sobre oxidagdo do acido indol-3-acético (32){um
hormonio de planta catalizada por peroxidase) mostrou emissao e da
nos do grupo heme por quebra fotoquimica NO €sSCUTO (Equacao 1.9)

(vidigal e col. 1975}.

_ ) _
02 e
e o C—C
HRP I
0—0
I
H
33 34

(Equacao 1.9)

1.2. Oxigenio Singlete

Oxigénio molecular no estado triplete ou fundamental
(302) & uma das poucas moléculas com um nimero nivelado de  elé-~
trons onde os orbitais ocupados de mais alta energia sdo um  par
de orbitails antilégan%es duplamente degenerados contendo 2 elé-
trons (Kearns, 1971), com scus momentos angulares opostos mas com
spins paralelos (Krinsky, 1977), (Fig. 1.3}.

Estudos espectroscopicos identificaram oxigenio single-
te em seus dois estados excitados, gque sao simbolicamente descri-
tos na Tab., 1.1 (Bellus, 1979).

Em oxigenio liquido ou gasoso, bandas de absorgao  sao
observadas em 630 nm e 477 nm. Energeticamente, estas bandas cor-
respondem a varias combinagoes de transicgoes de pares de simples
moléculas. Portanto, podem ser assinaladas como transigoes simul-
taneas, na qual um simples foton é responsavel pela excitacao de

duas moléculas (Kearns, 1971).



Tabela 1.1 - Os Estados Eletronicos de Oxigenio Molecular e Suas

Propriedades (Bellus, 1979)

Configuracao Fnerei: Tempos de vida (seg)
o~ oy gld.
Molegula gﬁa I\éeéet;gﬁ Relativa
Oxigenio a1t '.éc - (Kcal/mol) fase fase
Odos P gasosa 1iquida
Segundo Estado
Exci tado 4 | 37,5 71208 11971y
0,('zg" | v
Primeiro Esta-
do Exci tado 1] lt 22,5 27000® | 2x1070-1073(®)
1
0,("Ag)
Estado Funda-
mental } { 0 * ®
3.
("tg)

{a) Tempos de vida radiativo

ra desativar o estado se nenhum processo nao radiativo

rer) .

%

intrinseco (tempo médio que leva pa-

(b) Valores que dependem fortemente do solvente.

0Cor-~



Ca 02 Op

ORBITAIS NAO - I mglepd s ORBITAIS NAD
HIBRIDIZADOS ~ ORBITAIS \ ORBITAIS  HIBRIDIZADOS
HIBRIDOS & 3 HIBRIDOS
N — PR e =
LN (ny} v B
W ¢ sulfhnd o .

~ Al y ’
Y S ’“‘“H"\;’ -
,;\J §h¥2 \“"
\ \{! \ ry A
jp—— el N
S L AL I LTI

28 " ‘: I;,ﬁ 5 i) e _..,%__M.

!
v !

\ i
L @glee)

g olis)
R o N
““"%""gns}

FiG. I.B—NE‘VEIS DE ENERGIA DO ORBITAL MOLECULAR DO 502

{ HUMEEY, 1972}



1O

Transicoes de moléculas simples Energia, cmml(nm)
353+ lag 7.882 (1269)
Sva o+ g 13.120 ( 762)

Transigoes simultaneas

20t 20Nl 15.765 ( 634)
23ty > lag + 154 21.003 ( 476)
2%+ 2(heR 26.242 ( 381)

Na fase gasosa, O2 (125) ¢ mais rapidamente desativado
que 0, (lAg) por todos os gases. Em solugdo através da desativa-
cao colisional, os tempos de vida sao grandemente reduzidos, mas
muito mais para 02 (IXQ) (Tab. 1.1). Nao existe evidencia ine-
quivoca para a formacao fotossensibilizada de 0, (1Z§) em solucao
embora um tratamento teorico sugere que pode ser o estado single-
te primeiramente formado com alguns sensibilizadores (Kawaoka e
col., 1967). Ackerman e¢ col.., (1970) consideram que a diferenca
fundamental entre a ineficiencia relativa de desativacao do esta-

o .o - ; . .~ 1.+
1Ag e a alta eficiencia de desativacao do estado lZg pode ser

do
atribuida ao fado de gue 0, (IEE) ¢ transformado inicialmente pa-
ra 0, (1Ag) por um processo spin-permitido, enquanto que O, (IAg)
deve produzir uma transicao spin-proibida para alcancar o estado
fundamental. Assim, n3o ¢ surpresa que para reacoes de oxigenio

singlete em solugao, o estado IAg ¢ considerado uma espécie de
oxigenio ativa. Consequentemente, os métodos de deteccio e as rea
coes de inibicio discutidas, referir-se-30 a oxigenio molecular
singlete em seu estado 1Ag, simplesmente denotado como 10? (Bel-

lus, 1979}.

1.2.1. Geragao de Oxigenio Singlete

Ha diversos métodos para gerar oxigénio singlete



e que tem sido discutidos em numerosas revisoes: por fotossensibi
lizacao, por fontes quimicas e por fontes fisicas (Foote, 1976) e
enzimaticas (Krinsky, 1977, Duran, 1982) (Fig. 1.4).

Como frequentemente ocorre, os métodos por fotossensi~
bilizacao, fontes quimicas e enzimaticas servem como modelo para
reacoes bioquimicas, e sao ilustrados na Fig. 1.4 e discutidos a

seguir (Krinsky, 1977).

OZONIDEQS Q) in 102 & HoOn +027
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A
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o é) -8 &

ofe Oz + Y+

FIG. 14 - METODOS PARA A
GERACAC DE '05
[KRINSKY, 1977}

a) Geracao fotossensibilizada de 109

4

0s fotossensibilizadores {(Sens) tem dois sistemas de

estados eletronicamente excitados: o singlete [lSens) e o triple-
3 . . . .

te (“Sens). Normalmente o estado triplete tem vida muito mais lon

ga que o singlete que &, portanto, o produte inicial de absorcao




de luz. Os sensibilizadores mais efetivos sao aqueles que dao um
estado triplete de vida longa em alta eficiencia quantida. Muitos
corantes (azul de metileno, rosa bengala ou eosina), pigmentos
(clorofila, hematoporfirina e flavinas) e hidrocarbonetos (rubre-
no e alguns antracenos) sao sensibilizadores efetivos. Muitos
destes compostos absorvem luz visivel ou U.V. proximo: iogo, es-~
tes comprimentos de onda sao efetivos para oxidagbes fotossensibi
lizadas (Foote, 19706}. Velocidades de formacao ¢ de desativacao
dos dois estados excitados mais baixos de sensibilizadores tipi-
cos sao mostrados no Esquema 4 (Gollnick, 1568; Spikes e Mac

Knight, 1970; Livingston, 1561).

hy 1 7 oxidacoes
Sens - > Sons 5 “1' “S5ens ——> fotossensi
- 1,0-20,0x10%seg - yd bilizadas
AN /
/‘//
-2,0x10%s0¢71 P 10,0-1,0x10%seg™ !
\A Z /’//
Sens

Esquema 1.4: Velocidades de formagao e desativacac dos dois
estados excitados mais baixos de sensibilizado

res.

Ha duas grandes classes de reacdoes possiveis para o sen
sibilizador triplete (Schenck e Koch, 1960; Foote,1968). Estas reas
coes sao classificadas como Tipo I (Schenck e Koch, 1960;Gollnick,

1868) e Tipo 1II (Toote, 1976).

i. Reacao do Tipo I

Envolve a produgao de radicais ou Ions radicalares por
interagao do sensibilizador triplete com um substrato redutor (RH
ou R). Os produtos radicalares tem uma grande variedade de possi-

veis reacgoes: transferencia de elétrons para oxigeénio, abstracdo



de elétrons ou hidrogénio a partir de outros substratos, inicia-
cao de autooxidagao de cadeia de radical livre, ou retro-reagao

(Foote, 1976) (Esquema 5).

3
Sens + RH e G Q1 ‘ - ‘
* transferencia SensH + R retro- reacdo Sens + RH

/N

reagoes com -
outros reagenies reagoes com Op

N

>sens +R ——— Sens, +RT —— Sens + R
tronsferencio retro-regeuo
de eletron
Esquema 1.5 - Quimica do tipo I: Interagao direta do sensi

bilizador com outras moléculas.

A reacao de sensibilizador com oxigenio produz 02 ou
seu acido conjugado Hﬂé {Kepka e Grossweiner, 1972; Balny e Dou-
zou, 1974) . Esta especie pode desproporcionar para HZOZﬁ reduzir o
substrato oxidado ou sofrer outras reacoes (Esquema 6).

R

2i. Reacao do tipo Il

0 sensibilizador triplete interage com oxigenio, e o
tipo mais comum de interagao envolve a transferencia da excitacao
do sensibilizador para o oxigénio, produzindo oxigenio no estado
excitado singlete {Foote, 1968; Wilson e Hastings, 1970; Politzer
e col., 19713.

Menos cflicientemente, ocorre transferencia eletronica
do sensibilizador para cxigeénio, levando ao lon superoxido (027)
¢ uma forma oxidada do sensibilizador (Esquema 1.06) (Kepka e

Grossweiner, 1972; Balny ¢ Douzou,l974).
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REAGAO DO SENSIBILIZADOR COM OXIGENIO

b) Fontes quimicas de Geracho de Oxigenio Singlete

i. Reagdo_de H,0, e um hipoclorito (0C17)

0 oxigénio singlete & quimicamente gerado pela  agao
de hipoclorito com perdxido de hidrogenio (Equagao 1.10) (Debey e

Douzou, 1970).

H,0, + NaOClmwmww—m~%*1O? + NaCl + H,0 (Bland, 1976)

(Equagao 1.10)

2i. Reagao de H.,0, e o radical 0,°

02* e 11202 reagem, gerando OH' e 1'O? (Equacao 1.11).
0,7 + Hy0, —————3 O + OH" + T0, (Equacdo 1.11)
Esta reacao € referida como reacgao de Haber-Weiss

(Halliwell, 1981) e ela tem sido considerada uma fonte potencial

bioldogica de 102 (Kelog e Fridovich, 1975).



31. Geragao de 102 a partir de 0.+ e OH°

o

Um outro produto da reacao de Haber-Weiss & o radical

hidroxila (1" (Krinsky, 1977). Temse sugerido que trans ferencia de

*

elétron de 0," para OH’ resulta na geracao de 102 (Equacao 1.12 )

(Arneson, 1970).
= 1

0,% + OH" > 0, ¢+ OH™ (Equagao 1.12)

4i. Decomposicao de fon 0,

A transferéncia de um elétron de O," para um aceptor
adequado foi proposto no mecanismo onde 102 ¢ gerado na ilumina-
cao de cloroplastos (Equacao 1.13) (Krinsky, 1977).

0,” ———> 0, + clétron (Khan, 1970)

(Equacao 1.13)

5i. Transferéncia de elétron de O?T para radicais cations

Uma evideéncia direta para transferéncia de eléetron de

OZ? para radicais citions fol apresentada por Mayeda e Bard (1973).

6i. A dismutacgdo de 02T

A dismutagao espontanca de 2 moles de OZT forma 1O

Fa)

(Equagao 1.14) (Arneson, 1970; Khan, 1970).

. 21" ]
R n202 + '02 (Mayeda e Bard, 1974)

£
O
)

{(Equacao 1.14)

7i. Desproporcionacao de H,0,

Smith e Kulig (1976), apresentaram evideéncias de que



102 pode surgir da desproporcionagao de H,0,. A formagao de 102

pode se fazer através de um pProcesso simultaneo de transferencia
de dois elétrons {Equacaoc 1.15).

0-0-H + H~Ojg¥H > 1Oz + HZO + OH~ {(Equacao 1.15)

8i. Decomposicao de ozonetos

Os ozonetos de estabilidade variada podem ser prepa-
rados com decomposicao espontanea para 102 (Krinsky, 1977), Os
adutos entre aril fosfitos e oanio(SS), preparados a w?OO, quan-

. . . 1 -
do aquecideos acima de -35%C liberanm 0, de acordo com a reacao

(Equagao 1.16) (Murray e Kaplan, 1968; Murray e col. 1970}.

/0\\
i { G Hig ) a Pm0+%2

( CgHg0 )3 P/ 0~
\\0/

35 =6

EQUAGAD LI6

9i. Quebra de hidroperdxidos lipidicos

0 102 pode ser formado durante a quebra de hidropero-

xidos lipidicos pela oxidacio de NADPH por microssomas de figado.
Este processo pode envolver a dismutacao de dois radicais perdxd

dos {Nakano e col., 1975; King e col., 1975).

10i. Producao enzimatica de 1O2

Existe a possibilidade do oxigénic singlete ser forma

do em varios sistemas enzimaticos (Duran, 1982).
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A mieloperoxidase, uma das principais enzimas localiza
das nos granulos primdrios de leucdcitos polimorfonucleares, tem
acao microbicidal na presenga de HZOZ e um cofator haleto. £ ob-
servada uma quimiluminescencia no sistema mieloéeroxidase/ﬂzoz/hg
leto (Rosen e Klebanoff, 1977). Estes pesquisadores usaram combi-
nacao de analise de produtos inibidores de oxigenio singlete e
efeitos de oxido de deutério, obtendo resultados SatisfatGrios.P§
ra deteccao de 102 a xantina oxidase, quando incubada com um de
seus substratos — xantina — da uma quimiluminescencia (Stauff e
col., 1963; Stauff e Wolf, 1964). Com base em experimentos Com
rubreno (um inibidor de 102), Khan (1976) concluiu que © siste-
ma xantina oxidase gera 102. Até o presente, muitos autores estao
a favor de que 1O2 surge de uma reacao por transferéncia de e¢lé-
trons envolvendo OZT, ou através da reacao de Haber-Weiss ( Duran
19823 .

Goda e col. {1973) e Schaap e col. (1970) observaran
uma quimiluminescencia no sistema adrenoxina-adrenocxina ‘redutase
de bovino, dependente de NADPH, envolvendo possivelmente a forma-
cao de 102.

Trabalhos preliminares baseados em estudo espectral (Vi
digal-Martinelli e col., 1979) mostraram que 102(1Ag 1&g)p0&3 ser
formado pela oxidacao enzimdtica de malonaldeido (M.A.) na presen

ca de peroxidase do rabanete (HRP) e ions Mn++.

c) Métodos fisicos

i) Descargas gasosas

Tubos de descarga de radiofrequencia sao uma convenien
te fonte de oxigenio no estado molecular excitado singlete para
estudos espectroscopicos. [ possivel excitar 10% do oxigenio para

1

o estado 1Ag e ZE (este relaxando para 1Ag) (Kearns, 1971).




Descargas de microonda produzem concentracao substan-

cial de 102. Porém, pode ser suprimido pela interposicao de un
filme de 6xido de merciirio entre a descarga e a posicac de cbser-
vagao; ozonio & um outro componente da descarga que pode reaglr

com<3109(12§ } de acordo com a reacao (Equacao 1.17):

107 (tzg) O —————=> 0, + 0, +0 (Equacdo 1.17)

Os atomos de oxigenio gerados por esta reagao Sao en-

tao aniquilados por outras moléculas de ozonio (Equagao 1.18).

0 + 0g ; 20 (Equagao 1.18)

1.2.2, Identificacdo de Oxigenio Singlete

a) Analisc de Produtos

i. Adicdo 1,4 a dienos e heterociclicos, analogo a reacao

de Diels-Alder

bl

Os produtos iniciais para muitos dos heterociclicos f{re
quentemente produzem reacgdes secundarias para dar produtos mais
complexos. Por exemplo, a veacao de dimetilfurano (37) forma o en
doperoxido (38) que & estavel somente em baixas temperaturas, on-
de tem sido caracterizado espectroscopicamente e por aniquilado-

. o - - - “ E
res quimicos. Em temperatura ambiente, o endoperoxido (38) reage
com metanol para dar peroxido moderadamente estavel (39) (Lquacgao

1.19) (Foote e col., 1967).
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21. Reacao~ene com olefinas

As olefinas com dois ou mais substituintes reagem pa-
ra formar hidroperoxidos alilicos (Gollnick, 1968; Livingston ,
1961) . Embora muitas olefinas dissubstituidas nao sejam muito rea
tivas, os acidos graxos insaturados parecem ser uma excecao (Hall
e Roberts, 1966; Cobern e col., 1966; Rawls e Van Santen, 1968; C(Cle
ments e col., 1973). Nesta reacao, a dupla ligagao muda para a po
sicdo alflica, distinguindo assim a reacao tipo-ene da reacao de
autoxidacao (Gollnick e Kuhn, 1979) e, portanto, os radicais 1i-
vres nao sao envolvidos. Como exemplo tem-se a fotooxidagao de co
lesterol (40) para o hidroperoxido alilico, 3-f-hidroxi-5-a-colest
~-6-ene~-5-hidroperoxido (41) (Bquacao 1.20) (Schenck e col., 1957;
Schenk e Neumiiller, 1958; Nickon e Bagli, 1959; Kulig ¢ Smith ,

1973).

hV/Sens
02
HO

EQUACAO |.20



3i. Adicgao 1,2 a olefinas ricas em elétrons tails como ena-

minas ¢ éteres vinilicos

Esta reacdao produz 1,2-dioxetanos monoméricos (43) que
sao frequentemente isolaveis. Em aproximadamente 0°C eles clivam
para dois compostos carbonilicos, frequentemente com emissao de
luz (Bquacao 1.21) (Foote e Lin, 1967). O produto € monomérico so-
mente se a reacdo ¢ feita em alta diluicdo e baixas temperaturas

(Foote e col., 1975).

Qo0
CHz H cwg,i l/H C;;Hg H
C G Ne e RO O
c C 5
H3C/ hi /Sens C/ \\N o g0 / NG
N—CHy Oz 3 3 3 e 3 3
CHy CHz CHxy
42 43 44
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0s éteres vinilicos reagem facilmente com 102 e a cliva
gem de produtos carbopilicos esta numa producdo essencialmente quan
titativa (Equacao 1.22) (Bartlett e Schaap, 1970; Schaap e Bartlett

1970) .

/W Y hl}/Sens/OE O—-0 o (’E

0 O, (€D €O, -78°%C A PR
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C
Cz"‘s ﬁ*ﬁ 0(:2;45 chﬂE

45 46 47

EQUACAD 1,22



4i. Oxidacao de sulfetos para sulfoxidos

Na oxidagao da dialquilsulfetos simples, tal como die
til, duas moléculas de sulfeto sao oxidadas para cada molécula de
oxigénio na formagio de um intermediario persulfoxido (49), detec
tado por inibidores ¢ experimentos cinéticos (Equagao 1.23) (Foote

¢ Peters, 1971).

+ - + -
(C2H5)2 5 W [(CEHS)»Q 5—0—0 j[ {CW 2(C2H5}2 G0
02

48 49 50
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5i. Oxidacao de Fendis

L provavel que esta reagao também proceda de reagdes
sensibilizadas por melo do mecanismo Tipo I, dentro das mesmas con
dicoes, e os produtos obtidos sejam os mesmos de oxidacoes radi-
calares. (Foote, 1976); por exemplo, 2.6-di-tert~butil-4-metil-fe

nol (51) d4a o composte (52) (Equacao 1.24).

HeC
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6i. B-~caroteno

Foote e Denny (1968) encontraram que concentragoes
- .. . 1
baixas de B-caroteno (da ordem de 10 4M) inibe efetivamente 0,5,

trans formando cis-A-caroteno em trans-B-carvotenc.

b) Uso de agua deuterada

Merkel e col. (1972) observaram que o tempo de¢ vida

de 1O aumenta em 10 vezes na agua deuterada, comparando-se com

z
dgua comum (ver discussao).

c) Inibicido por desativadores especificos

Estes compostos podem inibir oxidacoes por 10? reagin

do guimicamente ou fisicamente com elas.
q

i. Carotendides

Os pigmentos carotendides desativam 1OZ fisicamente
sem alterd-los quimicamente (Foote e Denny, 1968). Esta habilida-
»
Jde dos pigmentos carotenodides de desativarem 102 € a base do pa-
pel preotetor que ¢stes pigmentos tomam contra a iniciacao de que-

bras celulares por luz visivel {(Krinsky, 1977).

2i. Aminas

As aminas alifaticas primirias nao desativam 102 com
muita eficiencia. As aminas alifaticas secundarias e terciarias

1segm1 (Foote,

desativam em velocidades que variam de 1—1OOXIOOMM
1979} . DABRCO desativa oxigenio singlete em todos os solventes in-
vestigados, sem reagir (Ouannés e Wilson, 1968; Foote e¢ col.,1970;

Smith, 1972; Gollnick e Lindner, 1973). Outras aminas vreagem en



maior ou menor extensiao - os produtos sao complexos e frequente-

mente resultam de reactes secundarias. Para que ocorra a Treacgao
& necessario haver abstracao de atomos de hidrogenio o da amina,
em sua auséncia, aminas sao somentc desativadoras de oxigenio sin

glete (Gollnick e Lindner, 1873},

3i. Tocoferois

A reacao de a-tocoferol tem sido cuidadosamente estu-
dada, envolvendo tanto a reacao quanto desativacao de 102, sendo
que o tltimo processo predomina. O tocoferol (53) € um bom desati
vador para 102 e este pode ser um dos mecanismos pelo qual 1lipi-
deos sao protegidos contra quebra oxidativa (Foote, 1976). Os pro
dutos sao derivados de reacoes subsequentes de um hidroperoxidie-
nona (54), embora ¢ autor sugira o intermediario endoperoxido (E-

quacao 1.25} (Grams e col., 1973; Grams e Eskins, 1972; Grams e

Ol
0 R
R
hY /Sens o
02 .

Inglett, 1972).

#

O ‘“‘\/,,;."'/ .’:'V’O
+ A
P /./ P R
© © ~0 oH
25
58
EQUAGAD 125
4i. Derivados de Aminoacidos e Peptideos
Os principais aminoacidos que sofrem a acio de l07,
em todos os casos, com aminoacidos livres ou em peptideos $80:

metionina, histidina, triptofano, tirosina e cisteina (Galiazzo e

col. 1972).



A metionina (59) € oxidada 4 sulfoxido na presencga da

maioria dos sensibilizadores (Equacgao 1.26) (Weil e col., 1951}).

0 G 0
o 7 PH <9 L+ 4
C 3 S CHE‘*‘“CHZ'"‘"CHWC\ W CH::%“”S"““CHE.“"“CHQMCH"“—C
QO Oz : Ok
59 80 NHE
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A histidina (61) da produtos de clivagem do anel imi-
dazel. 0s produtos inicials nao foram isolados, mas estudos mode-
los com outros imidazdis sugerem que a clivagem da dupla ligacao
enamina (via dioxetano ou endoperoxide) seja o resultade prima-
rio seguido pela clivagem do dcido aspartico (Equacao 1.27) (Was-

serman, 1970: Tomita e col., 1969; Wasserman e col., 1968).

O M 0
N\ 7\ AN 7/
C—CH—CHy e C e O CHy e
7 N h/sens ./ | \
HO HO OH

NH2 " 02 NHz
8t 62
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O triptofano (63) da uma complexa mistura de produtos.
0 isolamento da N-formilquinurenina (64) como produto primario
tem sido relatado por Spikes e Macknight (1970). Os produtos sao
formados pela clivagem da dupla ligacao enamina, reacao esperada
com oxigenio singlete (Equagao 1.28) (Witkop e Patrick, 1951; Wit

kop, 1956).
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A tirosina (65) tem sido bastante estudada por espec
troscopia de "flash". Os produtos nao sao conhecidos, mas acredi-

ta-se que o sitio da reacdo € o anel fenolico (Yoote, 1976).

0
/ /

I
— NH,  OH

85

A cisteina (66) é lentamente oxidada a acido cistei-
nico. A cistina (67) & aparentemente um produto dentro de certas

condigoes (Foote, 1976).

w
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5i. Derivados de Acidos Nucleicos

Os produtos primirios de oxidagio de dcidos nucleicos

sao muito pouco conhecideos. A guanina ¢ o principal residuoc de ba
- . . . i~ . ~— rad N

ses destruido (Foote, 1976). Investigacdes das manifestacdes {isi

- . o~ “ . -~ - - "
coquimicas da degradacao fotodinamica mostram que azul de metile-



no e tiopironina atacam a guanina e timina de DNA. Tem-se observa
do que lumicromo (um derivado fotossensibilizado de riboflavina)
pode causar fotooxidagao de guanosina monofos fato pela ruptura do
atomo de carbono-8 do residuo purina (Sussenbach e Berends, 1963}.

Observou-se que difeniluracil {(68) e outros derivados
de uracila oxidam-se em pH basico (Equacao 1.29) (Foote, 1970)}.

O

0
CgHg /U\\W/CﬁHS
H—N l hissens H—N So
02 ¢J\\
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o | CgHs 0 Cehs
H £9
68
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0 109 produzido quimicamente reage com bases livres e

nucleotideos em pH proximo e acima de 7, e que DABCO inibe a rea-
cao (Foote, 1976).

Porém, encontrou-se que a reacao de 1O2 com guancsina
monofosfato é tdo lenta que nao é detectdvel em ClI,0H:H,0 nao tam

ponado (Nilsson e col., 1972).

6i. Lipideos ,

As olcfinas com hidrogenio alflico sac fotooxidadas a
hidroperdxidos alilicos nas duplas ligagoes (Gollnick, 1968; ILi-
vingston, 1961). A oxidacdo lipidica €, provavelmente, a causa de
danos da membrana comumente tidos como resultado de danos fotodi-
namicos, embora os produtos nao sejam conhecidos em muiltos casos.

Polen de pinheiros sujeitos ao atague por 102 mostra

uma diminuigio no conteldo de acidos graxos insaturados com rela-

¢ao aos analogos saturados. Os autores sugerem que isto demonstra
um método pelo qual oxigénio singlete atmosferico pode  produzir

produtos tdxicos, como por exemplo os hidroperoxidos (Dowty e col.,

1973) .



1.2.3. Implicacoes médicas e biologicas

a) Porfiria

As porfirias humanas compreendem diversas sindromes di
ferentes que sao causadas pelos defeitos no metabolismo de porfi-
rinas no sangue (Foote, 1976). Algumas porfirias, especialmente
a protoporfiria eritropoetica (EPP), estao associadas com a fotos
sensibilidade. Pacientes com esta doenca estao sujeitos a edema
e eritema quando expostos & luz. Esta fotossensibilidade & causa-
da pela deposigdo de porfirinas fotossensibilizantes na pele.Tais
pacientes apresentanm também elevado nivel de protoporfirina nos
g1ébulos vermelhos (Magnus e col., 1961), Irradiagao do sangue de tais
pacientes causa hemolise, a qual requer tanto oxigénio quanto luz
¢ esta associada com peroxidacao lipidica e aumento da fragilida-
de da membrana da célula vermelha (Goldstein e Haber, 1972; Scho
thorst e col.,1970: Hsu e col., 1971). Uma possivel explicacao &
que hemdlise no sangue porfirico € causada pela oxidagao fotossen
sibilizada de colesterol em membranas de eritrocitos (Lamola e

col., 1973).

b) Tratamento de Ictericia do Recém~Nascido

Um problema comum entre recém-nascidos (principalmen-
te prematuros) € a ictericia; se nao tratada, pode levar a danos
no cérebro (Bergsma e col., 1970). A causa & a baixa atividade de
glucuroniltransferase, que efetua a conversao da bilirrubina (pig
mento amarelo soliivel em lipideos) para o conjugade dcido giucuré
nico (sollvel em agua). A concentracido em excesso de bilirrubina
se deposita sobre a pele e cerebro. O tratamento comum para icte-

ricia neonatal & irradiacdo com luz nos comprimentos de onda ab-

sorvidos pela bulirrubina (centrados em 450 nm) (Bergsma e col.,



1970; Cremer e col., 1957).

A fotooxidacdo de bilirrubina in vitro tem sido estuda
da por diversos grupos (Fcote e Ching, 1975). Os produtos $20 05
esperados a partir do ataque de oxigénio singlete aos aneis pirro
licos. (Equacao 1.30) (Foote e Ching, 1975).

Tem-se mostrado que bilirrubina pode atuar como um sen
sibilizador, formando 102 que € rapidamente desativado por ela
mesma ( MacDonagh,1971; Bonnett e Stewart, 1972 a e b).

Atualmente, o mecanismo‘mais aceito como mecanismo de
eliminagdo de bilirrubina por fototerapia € a fotoisomerizagao

( MacDonagh e col., 1980}.
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¢) Tratamento de Herpes simplex

As lesoes do virus Herpes simplex sao tratadas na pre

senca do sensibilizador vermelho neutro, seguido de breve irradia

c¢ao (Felber e col., 1973).

d) Fotocarcinogenese

A associacao entre habilidade fotossensibilizante e




carcinogenicidade de hidrocarbonetos aromaticos polinucleares tem
sido repetidamente feita. Muitos fotossensibilizadores fotodinanmi
cos sao capazes de produzir tumores sobre prolongada irradiacao
(Foote, 1976). Tem-se apontado que hidrocarboneto excitado pode
também ser produzido na ausencia da luz (Foote, 1972). 0Os hidro-
carbonetos aromaticos polinucleares sao facilmente oxidados pelo
oxigénio molecular no estado triplete ou outros oxidantes a radi-
cais cations (Foote, 1976). Os radicais cdtions aromaticos rcagem
com agentes redutores para produzir uma fracao do hidrocarboneto

produto no estado excitado (Hercules, 1969; Cruser e Bard ,
1969). Fste hidrocarboneto excitado gera entdo o oxigénio singlete.
Este esquema produz um método potencial de geracao de oxigenio
singlete a partir de hidrocarbonetos carcinogénicos sem luz. (Es-

quema 1.7).

HC e HCT ey HEY > 0
0, ou [0] plétron 0,

(Esquema 1.7)

2

Oxigenio singlete a partir de hidrocarbonetos carcinogénicos sem luz.

1.3. Malonaldeido e sua Toxicidade

¥

Tem-se sugerido um possivel papel para peroxidacdo lipidi
ca em carcinogénese ¢ mutageénese, devido a habilidade de antioxi-
dantes (incluindo vitamina E) em proteger contra a carcinogenese
experimental (Haber e Wissler, 1962; Shamberger, 1970; Wattenberg
1972). Ha evidéncias de que altas dietas em acidos graxos poliin-
saturados conduz a uma maior incidéncia de cancer. A relagao de
peroxidagio lipidica para carcinogénese e mutagenese entretanto
permanece fraca, particularmente na ausencia de um mecanismo cla-
ro pelo qual a quebra dos acidos graxos insaturados da  membrana
celular poderia causar dancs no material genético {Mukai e Golds-

tein, 1976).




Um intermediirio potencial em tal processo € malonaldei

do (M.A.H.X74), um dialdeido de tres carbonos

0
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produzido durante a decomposicao oxidativa do acidos graxos poli-
insaturados; pode ser formado durante o metabolismo de certos hi-
drocarbonetos carcinogeénicos {Shamberger, 1972) e tambem em quan-
tidades relativamente altas, durante a irradiacao de solucoes
aquosas de glucose, glicerina e acido glutamico (Brooks e Kla-
merth, 1968).

A bleomicina € um antibiotico com atividade antitumor
que provavelmente ocorre pela degradacao de DNA, precedida pela
formacao de um complexo de bleomicina com Fe+2 ¢ oxigenio molecu-
lar; quando Fe™? ¢ adicionado a misturas aerdbicas de bleomicina
e DNA, a reacao resultante produz um material que pode reagir com
acido 2-tiobarbiturico para formar um aduto que tem as mesmas ca-
racteristicas espeﬁtr;is dos adutos de M AH~acido 2-tiobarbitari-
co (Burger e ceol., 1980). lstes pesquisadores encontraram resulta
dos consistentes com a hipdtese de que a mistura de reagac contem
um produto que pode ser convertido a M AJH. por hidrdolise. 0 produ-
to € menos estavel e reage mals rapidamente que M.AH. na formacao
do aduto com acido 2~-tiobarbitlrico.

EDTA tem sido grandemente usado como preservativo do
plasma. Nota-se, geralmente, que os antioxidantes naturais presen
tes no plasma sao suficientes para protege-lo de oxidagao. Quando
o plasma € exposto ao ar, a concentragao de M.AH, aumenta

linearmente com ¢ tempo durante estocagem, sempre que EDTA esta



presente (Lee, 1980). A peroxidagao lipidica afeta nao somente a
solubilidade e estrutura dos componentes do plasma, Como também
seu consumo pelas células (Lee, 1980) . Togeliman e col. (1980} de-
mons traram que o consumo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL
nativo) e LDL modificado por M.AJ. , foram significantemente dife~
rentes. Tratamento de LDL por M.A.H.ndo muda o peso molecular da
lipoproteina, mas altera sua mobilidade eletroforética, possivel-
mente pela formacao de ligacbes intramoleculares de base de Schiff
com o grupo € - amino de lisinas em LDL, modificando assim sua
carga (Fogelman e col., 1980). Estes pesquisadores encontraram que
iDL nativo & incapaz de produzir acumulagao de éster-colesteril
em monocito-macrofagos humanos, mas que LDL modificado por M.A.H.
produz acumulagdo de éster colesteril. Formaram assim,a hipdtese
de que uma modificagio de LDL in vivo pode resultar de uma intera
¢ao com M.A. que € liberado de plaguetas do sangue ¢ produzido por
peroxidagdo lipIdica no local de lesao arterial. Como M.AH-LDL po
de ser absorvido por um receptor diferente do receptor de LDL na-
tivo, explica-se cntao, hipoteticamente, a acumulacao de €steres
colesteril dentro das células de reacio aterosclerdtica em pacien
tes homozigotos com receptor negativo tendo hipercolesterolemia
hereditaria. |

0 nitrito & usado como aditive no alimento e é produzi
do enzimaticamente a partir do nitratoe presente em vegetais. A
reacdo de nitritos ¢ aminas presentes nos alimentos produz nitro-
saminas carcinogénicas durante o processamento de alimento ou 1o
egtﬁmago humano (Kurechi e col., 1980). A formagao de nitrosami-
nas & impedida em alimentos contendo lipideos e residuos de aci-
dos graxos insaturados (Kurechi e Kikugawa, 1979). Porém M.AH,,que
pode ser formado pela peroxidacao de lipideos em generos alimenti
cios e células (Gardner, 1979), aumenta a formagao de nitrosami-

nas em valores de piH relativamente altos (Kurechi e col., 1980).




Esta descoberta, e a recente informacao de que formacao de nitro-
saminas aumenta em o6leo de bacon frito {Mottram e col., 1977}, su
gere que M.,A.H. formado na gordura do tecido adiposo poderia pro-
mover a formacao de nitrosaminas; e aponte, assim, um possivel
efeito carcinogenico de M.A.H. (Kurechi e col., 1980).

A peroxidacho lipidica in vitro e in vive da  M.A.H.,

que pode reagir com uma grande variedade de compostos aminofdri-

cos, incluindo acidos nucleicos. A reacao de M,A.H. com DNA pro-

duz efeitos fisicoquimicos que sugerem a reticulacgzo interfita; tam
bém pode causar perda da atividade biologica de DNA { Summerfield

e Tappel, 1981). Reticulacao de DNA pode interferir com a sintese

de mRNAs e proteinas, e assim prejudicar a funcao celular, causan

do envelhecimento e eventual morte (Summerfield e Tappel, 1981).

Quando DNA reage com M.A.H. gerado pela radiolise de
114C|~g1ucose, muito da radicatividade € encontrada em adutos con
tendo guanina e citosina. Observou-se a diminuigido do nimero de
células de fibroblastos humanos de INA e sintese de proteina sob
a influencia de quantidades crescentes de M.A.H.. A 37°C a desna-
turacao de DNA causada pela incubacao com M.A.H. € tdo  extensa,
que parte do DNA tornd-se completamente insoluvel em solucao di-
luida do sal citrato (Brooks e Klamerth, 1968).

0 M.A.H. inicia o cancer de pele em ratos (Andreone e
Willis, 1973) e faz reticulacao dos grupos amino de DNA em solu-
¢ao, presumivelmente através da formacdo das bases de Schiff
{Brooks e Klamerth, 1968; Reiss e col., 1972).

0 M.A.H. atua em envelhecimento celular (Munkres, 1976},
carcinogenese (Kubinski e col., 1973) e danos por radiacio (Pa-
cker e col., 1967).

Reiss e col., (1972) encontraram uma correlacao entre

a formagao de produtos fluorescentes (atribuida a reticulacgiao de




aminodcidos por M.A.H. com formacao da base de Schiff) e a perda de
atividade padrao("template”), mostrando evidencias de que M.AH. al
tera a estrutura de DNA.

A importancia de M.AJM. em sistemas biologicos deve ser
enfatizada. O MA.H. @ produzido durante irradiacio-y de aminoacidos
tais como arginina, metionina e homocistina (Ambe e Tappel, 1961).
£ o maior constituinte em extracoes aquosas na oxidacao de metil
araquidonato e metil-linolenato (Kwon e Olcott, 1966a e b).Interage

com DNA in vivo e in vitro como demonstrado pelos perfis de desna

turagdo térmica, comportamento cromatografico e degradacao incom
pleta dos produtos de reacao pela deoxirribonuclease (Brooks e

Klamerth, 1968).

1.4, Oxigenio Singlete e DNA

Os acidos desoxirribonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA}
‘sao0 macromoléculas organizadas em cadeia, cuja funcao € armazenar
¢ transmitir a informacao genctica. Est@o entre os principais
constituintes de todas as células, perfazendo juntos de 5 a 15%
do peso seco celular. Os acidos nucleicos estao também presentes
nos virus, complexos de proteina e acidos nucleicos infectantes,
capazes de dirigir sua propria replicacio em células hospedeiras
especificas. As unidades monoméricas do DNA s3o os desoxirribonu-~
cleotideos (75). Cada nucleotideo possui tres componentes caracte
risticos: uma base hidrogenada hetercciclica (que € um derivado
de pirimidina ou purina), uma pentose e¢ uma molécula de acido fos
forico., Os principais constituintes dos DNAs sao quatro desoxirri
bonucleotideos, que diferem entre si apenas nas bases nitrogena-
das, segundo as quais sao denominados. As quatro bases caracteris
ticas das unidades desoxirribonucleotidicas do DNA sio a adenina

(76} a guanina (77) (derivados da purina), a citosina (79) e a ti




nina (78) (derivades da pirimidina). A pentose liga-sc a base ni-
trogenada mediante uma ligacao 8-N-glicosidica entre o 4dtomo de
carbono 1 da pentose ¢ o atomo de nitrogénio 9 das bases purini-
cas, ou atomo de nitrogenio 1 das bases pirimidinicas. O grupo de
fosfato dos nucleotideos esta unido ao atomo de carbono 5 da pento
se através de uma ligacdo de éster. Quando o grupo de fostato de
um nucleotideo é removido por hidrolise, a estrutura restante re-
cebe o nome de nucleosideo (base + aclicar) (Lenhinger, 1976) (Fig.

1.5},
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Tem-se realizado virios estudos sobre a agio fotodina-
mica de 1O2 sobre DNA e sobre as bases constituintes do DNA. Ilu-
minacio de DNA de timo de bezerro (''calfl thymus™), na presenga de
riboflavina, produz degradagao em partes isoladas de cada cadeia
de DNA. Sob irradiacbes prolongadas, ocorrem cisoes nas cadeias
duplas, indicadas pela diminuicao da viscosidade do DNA (Speck e
col., 1976). Tratamento fotodinamico de guanosina usande azul de
metileno e acridina laranja como sensibilizadores mostrou, que
além de alteracgdes quimicas do anel da guanosina, podem ocorrer
quebras de ligacao dos N-glicosideos (Sastry e Gordon, 1966; Was-

kell e col., 1966).

1.5. Oxigénio Singlete e Supressores Biologicos

A histidina, guanosina, metionina, triptofano e bilir-
rubina sao largamente usadas para deteccdo de oxigenio singlete.
Estes aceptores tanto reagem quanto desativam as moléculas de oxi
genio singlete.

A guanosina anteriormente foi empregada para a diferen
ciacdo das reacgoes Tipo I de Tipo II, usando-se sua foto-oxidagao

’
por oxigenio singlete gerado pela sensibilizacao de rosa bengala,
em varias técnicas (Foote, 1978).

A histidina livre 4,0 mM protege tripsinade fotoinati-
vagao usando azul de metileno ou eosina Y como sensibilizador
(Glad e Spikes, 1966), Nilsson ¢ col.,(1972), Matheson ¢ col.
{1975) e Schmidit ¢ Rosenkranz (1972), mostraram gque a acao prote
tora de histidina, metionina e triptofano consiste na desativagao
fisica (kq) e reativa de oxigenio singlete (k,) sendo que kcwﬂ}kr,

Foote e Ching (1975) mostraram que bilirrubina & um
dos aceptores mais reativos para oxigenio singlete; também desati

va oxigenio singlete por supressao fisica numa velocidade um pou-




co mais rApida do que reage. Na conclusao do trabalho encontraram
que oxigeénio singlete gerado por fotossensibilizacao de azul de
metileno e desativado por bilirrubina explica satisfatoriamente
cerca de 83% da remocao total de oxigénio singlete, com o restan-
te sofrendo reacao.

DABCO também & um forte diagndstico para oxigenio sin-
glete. DABCO e os aminoacidos metiomina, triptofano e histidina ,
numa concentracao de 0,2 mM, inibiram a oxidagao de difenilisoben
zofuranc (DFIBF) por oxigenio singlete gerado no sistema lactope-
roxidase/ﬁzoz/Br_/Triton X-100; esta oxidagao foi acompanhada es-
pectrofotometricamente pelo controle da diminuigao da absorbancia
em 420 nm de DFIBF. Em concentracgoes maiores destes aceptores, o-
corre inibicao completa (metionina 1,0 mM inibiu 90%) (Piatt e
col., 1977).

Ouannés e Wilson (1968) descobriram que DABCO € um for
te inibidor de reacdes envolvendo oxigénio singlete em solugao;
também demonstraram que ele desativa oxigenio singlete na fase
gasosa. DABCO ndo reage quimicamente com oxigénio singlete, tanto
na fase gasosa quanto em solucao (kq > 100 kr)‘ Isto porque, embo
ra haja hidrogénios~o presentes, o atomo de nitrogénio estad numa
posigao cabeca de pon;e; assim, qualquer oxidacao levando a forma
cao de dupla ligacido C=N & restrita por razdes estruturais (" re-
gra de Bredt'" - esta regra estipula que, exceto para sistemas mui
to grande de anéis, a introdugao de uma dupla ligacao na cabega
de ponte de sistemas biciclicos & proibida por razdes estruturais)
(Bellus, 1979). Ouannes ¢ Wilson (1968}, estudaram o mecanismo de
desativacao de oxigenio singlete por DABCO. Praticamente nao ocor
re nenhuma reacao quimica, e a existencia de um estado triplete
mais baixo de DABCO (abaixo de 22,5 kcal) para o qual O, (lﬂg) po
deria transferir sua energia, parece improvavel. Os pares de elé-
trons isolados de DABCO sugerem que a desativagao de oxigenio sin

glete poderia ocorrer através de um processo de transferencia de




carga (Ouannes e Wilson, 1968).

DABCO € grandemente usado como teste para a formagao e
participacio ou nio de oxigénio singlete em reagoes de oxigenagao.
Porém, anomalias durante os testes com DABCO podem surgir: acele-
racao da velocidade devido a reacado com aceptor em reagao competi
tiva de DABCO com aceptor (Jefford e col., 1976), aumento da emis
sao dimol de 1O2 em 634 nm (Duran e Faljoni, 1978) ou nenhum efel
to em reacodoes bem estabelecidas de oxigenio singlete (Seely,1977).

Cadet ¢ Teoule (1978) mostraram que guanosina reage es
pecificamente com oxigeénio singlete, usando deoxi—(U—14C)~guanosi
na.

0 efeito de solvente deutério sobre oxigenio singlete
& um forte diagndstico para o envolvimento de oxigenio  singlete
em varios processos fotofisicos e fotoquimicos (Kajiwara e Kearns,
1973).

Merkel ¢ col., (1972) controlaram a fotossensibiliza~
cdo de azul de metileno pela oxidagao de difeniibenzofurano (DFBF)
en HQO:CH30H 1:1 e DszCDBOD 1:1, e observaram um aumento em dez
vezes na eficiencia da fotooxidacao no solvente deuterado. Como a
constante de velocidade de reacao nao ¢ afetada pela deuteracao ,
este aumento de dez vezes & atribuido ao aumento do tempo de vida
de oxigenio singlete. Também usaram solugoes HZO:CHBOH 1:1 e
DZO—CHBOH 1:1 e encontraram que o tempo de vida de oxigenio sin-

glete aumentou por um fator de 3.

1.6. Oxigenio Singlete e Lisozima

A lisozima é uma pequena proteina globular com um peso
molecular de 14500 {(Jolles, 1964).

A atividade enzimatica de lisozima diminui por um pro-
cesso de velocidade pscudo-primeira-ordem~total, durante a 1rra-

diacao de uma solucao de proteina com luz visivel, contendo acri-
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dina laranja (Schmidt ¢ Rosenkranz, 1976 e 1972). Estudos com sol
vente deuterado a fons Ng indicaram quec o oxigénio singlete & en-
volvido na reacao fotodinamica com lisozima (Rosenkranz e col.,
1978},

Kepka e Grossweiner (1973) fotossensibilizaram lisozl
ma usando eosina Y como sensibilizador ¢ observaram que © oxige-
nio singlete & o maior agente inativante (com contribuigoes meno-
res para a oxidacio de intermediarios de corante). Observaram tam
bém que o triptofano fol destruido durante este tratamento, cau-
sando perda da atividade enzimatica.

A fotooxidacao de lisozima na presencga de azul de metl
leno envolve a acdo de oxigénio singlete. Provavelmente se deva a
interacao direta de lisozima com oxigénio singlete, com a destrul
cao de triptofano e histidina (Churakova e col., 1973}.

A lisozima fotooxidada por azul de metileno em solugao
de Acido acético 84% causa modificaciao seletiva de residuos me-~
tionil, que s&o convertidos para sulfoxido, sendo que nenhum dos
outros aminoacidos sao afetados. A proteina fotooxidada mostra
uma atividade enzimica drasticamente reduzida, que pode ser corre
lacionada com a mudanca conformacional de proteina (Jori e col.,
1968) .

Em solucdo de dcido foérmico somente triptofano e metip
nina sao fotoreativos, isto se a proflavina for usada como sensi-
bilizador (Benassi e col., 1967; Galiazzo e col., 1968) .

Galiazzo e col., (1968) sugerem que somente alguns dos
seis residuos triptofanil que est3do presentes na molécula de liso

zima estejam associados com a atividade catalitica da enzima.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Material

DROGAS

PROCEDENCIA

Acetato de Sodio

Acetona

Acido Acético

Kcido Cloridrico

Acido Fosforico

Benzoato de sodio

Bilirrubina

Cacodilato de Sodio

Catalase

Citrato de Sodio

Cloroformio
1,4-diazobiciclo(2.2.72)octano
Etanol

Fenol

Fosfato dibasico de sodio

Fos fato monobasico de sodio
Guanosina

Hematoporfirina dihidrocloreto
f-(3,4-dihidrofenil}~i~alanina
Hidroxido de sddio

Histidina

Lisozima de clara de ovo de galinha
Metionina

Peroxidase do rabanete (Tipo VI)

Dyne Produtos Quimicos IndGstria e Comér
cio Ltda.

Carlo Erba
Carlo Erba
J.T. Baker Chemical Co.

J.T. Baker Chemical Co.

Aldrich Chemical Co.
Sigma Chemical Co.
Fisher Scientific Co.
Sigma Chemical Co.

Dyne Produtos Quimicos Indistria e Comér
cio Ltda.

Carlo Exba
Aldrich Chemical Co.
Aldrich Chemical Co.
Fisher Scientific Co.
May e Baker Ltda.
Carlo Evha
Sigma Chemical Co.
Sigma Chemical Co.
Merk
Merk
Sigma Chemical Co.
Sigma Chemical Co.
Sigma Chemical Co.

Sigma Chemical Co.



DROGAS

PROCEDENCIA

Perdoxido de hidrogenio

Sulfato de manganes monochidratado
Superoxido dismutase
1,1,3,3,tetra-etdxi-propano
Triptotanoc

Bacto-Triptona

Bacto-Extrato de Levedura

Merk (30%)

J.T. Baker Co.

Sigma Chemical Co.
Aldrich ¢hemical Co.
Sigma Chemical Co.
Difco Laboratories

Difco Laboratories



2.2. Aparelhagem

As medidas de consumo de oxigenioc foram feitas num moni
tor biologico da "Yellow Springs Instruments"™, modelo 53, termos-
tatizado.

Os espectros da regiao ultravioleta e visivel foram ob-
tidos num espectrofotometro Zeiss DMR 21 com registrador, utili-
zando celas de 1 cm de caminho optico.

A medida de emissao usando DNA como supressor foi fei-
ta num contador de cintilacao 1iquida Beckman 1S-250, com ¢ <¢ir-
cuito de coincidencia desligado.

A intensidade de fluorescencia foi medida no espectro-
fluorimetro Perkin~Elmer MPF-4, sem efetuar correcoes para O com-
primento de onda ou flutuagao da intensidade de emissao da fonte
te excitacao. A intensidade da emissao de luz com o tempo fol me-
dida num fotometro Zinner-Shimizu equipado com uma fotomultiplica
cora IP28 (Zinner e Shimizu, 1978).

0s valores de pH foram lidos num potenciometro Metrhom,
tipo E~388,

A cromatografia de camada delgada bidimensional foi fei
ta em papel Whatman n® 1, utilizando como eluentes primeiramente
cloroformio/metancl/agua na proporcao de 4:2:1 e depois acetato
de etila/2-propancol/agua na proporgao de 75:16:9 (Cadet e Teoule,
1973) .,

A decomposicao de(8~3H)~guanosina no sistema enzimati-
co foi analisada pelo método de Cadet e Teoule (1978). 0 prato
cromatografico de camada delgada resolvido foi tratado com 15 ml
de solucdo etérea de 2,5-difeniloxaxole 7% (PP0O). O prato foi en
tao exposto ao filme Raio-X e -30°C por mais de duas semanas.

A centrifugacao de DNA a ~4°C foi feita na centri fuga

Sorvall Superspeed RC 2Z-B Automatic Refrigerated, em rotor 5S~34,



A analise de aminoacidos foi feita em um analisador Beck
man 120 G no laboratdrio do Dr. E.Silva, Universidade Catdlica do

Chile (Santiago, Chile), pelo método de Matsubara e Sasaki (1969).

2.3, Métodos

2.3.1. Sintese

a) Malonaldeido sddico (M.A.)

Usou-se uma modificacao de Grabowski e Autrey (1969).

TEP 3,5 g, 1,2 ml de HCl e 1,6 ml de agua foram agita-
dos vigorosamente por 1,4 horas em temperatura ambiente. Im menos
tempo de agitacao, torna-se maior a possibilidade de BEA apresen-
tar-se em quantidade significante (Marnett e Tuttle, 1980); Se se
ultrapassa o tempo, ocorre a formacdo de dimeros de M.A., consta-
tado pela cor amarela que o po adquire no final da sintese. A so-
lucao amarelo homogénea resultante foi esfriada em gelo e ajusta-
da para pH 10 com NaOH 5N (ainda no gelo). A solugho vermelha re-
sultante foi gradualnfnte adicionada acetona 0,8 1t., ocorrendo a
precipitacao de cristais coloridos. O precipitado foi filtrade em
papel de filtro Whatman n® 42 lavado com acetona ¢ secado em tempe
ratura ambiente a vicuo por 12 horas. A dissolucao do sal foi fei-
ta a quente, num volume minimo (para dissolucgiao) de CHEOH, seguida
da adicao de carvao ativo. A solucao fol mantida sobre uma chapa
de aquecimento ligada no minimo de temperatura, agitada por 0,5 ho
ras ¢ filtrada em papel de filtro Whatman n® 42. Ao filtrado foi
adicionado vagarosamente 1 1t. de éter etilico. O precipitado inco
lor resultante foi {iltrado e secado a temperatura ambiente a va-

cuo por 24 horas, produzindo 1,6 g (49%) de M.A.. A pureza do sal




preparado desta forma foi demonstrada pelo espectro U.V. em CHEOH
1y,~1

(A = 266 nm; € = 22.700 cm M 7).
max
b) Malonaldeido acido (M.A.I.)
Foi usada uma modificacao de Summerfield e Tappel
(1978).

0 M.A. inicialmente preparado segundo o método de
Grabowski e Autrey (1969):; o p6 incolor fei dissolvido em agua ,
levado a pH 3,0 com HC1 IN e aquecido a 50°C. 0 M.A.H. foi volati
lizado por um fluxo de nitrogeénio (para evitar auto-oxidacdo) e
entio condensado a -78°C sob nitrogénio liquido, em tampac fosfa-
to 0,01 M pH 7,0, A solucdo & estavel quando estocada no frizer.
A concentracao da solucdao foi medida por espectro na regiao U.V.

1

em H,0 (Am, = 267 nm; & = 27,100 cmﬁ‘Mml; Malhotra e Whiting,1960]).

ax

¢) 8-Etoxi-acroleina (BEA)

Foi usada uma modificacdo do método de Marnett e Tut-
tle (1980).

Kcido tolueno sulfonice (13 mg) e agua (0,5 g) foram
adicionados a TEP (5;% g) e agitados a 30°C por 2 horas ocorrendo
a destilacgao do etanol, 1,5 ml. O condensador de refluxo fol tro-
cado por um aparelho de destilagao de pequeno tamanho ,NaHCD, (0,2 g
foi adicionado e a mistura fol agitada em temperatura ambiente
por 1 hora. O etanol foi removido por destilacao a pressao reduzi
da (41 a 45°C a vacuo). BEA foi destilado de 120 a 150°C (& vicuo).
A sua caracterizacao foi feita por NMR. NMR (CCId): § 1.4 ¢, J=7
Hz{3H); 4,1 q,J=7 Hz{2H); 5,6 dd,J=7, 13 Hz(1H); 7,4 d,F=13 Hz(1H);
and 9,3 d,J=7 Hz(1H) que corresponde aos dados da literatura (Mar-

nett e Tuttle, 1930).




2.3.2, Acido desoxirribonucleico (DNA)

a) Extracgio de DNA de Escherichia coli (E.coll) C-600

Usou-se uma modificacao do método de Marmur {1961).To
da vidraria usada nesta parte do experimento foli esterelizada na
estufa e a agua destilada autoclavada, cvitando assim o cresci-
mento de outros microorganismos e destruinde DNase que possivel-
mente estivessem na vidraria e na agua (DNase digere DNA).

0 meio de cultura usado foi L.B., ou seja, 10 g de
triptona, 5 g de extrato de levedura e¢ 5 g de NaCl, adicionando-
se agua para 1,01.

Unm erlenmeyer de 250 ml com 200,0 ml de cultura L.B.
foi flambado na boca, colocando-se lL.coli no meio de cultura por
meio de um fio de nigquel-cromo também flambado; as células foram
colocadas para crescer durante toda a nolte a 373006 em um agita
dor-termostato.

No dia seguinte foram preparados 5 erlenmeyers de 250
ml contendo 200.,0 ml de cultura L.B.; em cada um foil adicionado
50,0 ml de bactéria pré-inoculada. Estes erlenmeyers foram colo-
cados em um agitador ("Shaker") e deixados por mais 24,0 horas a
37,0°C.

Apos este tempo, a solugao foi transferida para tubos
plasticos e centrifugada, separando, assim, as bactérias do meio
de cultura. Em seguida as bactérias foram ressuspensas em salina
~EDTA (0,15 M=-NaCl mais 0,1 M EDTA) a pH 8,0. O EDTA e/ou alto
pH inibe a atividade da DNase. Lisozima 1 mg/ml foi adicionado 3
solucao para rompimento das células ¢ incubada por 0,5 horas a
37,0°C.

Em seguida foi adicionado dodecil suifato de sodio
(SDS) 5% para rompimento dos nucleos e deixou-se por 0,16 horas

a 37,0°C. Esta solucgao fol transferida para provetas com tampas,



a1

adicionando-se NaClO, (5 ¢/40 ml) para a dissociagao das protei-
nas do acido nucleico e agitou-se. Colocou-se entao igual volume
de cloroformio-alcool iscamilico 25:1 para a desproteinizagao (o
cloroférmio causa o desnaturacio da superficie de proteinas; 0
adlcool isoamilico reduz o aspecto "gelatinoso', ajuda a separa-
cio e mantém a estabilidade das camadas da solugao desproteiniza
da e centrifugada). Hsta solucdao foi agitada levemente por 0,5
horas. Centrifugou-se por 0,25 horas a 10.000 rpm a 4°C. 0 DNA
foi precipitado com o etanol a frio. Hm seguida tratou-se com

RNase (50 mg/ml) para digerir RNA e facilitar sua separacao de
DNA. O DNA foi enrolado em bastoezinhos de vidro e conservado no

etanol 70% em congelader.

b) Precipitacdo do dcido desoxirribonucleico (DNA)

0 acido desoxirribonucleico (100,0 ug/ml) fol tratado
no sistema por 15,0 minutos. Apos este tempo, adicionou-se de 15
a 20 gotas de fenol/clorofdrmio 1:1 (o fenol foi previamente des
tilado), agitando e centrifugando-o para que houvesse melhor se-
paracao de cloroformio de fase aquosa (nesta fase se dd a extra-
cao de enzima do sistoma de reagao. Retirou-se a camada agquosa
(sobrenadante) e adicionou-se NaCl 1M em quantidade suficiente
para que a concentracao final fosse 0,IM. Em segulda colocou-se’
vezes o volume da solugao em etanol, centrifugou-se em rvotor 55-34
a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, lavando-se 3 vezes com etanol.

Em seguida secou~se o etanol restante com um pequeno fluxo de N,.
[

¢} Solucoes

i) Hstoque

O DNA, tanto de timo de bezerro quanto de E.coli, foil



dissolvido em tampao fosfato de potassio (Z,SXlUWSM de KZHPQ4 @
S,OxlowsM de KH,PO,) a pH 6,8 (Prusik e col., 1980}, na concen-
traciao de aproximadamente 500 ng/ml. A concentracao foi determi-
nada espectralmente pela absorcdao na regiao U.V., considerando

que absorbancia igual a 1 corresponde a 45 ug/ml.

2i. Espectro na regiao U.V.

A solucac para espectro U.V. {aproximadamente 95 ng/2

ml de DNA de E.coli foi feita em NaCl/citrato de sédio 1,5x107 %M.

. . > ——
3i. Complexacao com Tb

0 cloreto de térbio (Tb613) 10,0 uM fol complexaco com
11,0 ypg/ml de DNA de E.coli. A sclugao do DNA foi feita em tampao
cacodilato de sodio 20,0 mM (preparado segundo Gomori, 1975) a pH
6,0 contendo 10,0 mM de KC1, e dializada por 24 horas em camara
fria contra este mesmo tampao. Para se evitar a quebra do DNA pe-
tos ions Tb+3 {(Eichhorn e Butzow, 1965; Rordort e Kearns, 1976} ,
os complexos foram prepavados a 49¢ esperando=-se 10,0 minutos pa-
ra a obtencgao do equi;fbrim em temperatura ambiente, antes de se

fazer as medidas de fluoresceéncia (Ringer e col., 1978},

2.5.3. Lisozima
A lisozima de clara de ovo de galinha (48 uM) fol
tratada no sistema e dializada contra agua bidestilada por duas

horas e novamente {trocando-se a agua) por toda a noite. A diali-

se foi feita em camara fria. A concentragao estoque de lisozima
foi de 2,49x107 M.



2.3.4. Solugoes em geral

a) Solucoes estoques

As solugoes de L-histidina 6,6x19m3M, M.A., 2,2 M,

MnSO,.H.0 0,33 M, 3-(3,4-dihidrofenil)-L~alanina (DOPA) 0,1 M,

47772
L-metionina 1,2x10w£M§ D-triptofano 1,0x10m2M, catalase 1500 wni-
dade/ml e lisozima da clara de ovo de galinha 1,OXIGM4M foram

preparadas em agua.

b) Peroxidase do rabanete ("horseradish peroxidase'-HRP)

A solucao estoque de HRP (aproximadamente 1,0X18”4M)
(P.M.=40.000) foi preparada pela dissolucao de massa adequada em
dgua. A concentracao fol determinada espectralmente pela absorgao

Iyl

na regido visivel (e,,,=103.000 cm M ).

¢) Tampao acetato

A preparagio do tampao acetato 0,2M pH 4,8 foi fei~

ta segundo Gomori {1969).

k1

d) Bilirrubina

4

A solugio de bilirrubina 4,8x10 "M (P.M.258,5) foi fei-

ta em agua, adicionando-se algumas gotas de NaOH 1,0M.

e) Hematoporfirina

3

A hematoporfirina 5,010 "M (P.M.267,2) foi dissolvida

em NaOH 1,0N ¢ levada a pH 6,0 com HC1 1,0N.
toperfirina, a relacao DNA/hematoporfirina foi considerada igual

a 0,179, ouseja, 100,0 pg/ml de DNA/559,7 ng/ml de hematoporfirina.




CAPTTULO 3
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3. RESULTADOS

3.1. Estudos cinéticos para o sistema Mwﬁ./Mn+Z/HRP/OZ

3.1.1. Otimizacao das condigoes experimentais para o sis-

-
tema M”A./Mn+“/HRP/OZ

Procurou-se determinar as melhores condicoes para
o sistema de degradacho enzimatica de M.A. Estas condigoes foram
adequadas para a medida de consumo de oxigenio e emissao de molé-
culas excitadas. Devido a eficiente auto-oxidacao do M.A, em solu
cao aquosa (apos 17 horas, a concentracao da solucao cai para a-
proximadamente 80% da solugac inicial), fez-se necessiario prepa
rar uma nova solucdo a cada dia, conservando-a em banho de gelo
durante os experimentos.

Foi também observado que M.,A. de recente sintese
e de melhor pureza (aproximadamente 100% purc, medida por U.V.)re
sultou em melhores curvas (menor tempo de indugao) para consumo de
oxigénio, tendo sido por esta razao, necessario sintetizar 1,5 g

® P .
ou menocs por sintese e com a melhor pureza possivel.

3.1.2. Consumc de Oxigenio

Estudou-se o efeito de variacoes na concentracaode
- +7 B - —
fons Mn 7, M,A., peroxidase ¢ concentracac do tampao acetato so-

bre a velocidade inicial da reacao.

- “ et - ”*”2
a) Efeito da concentracao de ions Mn

0 estudo do sistema M.A./HRP/0O, na presenga de fons

+2 . .
Mn mostrou um aumento progressivo na velocidade de consumo de



0, numa concentracio de 0,7 wM a 3,2 mM. A partir de 4,2 mM € atin
pida a velocidade maxima de consumo de 0, (Fig. 3.1).

A velocidade maxima calculada através do grafico duplo-
reciproco (obtido de equacio de Linewcaver-Burk (Equagao 5.5 ) ,uma
das transformacoes da equacao de Michaclis-Menten} foi de 17,9

nmoles OZ/ml/IO seg (Fig. 3.2).

b) Efeito de concentracao da peroxidase

A acao da peroxidase sobre o sistema (usando-se as mes-
mas condicdes que para os ions Mn&z) foi estudada num intervalo de
concentracao de 3,8 uM a 0,8 uM, apresentando uma reta no grafico
de velocidade de consumo de 0, cm funcae da concentragac da enzima
(Fig. 3.3).

Pelo grafico de Lineweaver-Burk obteve-~se uma velocida-

de maxima que tende ao infinito (Fig. 3.4).

¢) Efeito da concentracgao do tampao acetato

Variando-se a concentracao do tampao acetato de 0,1 M a
1,0 M no sistema MNA.7Mn+2/HRP/GZ, ohteve-se uma curva de veloci-
dade inicial de consumo de 0, em fungao da concentragao do tampao
(Fig. 3.5), indicando que a velocidade mdxima do sistema € atingi~
da em 0,7 M.

Pelo grafico de Lineweaver-Burk, a velocidade maxima

foi de 37,3 nmoles 0,/ml/10 seg {Fig. 3.6).

d) Bfeito da concentracao de M.A.

A velocidade da reacao aumenta marcadamente com o aumen
to da concentracao de M,A. de 1,8 mM a 10,5 mM. Em concentracoes

maiores que 14,7 wM o aumento da velocidade torna-se minimo (Fig.3.7).
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FIG 3.2 - DUPLO-RECIPROCO PARA O EFEITO DA CONCENTRACAO DE Mn'* NO
SISTEMA: Mn** [NAS CONCENTRACOES INDICADAS)/MA 10,5 mM} /
HRP (3,8 uM]/ Oz EM TAMPAO ACETATO 02 M pH48 A 380 C
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FIG. 3.3 - EFEITO DA CONCENTRACAD DA ENZIMA NO SISTEMA: Mn*"(3, m&;fiﬁ
MA (105 mM] /7 HRP [NAS CONCENTRACDES INDICADAS)/On EM TAMP AL
ACETATO G2 M pH 48 A 380°C
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FIG. 3.4 - DUPLO-RECIPROCO PARA O EFEITO DA CONCENTRACAO DA ENZIMA
NO SISTEMA: Mn++ (3,0 mM)/MA (105mM]/HRP (NAS CONCENTRA:
COES INDICADAS)/Oo EM TAMPAO ACETATO 02 M pH 48 A 380°
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FIG. 3.6 - DUPLO-RECIPROCO PARA O EFEITO DA FORCA IONICA NO
SISTEMA: Mn™* (31 mM)/MA{OS mMI/HRP (38 HM/

02 EM TAMPAO ACETATO pH 48 A 380 °C.



100 |

UMIDD

e

[
FS

oxiGEni0

%

20

i

TEMPO (mind

FIG 37 - EFEITO DA CONCENTRACEQ DO MA. NA VELOCIDADE DE CONSUMO DE oXiGEnio
PELC SIBTEMA Mot (55 mMb/ MAZHRP L2 uM)/Op EM TAMPAD ACETAYO
2 M opH 48 A 380°C CONCENTRACED DE MA ! {——}1BmW,; {~==}27 mi,
== 355 mbMy (=1 B3 M o190 mibg {aed RISm - — HE 0 MM, (0= 1BOmM



Graficamente, o efeito da concentragao de M.A. sobre a
velocidade inicial da reacho demonstra uma curva do tipo Michaell
na (Fig. 3.8}.

A velocidade maxima ¢ o Km foram calculados usando-se os
valores da Fig. 3.8 e através do grafico duplo-reciproco  obtido
da equacao de Lineweaver-Burk (Fig. 3.9}.

0 valor da velocidade maxima foi de 53,4 nmoles OZ/mlf

10 seg, ¢ o K, foi 6,7x10m5M.

A emissao fotonica do sistema M«Ao/Mn+2/HRP/OZ foi

estudada cineticamente variando-se o pl e as concentragoes de pe-

. + 7 - "
roxidase, M.A.,Tons Mn e tampao acetato; observou-se tambem 0

efeito de malonaldeide acido {(M.A.H.).

e : e +2
a) Bfeito da concentracao de lons Mn

~ - A A, . . ;
Numa concentracao até 0,9x10 "M tem-se uma intensidade
‘ 5 ; . "
de 2,0x107 contagens/min. Da mesma forma como na variagao de M.A.
- o -3 : .
a intensidade torna-se menos acentuada até 4,7x10 "M quando atin-

ge um valor de 5,3x105 contagens/min (Fig. 3.10).

b) Efeito de concentragao da peroxidase

Nas concentragoes de 1,6 uM, 3,2 uM e 12,8 uM ocorre

um aumento linear da intensidade de luz em relagao a concentragao

da peroxidase. Em 12,8 uM obtém-se uma intensidade de 8,1X105 COon

tagens/min. A partir de 12,8 uyM o aumento da intensidade torna-se

menos acentuado atingindo, assim, o valor de ligﬂxlUS contagens/

min a uma concentracao de 20,0 pM {Fig. 3.11).
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FIG. 3.10 - EFEITO DA CONCETRACAC DO Mn*+ NO SISTEMA: Mn++ (NAS

CONCENTRAGOES INDICADAS)/ MA (07 mM}/ HRP (70 uM )
EM TAMPAO ACETATO 0.2M pH 48 A 380 °C
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¢} Efeito de concentracao do tampao acetato

) Numa concentracao de 0,1 M a 0,5 M de tampao acetato
pH 4,8 ocorre um aumento na intensidade de emissao de luz quando
o

R . . . J
esta atinge um valor constante de aproximadamente 5,5x10 conta-

gens /min (Fig. 3.12}).

d) Efeito do pH

A intensidade de luz aumenta do pli 4,5 para o pl 4,8
- . - . 5 . N
quando, entao, atinge um maximo com 3,Z2x10 contagens/min. Em pH

-
- " - E - o " ) =
acima de 4,8 a intensidade decai para 2,4x10° contagens/min (Fig.

3.13),
e} Efeito da concentracgiao de M.A,
A intensidade de luz aumenta com o aumento da concen-
tracao de M.A. ate 3,4x10m4M de M.A.. Desta concentracao até

- -4 . ; . . -
13,3x10 "M, o aumento torna-se mais gradative e a intensidade ma-

-
xima atingida e dc 5,0x107 contagens/min (Fig. 3.14).

f) Bfeito da toncentracao de M.A.Il, (malonaldeido acido)

0 efeito da concentracao de M,A.H. fol estudado no in-
tervalo de 10,5 mM a 0,7 mM (Fig. 3.15). Foram estudados os efei-
tos da concentracio sobre a intensidade maxima ¢ o tempo em que

seg inicia a emlissao.

3.1.4. Estudoes para a proposicac do mecanismo

Para se propor um mecanismo de reagao do sistema,
estudou~se os segnintes efeitos: Ions N%, H,0, e catalase (todos

os tres usando a técnica de consumo de O?}, intermediarios da pe~
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FIG. 3.12-EFEITO DA CONCENTRACAO DO TAMPAO NO SISTEMA: Mn**{2.0mp)/
M.A {07 mMI/HRP{7OuM)/Op EM TAMPAO ACETATO pH 48 A
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roxidase {usando absorgdo na regizo do visivel) e HZO? {na emis-

$40) .

a) Efeito do ion N; na atividade de HRP

A fim de verificar se M.A. ¢ oxidado no sitio ativo da
enzima, estudou-se o efeito do fon N% na atividade da HRP. A velo
cidade de consumo de oxigenio € totalmente inibida numa concentra

cao de 10,0 mM e 1,0 mM de NaN3.

b) Efeito de N792 e catalase no consumo de 0,

A HL0, adicionada ao sistema numa concentracao de 96,0
WM retira totalmente o tempo de inducao da reacao, enquanto que a
catalase, adicionada numa concentracaoc de 125 unidades, aumenta o

tempo de inducgao om relacgao ao controle (Fig. 3.16). Em ambos os

casos a cinetica de consumo de oxigenio nao foi alterada.

¢) Bstudo cinetico dos intermedidrios da peroxidase duran

te a reacao

k]

Acompanhou~se¢ espectrofotometricamente a 400, 411 e
420 nm os intermediarios da HRP durante o clclo catalitico (Fig.

3.17y. Estes comprimentos de onda referem-se a:

1) alteragoes a 400 nm correspondente a mudangas na
concentracao de HRP nativa;

2} alteracoes a 420 nm correspondente a mudangas na
concentracao de HRP-composto IT (HRP-T1);

3) ponto isobéstico entre HRP e HRP~-IT em 411 nm, e

que indica a presenga de HRP-I.
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d} Efeito de HZQZ na emissao do sistema (com MJALH.)

Foi estudado o efeito de H?07 1.0 pM, 3,6 uM e 80,0 uM

na emissdo sem alteracao do consumo de oxigenio:; quando HZOZ e

adicionada na ausencia de M.A.H., nao da fotoemissao (Fig. 3.18).

3.1.5. Comparacao entre B-etdxi-acroleina (BEA) (80) e ma-

Tonaldeido

OCAH H
\%;ic/’//O
W \c/

\\H
80
Nas condicBes M.A. (5,0 mM)/Mn* % (3.1 wM)/URP (3,8
pM/Gz em tampaoc acetato 0,2 M pH 4,8 a 240C, o pico maxime de
emissao foi 2,3x106 cpm, enquanto que, para o sistema BEA (10,0
1{11.}\’1,/{\-111'3?2 (3,1 mM) /IiRP {3,8 UM)/O2 em tampaoc acetato 0,2 M pH 4,8 a

o . - A .. § . .
247C, o pico maxime de emissao foi 2,2x10°7 c¢pm. Ambos foram atin-

gidos em 3,5 minutos,

3.2. Deteccao de Oxigenio Singlete

A oxidacao de M.A. em tampao acetate 0,2 M pH 4,8 leva
a producao de uma especie emissiva, evidenciade pelos espectros
de emissao. O oxigenio singleﬁ@{lﬂg 1Ag) parece ser o emissor res
ponsavel e isto € demonstrado pelos resultados aprescentados nesta
segao. Estes efeitos foram estudados, sem que se alterasse o con-

sumo de oxigenio. Eles estao sumarizados na tabela 3.1 e 3.7.
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Tabela 3.1 - Constante Stern-Volmer, constante de velocidade de
inibicho, tempo de vida e valor £ para oxigénio sin-
glete gerado pela decomposicao de M.A. catalizada
por peroxidase.

Bx10 (M)
o ok =1 | 0.6
Inibidor kSU(M ) kq M T7x10 seg 1 dgplo
Kg; reciproco
, g(a) _ |
guancsina 150 10 1,5 6,7 2,9
e b
histidina w66 |10t sy 1,1 1,2
a

INA 900 108 9.0 11 -
bilirrubina 59000 | 2.9x10%0 200 |1 7072 -
(25 wM a 100 M)
{a) Peote, 1978.
(b} Bellus, 1979. i

(¢} Merkel e col., 1872,
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Tabela 3.2 - Formacao de Oxigenio Singlete durante decomposicio
de M.A. catalizada por peroxidase.
0 meio de reacdo contimha Ma' @ (3,1 mM), M.A. (10.5
mM) , HRP (3,8 uM), em tampao acetato 0,2 M pH 4,8 a

38.0Y¢,

é}ntensidade - |
maxima x 1077 1% inibicio  Acao
cpm/min

Controle 15,0 - -
0,% mM metionina | 12,5 16,7 lo,
0,1 mM triptofano 12,0 20,0 Yo,
1,0 mM triptofano 9,7 35,3 102
1,2 mM guanosina 12,1 19,3 1O2
5.9 mM guanosina 8,2 45,6 ‘o,
0,6 mM histidina 9,7 35,5 ‘o,
1,9 M histidina 2,1 86,2 1o,
0,6 mM bilirrubina 12,2 18,4 lo,
2,5 mM bilirrubina 5,2 65,3 Yo,
2,0 mM DABCO : 13,2 12,3 to,
9.4 mM DABCO 12,3 18,0 ‘o,
0,1 ©M benzoato ; 13,5 10,0 " OH
¢.2 mM benzoato | 12,3 18,0 "OH
12,3 mM bicarbonato 14,7 2,0 T OH
203 unidades SOD 11,5 23,3 0,°
203 unidades SCD desnaturada : 9,7 3573 0,°
150 unidades catalase 12.5 16,7 | ”ZOZ
600 unidades catalase E 9,7 35,3 ; HQOZ
150 unidades catalase desnaturada - 6,7 55.3 HZQZ




3.2.1. Bfeito de guanosina sobre a emissao

Fstudou-se o efeito de guanosina sobre a emissao do
sistema num intervalo de concentracao de 1,2 mM a 5,8 mM. Conside-
rando a intensidade de emissdo em funcao do tempo, observou-se que
2 medida que aumenta a concentracao de guanosina, diminui a inten-
sidade maxima de emissio. O pico maximo de emissao fol atingido em

2 minutos (Fig. 3.19).

a) Analise Stern~Volmer para puanosina

Analisando-se o efeito de gusnosina por projegao Stern-

Volmer (Fig. 3.20) na faixa de concentragac de 1,2 mM a 5,8 mM, ob

servou-se uma lincenridade dos resultados passando pelo ponto (U,1).

0 ohtido foi de 1,5x104Mm1 e o valor de t foi de 1,5X10M® seg.

Kgy
admitindo-se que kq ¢ aproximadamente lOOMwlsegwi (Foote, 1978).

, , vl
Koy = kq'i = 1, 5x10"M ~

- - Y
108M lscg ! x 1 = 1,5x10"M 1

1 = i,leOmé 5€8.

b) Analise Duplo-reciproco para guanosina

Na anilise Duplo-Reciproco do sistema para guanocsina ob
e S et w4 el T Py ‘ .
teve-se uma linha reta com intervcessac em 1,1xi0 “cpm e uma in-
. .. R e . . e , .
clinacao de 3,3x10 “cpm “xM (Fig. 3.21). O valor § obtido foi de

2. 9x107 M.

inclinacao 3,2x10m7cpmmlx M

intercessao l,lxlﬁ—dcpmwl

2.0x107 M

on)
i
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0 valor £ obtido pelo inverso de Kgy foi de 6,9x10m3Mw

3.2.2. Efeito de histidina sobre a emissao

A histidina, no intervalo de concentracao de 0,6
mM a 3,8 mM, afeta a emissdo do sistema ¢ diminui d medida que au
menta sua concentragao; isto pode ser observado melhor através do
efeito de intensidade de luz em fungao do tempo (Fig. -3.22). O pi

co maximo foi atingido em 2,5 min.

a) Analise Stern-Volmer para histidina

A analise Stern~Volmer para histidina apresenta uma re
ta com interceptor no ponto (0,1) no grafico de IO/IQ em funcao
de concentracao de histidina (Fig. 3.23). O K

8 7x10°M 1

-« da reta fol
5V -

‘ . y gD . )
e 0 valor de 1 igual a 5,1x10 seg., considerade 0

1

Q0 -
valor de kg igual a 1,7x10°N lseg L (Bettus, 1979).

-1 -1

. . 1 2.1
1,7x10°M “seg x 1t o= B,7x10"M

1= 5.1x1070 seg.

b) Analise Duplo-Reciproco para histidina

Para histidina, o grafico Duplo-Reciproco de I/IQMIQ
em funcao de 1/[Histidina] mostra uma linha reta com intercessao

10

em 6,9x107 7 cpmml e uma inclinacio de 8.1x10" cpmwlxM (Fig.

3.24). 0O valor & obtido foi de 1,1x107 M.

3 - inclinacao 8,0x10” 0 cpm tam
intercessao 7.1x107 7 cpm ©

1.1x107°

fes
it

M
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0 valor # obtido pelo inverso de ng.foi de 1,1x10° “M.

3.2.2. Efeito de bilirrubina e 9,10~dibromoantraceno-2-sul

fonato sobre a emissao

A bilirrubina foi estudada num intervalo de concen-

tracao de 0,6 uM a 2,5 uM e 25,0 uM a 100,0 uM. O valor de va en-
contrado para o intervalo de concentracao de 25,0 pM a 100,0 pM

4

foi de 5.9x10%M 1

. Adicionando-se ¢ ,l10-dibromoantraceno~Z2-sulfona-~
to (DBAS) numa concentracao de 2,0 uM, loge apds a adigao de biliz
rubina 0,6 uM (antes do inicio da reacdo), observa-se um aumento

da intensidade de emissao em relacao a bilirrubina presente no

sistema na ausencia de DBAS. Quande DBAS foi adicionado 13,5 minu-
tos apos o inicio de reac@o - na presenca de bilirrubina - apare-
ceu um pico de emissaoc em 15,5 minutos com uma intensidade de

G,lees cpm (Fig. 3.25).

3.,2.4, Efeito de B8-(3,4-dihidroxifenii)~L-alanina

Nao se, conseguiu resultados coerentes para o efeito
de B-(3,4-dihidroxifenil)-~L-alanina (DOPA) trabalhando-se com con-
centracoes usadas por De Mol e van Henegouwen (1879}, 0,3 mM a

1,2 mM) ou mesmo em concentragoes mais baixas (0,2 wM a 1,0 pM).

3.2.5., Efeito de 1,4-diazobiciclo{Z2.2.2)octane, metionina

e triptofano

I,4-Diazobicicle(2.2.2)octane [(DABCOY 2.0 mM, &
12,3 mM diminui a emissac do sistema de 15,0%105 cpm para 13,1x105
Ccpm, 12,3x105 cpm ¢ 12,2x195 cpm respectivamente. Para verificar
se DABCO reagia com um intermediario de reacgdo da oxidagio enzima-

tica de M.A. fez-se, por consumo de O,, uma experiencia de dupla~
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adicao de M.A. (Nakajima ¢ Yamazaki, 1979). Uma vez atingido 0
estado estaciondrio nas condicoes M.A. (4.5 mM}/Mn+2(3,1mM/HRP
(2,3 uM)/OZ em tampao acetato 0,2 M pil 4,8 a 38.0°9C, fez-se uma
segunda adigao de M.A., iniciando-se novamente o consumo de Oxi-
génio. Na segunda adigao de M.A. o consumo de oxigeénio € cerca
de 49.7% (menor que na primeira adigao). Quando a segunda adicao
& precedida de DABCO nas concentracoes de 7,5 mM, 10,0 mM e 12,2
mM. nio & alterada a velocidade inicial da reag@o. A relagao molar
total de M.A. adicionado para consumo de oxigenio foi de 42,7 na
primeira adicdo e de $7,4 na segunda adigao.

A metionina 0,3 mM e triptofano 0,1 mM ¢ 1,0 mM provo
cam uma queda de emissao de 15,0x105 cpm/min para 12,5x105 cpm/

mir, 12,0x105 cpm/min e 9,7x105 cpm/min respectivamente {Tab.3.2).

.
3.2.6. Efeito de (8- H)~-guanosina

Aldm de N(2-dioxi-D-eritro-pentosil)uréia (Rf 0,18)
- ohservado atraves do método de Cadet e Tecule (1978), em cromg-
tografia de camada fina - foi ainda detectado Nl{zmdeoxiwﬁweritro
-pentofuranosil) N%-formiluréia (Rf 0,31) e também um COmposto
desconhecido (composto n® 4 no trabalho de Cadet e Teoule, RI

0,23).

3.2.7. Efeito de deutério

Fstudou-se o elfeito de deutério sobre a emissao ,
trabalhando com tampdo acetato deuterado ¢ nao deuterado, nas se-

guintes condigoes: M.A. (0,7 mM)/Mn+2

(1,5 mM) /IIRP (6,7 uM}/O? em
tampao acetato 0,2 M pH 4,8 a 38°C. Foi encontrado um aumento de
aproximadamente trés a quatro vezes do deuterado para o nac deute

rado.



3.2.8. Efeito de catalase, superoxide dismutase (SOD), ben

zoato e bicarbonato na emissao

A fim de verificar se as espécies “OH, 02? e 1,0,
teriam alguma participacao no efeito do emissao de foton causado
pela oxidacao enzimitica de M.A., foram feitos estudos na presenga
de captadores destas espécies (benzoato e bicarbonato, S0D e cata-

lase Tespectivamente). Nio houve alteracao no pico maximo de emis-
I .

sao (Tab. 3.2).

3.3, Efeito de oxigenio singlete sobre acido desoxirribonuclei-

co e 1lisozima

Nesta secido ¢ mostrado o efeito de oxigénio singlete
gerado enzimaticamente no sistema M.A./Mn+2/HRP/OZ scbre DNA (mos-
trando gue possivelmente a guanina é afetada) e lisozima. Apresen-
ta também a formacao do complexo DNA-M.A., com a possivel formacao

da estrutura amino-imino~propenc, R-N=(C-(C=N-R (Reiss e col., 1972)

3.3.1. Bstudosde acide desoxirribonucleico (DNA) sobre a

emissao
Estudou-se o efeito de DNA de timo de bezerro(Mcalf
thymus') na emissao, num contador de cintilacao liquida de Beck-

4 4

mann, no intervalo de concentracac de 0,2x10° "M a 2,7x107

M (a con
centracao de DNA é dada em moles/nucleotideo). Através do grafico
de intensidade de luz em funcgao do tempo, observa-se uma queda na

emissao fotonica a medida que aumenta a concentracio de DNA (Fig.
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a) Analise Stern-Volmer para acido desoxirribunucleico

Graficamente, as intensidades maximas da Fig. 3.26 em

funcao das respectivas concentracoes mostra um valor de K de

1

SV

9,0x10°M * e um valor de Q,leo_ﬁ para © (Fig. 3.27).

. A )
= o= (
KSV qu 9,0x10"M

1

3. - 7
10 tsea™t x © = 9,0x10%w71

T Q,Oxlﬁnﬁseg,

b) Analise Duplo-Reciproco para acido desoxirribonucleico

0 grafico Duplo-Reciproco de 1/T4-To em fungao de

h s

1/|DNA| para o efeito de DNA sobre a emissao do sistema, apresen-

. . - - -0 -1 . .
ta uma linha reta com intercessao em 5,7x10 cpm e uma inclina

cao de 1,0x10° cpmml x M (Fig. 3.28). O valer B assim obtido foi

de 0,3x10” M.
PR b e N |
inclinacgao 1,0x10 cpm T xM
B = - o 6
intercessao 3,7x18 7 cpm
3 = 0,3x10" "M
0 valor £ obtido pelo inverso de K foi de l,lxlO”EM,

S5V

35.3.2. Espectro na regiac U.V., de acido desoxirribonuclei

co (DNA) de E. coli

a) Tluminacao na presenca de hematoporfirina

0 tratamento de DNA de E.coli por luz, na presenga de

hematoporfirina, mostrou uma mudancga do pico maximo de absorcao
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de 257,5 para 260 nm (Fig. 3,29, 3,30, 3,31).

b) Tratamento de E.coli no sistema

i. DNA sem sofrer desnaturacao

O DNA de E.coli mativo apresenta um pico maxime emn

257,5 nm; o que foi tratado no sistema desloca o pico maximo pa-
ra 254,5 nm, apresentando um ombro acentuado em 270 nm, indicando
que o pico maximo possivelmente seria em 260 nm. No espectro dife
rencial deste DNA pode-se observar efetivamente que em 260 nm apre-
senta-se um pico. Tratou-se entao o INA na presenga de M.A. e

+7 . D e :
Mn (ausente HRP ¢ portanto oxigenio singlete); o espectro exi-

hiu um pico maximo em 254,5 nm (Fig. 3.29).

21. DNA tratado no sistema e depois desmaturado

em 257,5 nm. O tratado no sistema e depois desnaturado mostra um
pico maxime em 254,5 nm, aparecendo o ombro em 270 nm, agora ben
mais acentuado que no espectro de DNA sem sofrer desnaturacao

]

(Fig. 3.30).

3i. DNA desnaturado e depois tratado

Ainda outra vez o DNA de L.coli desnaturado apresenta
um pico maximo em 257,5 nm. O desnaturado e tratado no sistema
mostra um pico maximo em 254,5 nm, aparccendc o ombro em 270 nm ,

menos acentuado que nos casos anteviores (Fig. 3.31).

3.3.3. Aumento de fluorescencia de Tb+3 por DNA de B.coli

Um espectro de fluorescencia de Tb+3 complexado
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‘ . . ~ 3
com DNA de E.coli mostra um aumento de fluorescencia de Tb com
. ] w N
plexado com DNA nativo em relacao ao 1D nao complexado. Quando
complexado com DNA tratado no sistewa a fluorescencia diminui em
s 3 3 R - - - > (anl -‘;-'.
relacdo ao nativo, mas ainda € maior que a fluorescencia de Tb
nao complexado. Observou-se dols picos caracteristicos da fluores

~ . R ; -
cencia do Tb 3 em 545 nm e 488 nm com X} de excitagac em 290 nm

(Fig. 3.32).

3.3.4. Analise de Aminoacidos de Lisozima

A lisozima fol tratada por 102 gerado no sistema

enzimatico:; os resultados estao na Tab. 3.3,

UNITC AMB
BIRLIOTECA CENTRAL
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Tabela 3.3 - Alteracao da Lisozima(aj exposta a oxigeénio singlete

gerado pelo sistema Mn++/MaAH/HRP/OZv

LISOZIMA

Lisozima/ o, ()

Tedrico Experimental
Triptofano 6,0 5,9 4.6 (1,3 (%)
Histidina 1,1 0,9 1,0 (0)
Me tionina 2,0 2.1 1,3 (0,8) (%)

{a) Também foram analisados os seguintes aminoacidos: lisina, ar-
ginina, asparagina, treonina, serina, acido glutamico, glici-
na, alanina, valina, isoleuycina, leucina, tirosina, fenilala-

nina, encontrando-se que nao foram alterados.
1o

(b) Sistema bioenergizado de )y

(c) Valores corrigidos para acao de HRP e M.A.
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4. DISCUSSAQ

4.1. Estudos Cinéticos

A reacao de oxidacao de M.A. catalizada pela peroxida-
se do rabanete apresenta uma cinética tipica de Michael-Menten
(Fig. 3.8 e 5.3), demonstrando uma dependencia de primeira or~
dem em relagao ao substrato na faixa de 1,8 mM a 10,5 mM (obser-
vado pelo grafico de logaritme da velocidade inicial de oxigenie
consumido em fungao do logaritmo da concentracac do substrato) e
ordem zero em relacao ao oxigenio.

0 valor de 6,7 mM para o K, e o valor de 8,0x10~3/10
seg. para a relacgao Vmﬁx/Km indica que M.A. é um bom substrato
para a enzima comparando~-os com o valor bem maior de Km {100 ,0 oM)
e bem menor de Vmﬁx/Km (1,3X10“3/10 seg), obtidos por Guillo e
Duran (1980) no sistema meetilpropanal/HRP/Oz na temperatura de
38,UOC, em nosso laboratorio.

Pela relacao linear obtida entre velocidade inicial de
consumo de 0, e a variagao da concentragao de enzima (Fig. 3.3 e
3.4}, tem-se a certeza de estar trabalhando com velocidades ini-
ciais dentro deste intervalo de concentracao enzimatica (0,8 uM
a 3,8 uM), (Segel, 1979).

Observou~-se neste mesmo sistema, mas em concentracgoes
diferentes, gque na emissao de luz o efeito da peroxidase também
& linear porém, so até a concentracao de 12,9 uM; embora o inter
valo de concentracao usada também esteja dentro dos limites para
velocidades iniciais, ap0s a concentracao de 12,9 uM, a emissio
comega a diminuir com o aumento da concentracao de peroxidase.

Provavelmente isto se de ao fato da HRP, em sua composiciao, con-

ter aminoacidos entre os quais histidina, que & um bom sSupressor



de oxigénio singlete; em concentragoes maiores que 12,9 uM de
HRP, a propria peroxidase passa a suprimir a emissao.

No estudo de M.A.H. observou-se que para uma mes ma
concentracao de M.A. e M.AH. (por exemplo. 10,5}, nas me s mas
condicoes, a intensidade maxima de emissao difere grandemente na
proporcao de 1:3 de M.A. para o M.A.H. Na concentracao de 10,5
nM com M.A.H., a emissao atinge um valor de 4,3x106 cpm enquanto
que para M.A., 1,5x166 cpm (Fig. 3.15).

Para se obter uma intensidade maxima proxima da obti-
da com M.A. 10,5 mM, a concentracao de M.A.H. necessaria é de
1,3 mM; porém, apresenta um tempo de 5,0 minutos até atingir o
pico maximo, enquanto que com o M.A. & atingido em 2,0 minutos
aproximadamente.

Possivelmente a eficiencia de M.A.H. em apresentar
uma elevada contagem de fdtons se deva a ausencia de impurezas co
mo BEA e dimeros de M,A. que se apresentam em M.A.

Pode~sc verificar também que a medida que se abaixa a
concentragao de M.A.H., aumenta o tempo para atingir o pico méxi
mo de emissao. Isto porque a velocidade inicial diminui com a di
minuicao da concentragﬁs do substrato (Fig. 3.15).

Acredita-se que M.A. produzido a partir da hidrolise
acida de 1,1,3,3tetractoxipropano (TEP) seja um mutagenico me-
nos eficiente (18 a 20 vezes menos) que BEA, também produzido a
partir de TEP (Marnett e Tuttle, 1980}. Pensou-se entido que BEA,
estando como impureza na sintese de M.A., pudesse ser Tesponsa-
vel por parte de cmissao gerada pelo sistema. Todavia, nos estu-
dos de emissao com BEA e M.A., observou-se que é necessario uti-
lizar uma concentracao de BEA duas vezes maior que M.A., para se
obter a mesma intensidade de emissao.

Nos estudos com BEA também observou-se uma rapida hi-

drolise de BEA para M.A.; assim, € provavel que a maior emissao



venha do M.A. produzido nesta hidrolise.

Portanto, a conclusao de que BEA seja 18 a 20 Ve zZes
mais mutagénico que M.A. (Marnett e Tuttle, 1980} provavelmente in
dique que BEA tenha maior penetrabilidade na célula que M.A., mas
como BEA se hidrolisa a M.A. possivelmente qualquer efeito mutage-
nico vem da oxidagazo deste produto.

Dentro das nossas condig¢oes, trabalhando com M.A. 99%-
100% purc (detectada por U.V.), pode-se considerar que a emissao
observada provém totalmente da oxidacao de M.A., uma vez que é
grande a possibilidade de BEA estar presente apenas como tragos
de impureza.

Conclui-se portante, através dos estudos de consumo  de
oxigénio e emissdao, que as concentragoes dos reagentes que produ-
ziam malor porcentagem de consumo de oxigénio e melhor intensidade
de emissao (observando-se os efeitos de pH, tampao acetato, ions

+ . ‘ . -
Mn z, peroxidase e M.A.) com menor tempo de inducao foram: M.A,

(10,5 M) /Mnt 2

(3,1 mM)/HRP (3,8 uM) em tampao acetato 0,2M pH 4.8
a 381000, Decidiu-sc por esta maneira usalas como controle em todo
o trabalho. Com estas condicoes, obtém-se cerca de 94% de consumo
de oxigenio com uma veglocidade inicial de 38,1 nmoles Oz/ml/lﬁ seg
e uma intensidade de emissao de aproximadamente 1,5x106 cpm. BEm al
guns experimentos HRP fol usada na concentragao de 2,3 uM; nesta
concentracao a intensidade chega a 7,0x195 cpm.

Dados normalizados para consumo de oxigenio e emissao
total de luz mostram que o consumo de oxigénio é mais rapido que
a emissdao, sugerindo que esta venha de um intermedidario que se
acumula durante a reacgao (Vidigal-Martinelli e col., 1979).

Nos estudos para a proposicao do mecanismo, observou-se
que quando N; ¢ adicionado ao sistema de oxidacdao enzimatica de

M.A., nas concentracoes de 10,0 mM e 1,0 mM, o consumo de oxige-



nio e totalmente inibido, indicando que possivelmente M.A. com~
plexa-se diretamente no sitio ativo da enzima.

No consumo de oxigénio, com a adicao de H,0, 96,0 ndl
e catalase 125 unidades, pode-se verificar que a reagac € depen-
dente de HRP-I, pois HZOZ retira totalmente o tempo de inducao |,
e a catalase (altamente eficiente na decomposigao de }-1202 pPaTa
Ggua (Dunford e S1illman, 1976)) aumenta o tempo de inducao (Fig
3.16).

Uma melhor evidencia de que o sistema ¢ dependente de
peroxidos foi observada na emissdo (Fig. 3.18). Na ausencia de
H

,0,, 0 tempo de indugao € de 9,5 minutos; com a adicao de H.,0

272

3,0 UM, o tempo de indug¢ao diminui para 3,0 minutos e na concen-
tracao de 80,0 uM & eliminade gquase que totalmente. A intensida-
de da emissdo, na presenca ou na ausencia de 3,0 uM de H,0, €& se-
me lhante. Com 1,0 uM de 1,0, incobado por 9,2 min. a intensidade
de emissio é levemente maior que o controle, o mesmo acontecendo
com a adigao de 80,0 uM de HZOZ.

Portanto, de acordo com estes resultados, a enzima de-
ve catalisar a insercao de oxigenio e para isto, mover-se entre
dois estados de oxidaéﬁo diferentes. Isto torna-se obvio pela
absorcgao do sistema reagente (Fig. 3.17), que indica a presenca
de HRP-TT e HRP-I. E provavel que o tempo de inducao de um minu
to (maior que o esperado em relacao ao consumo de oxigenic) ocor
ra devido a baixa temperatura (ZQ,OOC) em que foi feito o expe=-
rimento e também ao tipo de experimento (a reacgao foi iniciada
por M.A. e nao por HRP, conforme o comumente feite, o que resul-
ta num menor tempo de indugao).

0 comportamento cinético da peroxidase do rabanete &
420 nm, 411 nm e 400 nm, indica que durante a reacio teve-se es-

sencialmente HRP-T1 e, em baixas concentracgoes, HRP-TI. A HRP

@
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nativa esta sendo transformada no sistema reagente, 0 que ¢ evi
denciado pela curva negativa na regiao Soret.

A HRP-1 poderia ser formada por tracos de H?UZ obti-

dos, talvez, por uma  Féagao catalisada por metal ou entao pe
io aldeido presente, pois sabe-se que aldeido em presenca de

L+ ee s . N o N
Fe 3 produzem radicals acila que podem levar a formagao de HRP-I

(Equacgao 4.1) (Haun, 1979).

o]
7 +3 - +2
R-—C Ao Fo e By, ey [ Gz () 4 Fo EDZ
“H
0 0 (Bquacao 4.1)
. R-H I
RenComm Q) e QR woeods [ roeem o Qoo O R G (=04

0
I , \
R C e Qe OM + F6 2—Enz. ~gp HRP—1 + R~ C =0

Tais resultadeos sao semelhantes aos obtidos com 08 sis

remas Zwmetilpropanal/HRP/Oz (Bechara e col., 1979) e propanal/
HRP/O2 (Haun e colnﬁw1980) e, analogamente, pode-se sugerir o sg
guinte mecanismo para a etapa de propagacao {Bquagao 4.2).

A decomposicao de (81) segundo o mecanismo de Russell
(Howard € Ingoid - 1968), nao viola a regra de Conservacao
de spin, pois Oxigenio Singlete (102) ¢ formado na reagao, Con-

forme sera discutido a seguir.
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4.2. Deteccao de Oxigenio Singlete

Neste trabalho foram usados varios aceptores de 10?.

Tratou-se (8~3ﬂ]~guanosina (84) no sistema recagente,
detectando-se N{2-deoxi~D~eritro-pentosil uréia), o mesmo resul-
tado pode ser devido a 1,4-cicloadiciao de oxigenio singlete mnas
duplas ligagoes 7.8 e 4.5 ¢ decomposicao subsequente do 4,8 en-
doperoxide (Equagzo 4.3a) (Matsubara e col., 1972). Um composto
desconhecido (composto n®4 no trabalho de Cadet e Teoule) e Nl(z
—deoxi—B~D~eritropent0fur3nosi1}N2~formi1 uréia (89) foram tam-

hém detectados.
[ possivel que haja também a 1,2-cicloadicao de  oxi-
genio singlete na dupla 1igacao 4,5 e decomposicao do 4,5 endope

réxido formado (Equagao 4.3b}).
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A guanosina (84) e a histidina (61) suprimiram a cmis-
sio da espécie excitada {Fig. 3.19 e Fig. 3.22). Calculou-se o va
lor de 8 (concentracao do aceptor necessario para inibir metade
da concentracao da espécie excitada) e o valor de tv (o tempo da
meia vida da espécie excitada) (Fig. 3.20, Fig. 3.21, Fig. 3.23 ¢
Fig. 3.24). Calculou-se também o B para bilirrubina (Tab. 3.1).

0 valor de B encontrado para guanosina (81) (259X10MBM)
¢ para histidina (61) (151x10"3M) obtidos por dnp10wrecfproco,séo
valores proximos aos obtides da literatura (~3,0x10"3M) (Foote
1978) .

A bilirrvubina (70) foi usada na concentragao de 0,6

UM a 100,0 uM e mostra dols comportamentos: o primeiro, de 0,6
M a 2,5 uyM — no tratamento Stern-Volmer — apresenta uma assinto-
ta obliqua, nao se podendo neste caso se determinar o B do acep-
tor e o T da espécie excitada, do mesmo modo como para guanosina
¢ histidina. Neste comportamento da bilirrubina, a intercessao da
assintota obliqua & menmos que 1,0 ¢ a inclinacdo  assintOtica €
maior que a inclinacdo inicial do grafice Stern~Volmer; a curva
desloca-se para cima da assintota obliqua (Fig. 4.1) e o calculo

de B e 1 exige tratamentos matematicos mais complexos (Dalton e
Turro, 1970); o segundo de 25,0 pM a 100,0 uM apresenta um com-
portamento semelhante & guanosina e histidina, podendo-se calcu-
Wte o valor

lar entao o B. O valor de K ncontrado foi 5,9x10

E’Mu Considerando o tem

po de vida de oxigénio singlete em agua igual a 2.0x10" 0

kel e col., 1972) o valor de KQ e 3,0x101UMW1seg“1

1 1

sv ©
de B obtido pelo inverso de Kgy foi L, 7x10
seg (Mer
, valor diferen
te ao publicado (210x109M“

seg ~)(Foote e Ching,1975) ¢ semelhante

ac de B-caroteno-1,3 ~3,GX1010Mmlsegm1

(Wilkinson, 1978). Sabendo
~-se que caroteno desativam oxigeénio singlete por um mecanismo de
transferencia de energia (Foote, 1979) - pois desativacao de oxi-

génio singlete por 15,15'-cis-f-caroteno € acompanhado por isome-
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rizagdo para o isomero trans (Foote e col., 1970) - ¢ bem possi-
vel que dentro desta faixa de concentragac (25,0 uM a 100,0 uM)
de bilirrubina, o mecanismo de desativacao de oxigenio singlete
seja também por transferencia de energia, com competicao de rea-
cho quimica (Duran e col., 1981). Também existe uma outra expli-
cacao para a alta eficiencia de bilirrubina em suprimir 102. Es-
ta seria uma ligacao da bilirrublina com o enzima permitindo malor
eficiencia na supressao.

F provdvel que um composto cetonico triplete seja for-
mada na reacao de bilirrubina com oxigenio singlete, o que pode

ser observado nos estudos com DBAS, um aceptor emissivo que au-

menta grandemente a emissao da espéeie excitada triplete (Haun e
col., 1980).

A bilirvubina (70} 0,6 pM inibe a emissao de 183OX105
cphm para 8,8x105 cpm. Adicionando-se DUBAS 2,0 uM apos 13,5 minu
tos de reacho do sistema na presenca de bilirrubina, quando a
quimiluminescéncia estava em aproximadamente 1?8x105 cpm, a emis
sao aumenta para SsﬁXJOS cpm (Fig. 3.25); provavelmente este au-
mento se deva & transferéncia de energia do composto cetonico tri
plete para DBAS que efitao emite. Quando DBAS 2,0 pM é adicionade
no infcio da reacdo apos a adigio de bilirrubina, a intensidade de
luz & inibida para 14,0x105 cpm, um pouco maior que na ausencia de
DBAS; & possivel que neste caso haja a somatoria de dois efeltos:
inibicao da emissao bimoilﬁz Hﬂgjﬂg)por bilirrubina {reagao for-
mando endoperdxido e logo decomposigac) e aumento da emissao cau-
sado pela transferencia de energia de fragmentos cetonicos de bi-
lirrubina no estado triplete para DBAS (Fig. 3.25).

0 DABCO neste sistema funcienou normalmente como um de-
sativador, nao apresentando nenhuma das anomallas citadas (Tab.
5.2). Procurou-se verificar se ele reagla com algum intermedidario
da reacao, porque esperava-se que tivessc o efeito de aumento da

emissao dimol de oxigénio singlete em 634 nm (Duran e Faljoni ,



1978} . Porém, a nao modificagao da velocidade inicial na segunda
adicdo de M.A. indica que DABCO ndo reage com intermediario da
reacao.

E conhccido que numa dupla adigao de mesma concentra-
cho, apos atingir o estado estaciondrio, obtém-se o mesmo valor
de consumo de oxigenio em reacdes de oxidacao catalizada por pe-
roxidase (Nakajima e Yamazaki, 157%9); 1sto ¢ indicativo de perda
da atividade da enzima se na segunda adicao nao se atinglr o mes
mo valor em consumo de oxigenio. Neste trabalho, uma dupla adi-
cio de M.A. (4,6 mM) mostra que a segunda adigao nao atinge 50%
do consumo de oxigenio original. Isto indica que, possivelmente,
na presenca de M.A. a enzima € inativada em aproximadamente 50%.

A metionina e triptofano agiram normalmente como acep
tores de oxigenio singlete, inibindo a emissao (Tab. 4-2).

0 estudo de #gua deuterada indicou um efeito tres a
quatro vezes maior em relagao ao nao deuterado, que corresponde
a um valor menor ao da literatura {para sistemas fotoquimicos o
valor & dez vezes mais, (Kajiwara e Xearns, 1973). Isto indica que
o oxigénio singlete esta sendo suprimido por alguns aminoacidos
da proteina, razao pela qual foi observada a inativacao da enzima

0 espectro de emissao no sistema MQA./MR+2/HRP/G7 e a
intensidade de luz fol tdo intensa que foi possivel observi-lo em
um fluorimetro convencional em H,0 ou D,0 (Duran e col., 1981).
0 principal pico de emissdo & exatamente scbre 700 nm ¢ ocasional-
mente um pico menor fol observado em 030 nm, em concordancia com
trabalhos prévios (Vidigal-Martinelli e col., 1979).

Procurou-se também descobrir se a espécie emissiva era
produzida diretamente da reacdo de oxidagao enzimiatica de M.A.ou
se surgia de reacoes de “OH, 027 ou H,0,, pois oxigénio single-
te pode ser gerado a partir destas espécies também (Equacao 4.4

a Bquacao 4.10)}. Conseguiu-se gerar oxigenio singlete através da
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reacio entre um radical cdtion e superoxido anion (Mayeda ¢ Bard,
1973) . Observou-se também uma fraca emissao em 630 nm, caracterfﬁ
tica do estado dimdrico lAg de 0,. a partir da dismutacao do fon

0,” na presencga de doadores de prétons e propos-se o seguinte es-

quema de reagao de acordo com os resultados (Bquacao 4.4) (Mayeda

e Bard, 1974):

— + -
0," + H' o HOS
HOT + 0.° e HOL + 10
2 2z - 2 2
£ 1. (Equacao 4.4}
HO, + HO) e H,0, + 70, tuag
10,7 T N — (10 ), (fase gasosa)
1 . - P
{ 02)2 w2 OZ + hv (fase pasosa)

0 oxigenio singlete também pode ser formado pela rea-
cao de dismutagaoc de radicails superoxido anion segundo a equagao

4.5 {Schaap e col., 1974}:

-2
]

5 = OZ + HZOZ (Equacao 4.5}

.
Todavia, esta reagao ¢ um processo muito lento, prova-
velmente devido a repulsao eletrostatica (Halliwell, 1981).
SOD, uma metaloproteina que contém dois atomo-gramas de
Cu e dois atomo-gramas de Zn, cataliza a reacao de dismutagao de

()2T para dar oxigenio molecular (Equagao 4.6) Schaap e col.,1974).

50D . - ,
5 0.7 N H 02 N 10 {(Equacao 4.6)

A dismutagao de 0,° normalmente ocorre devido a forma

gao de HOS, através das reacodes (Equacgao 4.7 e Equagao 4.8) (Hal-

liwell, 1981).



- T 5 . . 1 ™ - -
HO2 + 02 + H = HZOZ + 02 (Equacao 4.7)

* ] a — . 1 : ':"
HO; + HO, = H,0, + 70, {(Equacao 4.8)
E provavel que oxigenio Singlete(lAg 1Ag)seja produzi
do durante a dismutacao de 027 (Equacao 4.7 e Equacao 4.8) ou
reacao de Haber-Weiss (Equagdo 4.9) (Halliwell, 1981). Propoe-se
também que 027 e H.,)O2 reagem para gerar OH® como se segue (Equa-

cao 4.9) (Halliwell, 1981; Kellog e Fridovich, 1975):
ozT + Hy0, s OH™ + OH" + 0. (Equagao 4.9)

0 fon 0, pode também sofrer interacao com OH® forman

do oxigenio singlete segundo a equacao (4.10) (Arneson, 1970}.

0,7 + OH° = 1o, + ou (Equagao 4.10)

Por outro lado, sabe-se que a atividade catalitica de
catalase & altamente eficiente na decomposicio de perdxido de hi
drogénio para oxigeénio e dgua (Equagao 4.11) (Dunford e Stillman,

ki

1976) :

catalase _ ‘ ~
2 Hzoz = 2 HZG + 0, (Equacao 4.11)

e que benzoato e bicarbonato sdo captadores de OH" (Equacao 4.12

¢ Bquagao 4.13) (Duran e Faljoni, 1978)
0
|

C | e
@/ % 4 oH — +HO - (<~\ e @ +COp +OH™
_ -

EQUACAO 4.12

HO® + 003"2 s HOT o+ 04T
7 ’ (Equacao 4.13)
e X e hv + produtos



Neste trabalho foi usado SOD, catalase, bicarbonato e
benzoato, nic se encontrande efeito algum sobre a emissao (Tab.
4.2); portanto, a espécie emissiva nao provem de OZ?, IiZO2 ou OH”
mas sim como um produto direto da oxidagao enzimatica de M.A.

Todos estes resultados (inibigao de cmissao por acep-
tores especificos, analise de produteos, efeito de deutério, es-
pectro de emissao, efeito de DABLO e eliminacao de outras espé-
cies ativadas de oxigénio por inibidores proprios para estas espé
cies)permitem concliulr que oxigenio singlete, provavelmente no
estado(lAg 1Ag)seja a espécie emissiva formada como um produto di
reto no sistema de reacao M.A./Mn+2/HRP/02» Embora a eficiencia
quantica desta emissao loz(lAg 1Ag} seja de aproximadamente 10”6 Eins-
tein/mol, a eficiéncia de quimiocexcitagao € muito maior (106 ve-

zes maior) e portanto quase quantitativa (Vidiga1~Mqrtinelli,1979).

4.%. Keido Desoxirribonucleico e Oxigenio Singlete

Reiss e col. {(1972) caracterizaram os complexos amino-
imino-propeno na reacao de M.A. com DNA de timo de bezerro. Com
duas horas de incubac®o, ha uma absorcao de aproximadamente 0,04
atribuida ao produto DNA-M.A. em 325 nm (Reiss e col., 1972) .

Com a iluminacac de DNA de timo de hezerro ma presenga
de hematoporfirina resulta a destruigao seletiva de residuos gua-
nina; este efeito ¢ dependente da concentracao de hematoporfirina
e nao fol observado quando o DINA foi incubado com hematoporfirina
no escuro (ou quando iluminado na ausencia desta). O tratamento
de luz de DNA na prescnga de hematoporfirina resultou na mudanga
do pico maximo de absorgﬁo de 257,5 nm para 260 nm, e isto esta
de acordo com uma degradacao especifica do resTduc guanina do DNA
(das quatro bases. a guanina ¢ a que apresenta absorcao maxima

mais baixa, Gutter e col., 1977).
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Neste trabalho estudou-se primeiramente o efeito de
DNA de timo de bezerro sobre a quimiluminescencia do sistema, ob-
servando-se a queda da emissao (Fig. 3.26). O tratamento Stern-Vol
mer para supressao da emissao por DNA {concentracao por nucleoti-
deo) mostra um valor de T de 9,0x]0m6Mwl e um valor de 1,1x10‘3 M
para 8, ou seja, um valor 6 vezes mais eficiente que a guanosina
livre em solucdo (Tab. 3.1). Isto estd de acordo com a importan-
cia de uma estrutura fixa para que o0s cfeitos sejam maiores e
mais eficientes.

Pensou-se entao que oxigenio singlete gerado enzimati-
camente poderia estar atacando uma das bases constituintes do
DNA. Tentou-se trabalhar com o método de fluorescéncia, através da
complexacao de DNA de timo de bezerro com proflavina, mas nao fo-
ram obtidos resultados satisfatdrios.

Usou-se entdo o método de absorcao; o trabalho foi fei

to com DNA de E.coli sem sofrer desnaturagdo, desnaturado e de~

pois tratado e, tratado e depols desnaturado (Fig. 3.29, Fig. 3.30,
Fig. 3.31). Em todos os casos fol observado a presenca de um om-
bro com tendencia a formar um pico em 260 nm, porém este desloca-
va-se¢ para 254,5 nm. Toi feito entao o estudo da formacao do com-
foi tratado com 1Q2 gerado no sistema.

Este composto, provavelmente, possul a mesma estrutura
amino-imino-propeno observada por Chio e Tappel (1969), e apresen
ta um pico de absorcao maxima em 254.,5 nm e nao em 257,5 nm, que
seria o esperado caso DNA houvesse sido precipitade sem sofrer al
teracao (Fig. 3.29, Fig. 3.30, Fig. 3.31). Observou-se inclusive,
em duas horas de reagao, uma absorgao de 0,08 em 325 nm, um pouco
maior que a observada por Reiss e col. (1972) e gue, sepgundeo es-

tes pesquisadores, corresponde a estrutura amino-iminc-propeno.
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Foi feito entdo a irradiacao de DNA de E.coll na pre-
senca de hematoporfirina. Ha evidéncias de que a hematoporfirina
exerce sua acao fotossensibilizante sobre células vivas atrTaves
da producao de oxigenio singlete (Weishaupt e col., 1976 ;  Moan
e col. 1979).

Observaram-se os mesmos resultados obtidos por Gutter
na ausencia e na presenca de hematoporfirina (fig. 3.29, Fig.
3.30 e Fig. 3.31). O DNA foi desnaturado antes de sofrer o pro-

cesso de irradiacie porque Gutter e col. observaram gue assim

os efeitos eram mais acentuados.

0 pico maximo de DNA de E.coli na ausencia de hemato-
porfirina ocorreu em 257,5 nm €, na presenca desta em 260 nm, ha
vendo um deslocamento de 2,5 nm; isto indica que possivelmente a
guanina foi destruida.

Chegou-se entao a conclusao de que, no tratamento de
DNA com 107 gerado enzimaticamente, ohservara-se a somatdria de
dois efeitos: a formacao da estrutura amino-imino-propenoc com
deslocamento do pico para 254,5 nm (antes de DNA ser isolado dos
constituintes do sistema, fica duas horas em contato com M.A.) e
o ataque de 1O2 sobre DNA destruindo possivelmente a guanina.

Observando-se mais atentamente as TFig. 3.29, Fig.3,30
e Fig. 3.31, verifica-se que a acentuagao do ombro faz-se na se-
guinte ordem: desnaturado ¢ depois tratade - sem sofrer desnaty
racao - tratado e depois desnaturado.

Isto provavelmente indique que a reagao 10? - guanina
deva ocorrer com maior probabilidade quando guanina estd numa po
sicao preferencial, que & adquirida quando DNA esta na forma de
dupla hélice. Em fita simples, além da reagao 102 - guanina ocor
rer com menor probabilidade, provavelmente a estrutura amino-imi
no-propeno ocorra mais facilmente, uma vez que nao ha pontes de

hidrogenio entre as duas fitas para serem rompidas.



Para melhor deteccao de gual base 102 estaria atacan-
do, utilizou-se a fluorescéncia do cation lantanideo Tb+3, que
apresenta dois picos miaximos caracteristicos em 488 e 545 nm 1o
espectro de emissao fluorescente:; usou-se este artificio porque
a fluorescencia de acidos nucleicos e purinas, pirimidinas e nu-
cleosideos na investigacgio de suas propriedades biologicas, tem
sido quase limitada (Ringer ¢ col., 1978}, Isto acontece porgue
dentro de um pll fisiologico (intervale de 5 a 9), e em temperatu
ra ambiente, os elétrons excitados de adcidos nucleicos em solu-
¢ao aquosa seguem um passo de decaimento nao radiativo rapido pa
ra seus estados fundamentais e ndo emitem niveis significativa-
mentes de fluorescencia {(Udenfriend e Zaltzman, 1962:; Borrensen,
1963) .

3 excitado em 290 nm € aumenta-

-~ . -
A fluorescencia de Tb
da quando complexade com DNA ou RNA, comparando-se com a {fluores
~ . 3 : .
cencia gerada sozinha por Tb em 10 uM. Estudando-se o aumento
. a a3 . . ‘
da fluorescencia de Tb ao nivel de nucleotideos (uma vez gue
nem guanosina nem desoxiguanosina aumentam a fluorescencia do
o T3 . - . -
I'b ), encontrou-se gque guanina nucleotideo aumenta a fluorescen

cia de "> trezentas vezes ou mais que adenina, uracila, citosi
na e timina nucleotideo (Ringer e col., 1978; Formoso, 1973).

Portanto, o aumento de fluorescencia de Tb+3 parece
ser uma prova segura para detectar residuos guanina em acidos nu
cleicos.

No trabatho de 'I"i,)-i-?‘ complexado com DNA nativo houve au
mento de sua fluorescencia, indicando que havia acorrido a complie
XACao Th 3~ INA. Quando complexado com DNA tratado no sistema (sob
o efeito de oxigenio singlete gerado enzimaticamente) diminuiu a
intensidade de {luorescencia, mas ainda era malor que com DNA na-

tivo. Isto implica que parte da guanina nucleotideo foi destruida

diminuindo a concentracao do complexo Tb+3wDNA {Fig. 3.32).



4.4, Oxigenio Singlete e proteinas

As enzimas expostas a luz visivel, na presenga de oxi-
genio ¢ um corante sensibilizador, perde atividade catalitica de-
vido a foto-oxidacido de residuos de aminoacidos susceptiveis in-
cluindo histidina, triptofano, tirosina, metionina e cisteina
(Spikes, 1968 ; Spikes e Livingston, 1969).

A perda da atividade enzimatica durante o tratamento fo
todinamico pode ocorrer nao somente por alteragao quimica de ca-
deias laterais de aminodcidos localizados no sitio ativo da enzi-

ma, mas também pela destruicao de vesiducs de aminoacidos  essen

ciais para a manutencio da conformagao nativa (Hopkins e Spikes
1970) .

Neste trabalho, a lisozima fol tratada na presenga de
oxigenio singlete gerado enzimaticamente no sistema M.A./Mn+2/HRP/
0, obtendo-se, por analise de aminodcidos, que houve perda de trip
tofano e metionina, nada ocorrendo com histidina ou com 0s outros
aminoacidos analisados (Tab., 3.3 ). Houve total perda de ativida-
de, indicando que, possivelmente os triptofanos atingldos estavam
no sitio ativo da enzima, ou entido cocorreu mudanga conformacional
da mesma (pois metionina também sofreu acao de oxigenio singlete);
& também possivel que a perda da atividade catalitica se deva a
ambos os efeltos.

4.5. Conclusoes Gerais

0 Malonaldeido oxidado por 0, na presenga de HRP gera
oxigenio singlete, possivelmente no estado(lﬂg lAg)e este por sua
vez pode causar danos em DNA e proteinas in vitro.

In vivo tem~se verificado que M.A. inicia carcinogene-

se de pele em ratos {Mukal e Goldstein, 1976). O padrao de mutage
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nicidade especifica demonstrado por M.A., ¢ semelhante a ativida-
de mutagenica de Mitomicina C, um antibiotico bifuncional e que
é um agente de reticulacao em DNA (Mukai e Goldestein, 1976) .

Propde-se entdo que mutagenese e carcinogenese causada

por M.A., um produto da peroxidagao lipfdica, possa ser devido a

somatoria de dois efeitos: reticulacao dos grupos amino de DNA,

presumivelmente através da formacao de bases de Schiff (Brooks e

Klamerth, 1968: Reiss e col., 1972) e acao de oxigenio singlete

{IAg 1Ag)sobre as bases do DNA e proteinas que se encontram nas

células.

, 0 .

umososﬁ;wsmwmxms et e M. A,
al 02 ; MODIFICAGDES NO
U——— C)z R ,
ENZIMA .~ DNA E PROTEINAS

CARCINOGENESE

M.A. E MUTAGENESE

b} DNA FORMACAO DA
_——n—n‘wwwm% po—
BASE DE SCHIFF

_ ESQUEMA 8.1 _
CARCINOGENESE E MUTAGENESE DO M.A,

Possivelmente, o passo a (Esquema 4.1) seja mals rapi

do dad . . o - . 1 .
o dado que, in vitro a producao maxima de 0, ocorre aproximada
mente em dois minutos, enquanto que no passo b, a formagao da ba
se de Schiff foi detectada com um tempo de duas horas de incuba-

gao de M.A.-DNA,

2




CAPTTULO 5



5. APENDICES

5.1. Apendice 1 (Turvo, 1967)

5.1.1. Calcule de T (tempo de meia vida da espécie excita

da
Processo Velocidade
H 4

Absorgao D, + R R L I, (Einstein/1lxseg)
. . o~ * k E‘ . "y T
Emissao y; e DO + hv kl D7

- . K, U
Aniquilagdo D" +A  ————s D + A¥ k, [b+] [AO]
Desativacgao D ————» D_ + calor ko [D*]
dp*] o o )

- - (% * N 1 N

" L= (kg [0*] + k, [D¥][a ] + ky [D*])

num estado estacionario

L= (ky + k, fAOJ + k) | D*|

a |

Sendo @ _ a eficiéncia quantica para emissao de D¥, na ausencia de
A
k, [D* k.
p LD

@O = - - - e ';‘ £
ky [D*] + ko [D*| ky + k

¢, a eficiéncia quantica para emissao de D*, na presenca de A.

ky ID* | k,
b= e e — = e
ky[D*] = 3, [Drifa ]+ k(D] ky + kz[AOJ + k

3
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2 .
fazendo-se — , cbtem-se
A
-
Py Ktk Al kg kg kg ok ‘A
o

QA L] b kg kl + kS k1 + k3
2 S _ _
— =1+ k, 1 Al Equagdo de Stern-Volmer (Equacdo 5.1)
@A

onde t©, tempo que uma fragao de moléculas num estado excitado leva para

decair 1/e do valor inicial

1
in ——- = "(kl + RB)T
e
1
"‘[" = e s A A
ky * kg
Tragando-se um grafico de @O/QA em funcgao de [AO] ob~

tém-se uma reta com intercessao em ¢0/¢A de 1 com inclinacao igual
a RZT. "

Neste trabalho, analogamente, @O/GA foi substituido por
Ig/IQ onde T & a intensidade maxima de emissdo na auséncia de

um inibidor e EQ é a intensidade maxima de emissao na presencga de

um inibidor.

inclinagao = sz

inclinagao

K

, onde k, € a constante de inibigao.
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o]
FI6. 5. 1- ANALISE STERN-VOLMER PARA
INIBIDORES DE ESPECIE EXCITADA

5.1.2. Calculo de B (concentracio do supressor que inibe me

tade da concentracao da espécie emissiva)

Tomando~se a equacao de Stern-Volmer

Considere que LAoj]/Z como a concentracao de A que

reduz @0 para a metade de seu valor inicial (ou o valor de #).

7, 1 | o
-;»« = . = 1 + I<2 T LAo-ll/Z
A
1

A 1y ,, = =

o' 1/2 K,

1

Ve . y
: K ot (Equagao 5.2)
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6 & o inverso da inclinacdo da reta obtida pelo grafico Stern-Vol-

mer. Ou entdao, pelo método duplo-reciproco:

K . Kq

¢G o QA - i
ky + kg ky o+ kg DAL+ Ky
g kq
ho - B, - : :
ky + kg kg ok QAL+ Ky
. g kg g Tl kg = k(R s k)
A _ m

© (kg *+ ko) (kg + k(A ] + Ky)

1 (ky k<) (kl + kzF_AAO_‘j + k)

B, - 9, kl(k1+k2{AO] v ko) - kg(ky ot ko)

(ky o+ kg) (kg + kz[ﬁo1 + ko)

kl[(k1+~k2[A;1+ ko) - (klﬂnk3}]

O k) (g KA+ kg

ky o« kylA ]
K2 s k. k(A ]+ 2ky ko vk, Ko (A ]+ K2
_ 1 1 "2t 1 03 2 Sk 3
Ky kzL_AOJ
k k 1 2k 1 k2 i
;;14__".'2 + m}i — 3 -t 5
k, k, |A0] k, [A ] kg Kk, LA
?
k k 2k k 1
= ]+ wé + (m}m + 5 + 5 —
kq k. k, kK, A,
k ki + 2k, kg o+ AT
= 1 4+ D+ [ 3)
Ky Ky Ky [A]
1 k§ (kg + k° 1

!
L]
—
k4
i
’ £
|
+
—~
Ry
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Neste trabalho, analogamente, I/QOWQA foi substituido

por l/IO“IQ.

(k. + k)7
: . ~ 1 3
inclinacgao =
ki X
k k., + k
intercessao = 1 + s L3
Ky ky

fazendo-se inclinagho/intercessao, obtém-se

|
(el
FIG. 5.2- ANALISE DUPLO*REQiPROCO PARA
INIBIDORES Db ESPECIE EXCITADA

(Equagao 5.3)



5.2. Apendice Z {lLehninger, 1970)

5.2.1. Bouacao de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk

Equacao de Michaelis-Menten

Kq
B o4 § oo IS (1)
K,
ka3
ES e B+ P (2)
“4

E = enzima; S = substrato; ES = complexo enzima-substrato; kl,kz,
kg,k4, constantes de velocidades especificas para as reacbes de-

signadas.

d[ES]

= ky (el - [ES] [8]) (3)
dt

onde d[ES]|/dt € a velocidade de formagao de ES a partir de E + S;
[E] € a concentracgao total da enzima (enzima livre + enzima combi
nada) , [ES| concentracao do complexo enzima-substrato, [E]|-[ES]re
presenta a concentracao da enzima livre ou nio combinada, [S] & a
concentracao do substrato que € maior que [E| (a quantidade de S
ligado a E € desprezivel quando comparavel a S).

A velocidade de formagao de BS a partir de E+P € muito

pequena, e portanto, desprezivel.

dlES]

- ~ = k, [ES] + k. [ES] (4)

onde -d|ES]/dt ¢ a velocidade de quebra de ES.
Quando o sistema de reacdo estid num estado estaclondrio

com a concentracac de ES permanecendo constante.
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1y [s] o=k, [ES] o+ kg [BS] (5)

ky C[E] - [ES

Rearranjando a expressao tem-se

[s] ([E] - [ES]) K, + kg )
= = = K (6)
[ES ] kq

onde Km,é chamada de constante de Michaelis-Menten.

A concentragao no estado estacionario do complexo ES &

51k

Tl -

[ES1K, = [S

E]
T (7)

Uma vez que a velocidade inicial v de uma reagao enzimi

tica & propoercional @ concentracao do complexo ES, pode-se escre

ver

v =k, [ES] (8)

Quando a concentracao de substrato € tao alta que, es-

sencialmente, toda a enzima no sistema esta presente como comple-

xo ES, alcanca-se a velocidade maxima Vm§x'

L] (9)

Substituindo-se o valor de [BS| da equagdo {7) na equa

cao {8) tem-se:




[s] k]

v o= ](3 M (10)
K+ [S]
m -
dividindo-se a equagao (10) pela (9) tem-se
) (st [x]
3 ey
v Ky + S
- — - . e
I B
Xmax kﬁ E]
max 5] , - ) . _ -
v o= n-——1wT Equagao de Michaelis~Menten (Bquacao 5.4)
K.+ |8
m - e

A equagao de Michaelis-Menten define a relacio quantita
tiva entre a velocidade de reacdo da enzima Vv e a concentracao do
substrato (S| se Vmﬁx e Km sao conhecidos.

1

Se v = o V . tem~se que
5 max’ 4

v ;
Vinax _ A

2 K, + [S]

max Kl

§

dividindo~se por V_-_ obtém-se:

max
1 [S]
2 K+ [S]
i)
Koo+ (8] =2 [5]

Portanto. K €& igual @ concentracgio do substrato quando

a velocidade de reacao da enzima € metade da velocidade maxima:as

. - - . -1
dimensoes de Km sa0 neles litro ~.



Kpa SUBSTRATO

FIG 5. 3 - EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO
SOBRE A VELOCIDADE DE uma REACAO
CATALIZADA POR ENZIMA { Lehninger, I970)

5.2.2. Equacao de Lineweaver-Burk

E uma das transformacoes da equacao de Michaelis-

Menten.
Toma-se o reciproco de equagdo de Michaelis-Menten.
v - [s]
_ max -
v = - ,
Ky *+ [S]
! - m + (5]
r -
v Vaix [
1 K [S]
_ . &
v max 5] mix S]
! m 1 1
= X e + Equacao de Lineweaver-Burk
v max (5] max

e

(Equacao 5 .5)



_L. [inclinagBo: Km
Yo Vina

FIG. 5.4 - UM GRAFICO DUPLO~RECIPROCO
( Lehninger, 1970)

5.3. Apendice 3 (Robinson e Cooper, 1970)

5.3.1. Calculo da velocidade de consumo de oxigénioc

A concentracao inicial de oxigenio no meio reacio-

nal apos 10 segundos de reagao foi de 200 nmoles/ml (Robinson €
]

Cooper, 1970) e a partir disto, foram calculadas as velocidades de

consumo de oxigenio através da relacao:

200 amoles Oz/m]/lﬂ SEE 3 100% de consumo de 02

W >
200 nmoles OZ/ml/lO seg

W= Xy

100% -

onde y € a porcentagem de consumo de O2 obtidos pela curva de con

sumo de 0, e w € a velocidade de consumo de 0,
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