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RESUMO

Foi estudado o efeito de oxigenio singlete
1 1

( &g 0,) na atividade catalitica de xantina-oxidase,
gerado por: a) processos fotodimamicos, usando azul
de metileno e Eosina como sensibilizadores e b) pro-
cessos biovenergiaados, usando o sistema acido folico
/HRP/gZutationa/cataZase/Mn+2/02.

Comprovou—~se que zantina-ozxidase pode ser
facilmente inativada por oxigenio singlete produzido
através de ambos processos. No caso de aaul de meti-—
leno, além de oxigénio singlete, se tem também a pro
dugao de OH', HoO, e Og , espéetes ativas de oxigenio
detectadas por supressores especificos e igualmente
responsaveis pela inativagdo enzimatica. Tal evento,
nao ocorre em presenga de Eosina, produzindo especi-—
ficamente oxigénio singlete. Sendo assim, esse sensi
bilisador & um bom modelo para sistemas enzimaticos
geradores especificos de oxigenio singlete.

Yantina-oxidase foi também inativada por o-—
xigenio singlete, produzido através do sistema enzi-
matico aeido folico.

Comprovou—~se também que esta enzima atua co
mo inibidor competitivo frente a histidina, um conhe
eido supressor de oxigénio singlete, utilizando-se

téenicas de estado estacionario através da emissao fo

tontca do sistema MaZonaZdeido/HRP/Mn+2/02.



ABSTRACT

The singlet oxygen (1 %102) effeet on Xanthine-—
oxidase activity generated by: a) photodynamic processes,
using methylene blue and eosin as sensitizer and bJ] bio-
energized processes, using the foliec acid/HRP/glutathione/
catalase/Mn+2/02 system was studied.

Xanthine-oxidase can be inactivated eastily by
3inglef oxygen by both processes. Methylene blue generates
OH", H,0, and 0; besides singlet oxygen. They were detect
ed by the proper quenchers and traps, and they are also
responsable for Xanthine-oxidase inactivation. Eosin pro-
duces at the same condition specifically singlet oxygen ,
so this sensitizer is a good model for the enszymatic system
wkich.generates only singlet oxygen.

Yanthine-oxidase also was inactivated byrsinglet
oxygen generated by folie acid system. It.was Found that
Xanthine—oxidase acts as a competitive tnhibitor with
histidine,which is a singlet oxygen quencher,follouwing
the steady state method through the photon emission from

the maZonaidehyde/ﬂﬁ?/ﬂn+2/02 system.
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I — APRESENTACAC

Os processos de cancer, suas implicagaes, suas
causas, tén sido extensivamente estudados por pesguisado-
res do mundo inteiro. VArios experimentos foram e sao rea
l1izados na tentativa de se poder, sendo combaté@-los ainda,
no minimo, entendé-los melhor,

Xantina—-oxidase, uma flavoproteina complexa, a
presenta baixa atividade nesses processos(l-7).

Sabe~se(8) que ela catalisa a oxidagao de Pte-
rin-6-aldeido a Pterin-6-icido. Em condigoes normais, a
concentragéo de Pterin-6-aldeido(um dos produtos da degra
dacgao do dcido £6lico) & minima, porém em casos de cancer,
ela se apresenta bastante elevada{9). No processo de gera
cao déste composto, € gerado concomitantemente, oxigénio
singlete(10), espécie altamente reativa frente a protei.-
nas(11}.

0 que se estudard entado, €& a relagao entre a
baixa atividade de xantina-oxidase e a produgao de oxigé-
nio singlete.

Em virtude do grande nimero de espécies ativas
de oxigénio e sistemas envolvidos neste estudo, torna -se
necessaric introduzir alguns conceitos basicos e fazer uma

breve revisao do gue tem sido feito neste sentido.



I.1 — XANTINA-CXIDASE

Xantina-Oxidase (X-0) & uma metaloflavoproteina
de peso molecular ao xedor de 300.000. Esta enzima pode
ser encontrada em diversos tecidos de mamiferos, aves, bac
tdrias e no fluido corporal de cobras quentes(l2). £ ex -
tremamente adequada para a catalise de reagoes oxidativas
pois contém 4 sitios ativos de oxi-redugdo : Molibdénio ,
Flavina Adenina dinuclecotideo(FAD) e um par de centros do

tipo ferredoxina (Fe,S,) (13) (Esquema 1}.

- FAD

- Fe/S(I)
- Fe/S{II)
B MDVI

- 5-5

Esquemna 1

Dois desses sitios sao bem conheclidos e seus pa
péis, no minimo em algumas reacoes cataliticas da enzima,
parecem razoavelmente claros. O funcionanento do sitio de
Molibdénio & dependante de um grupo perssulfito proxino
intacto, enquanto que as propriedades do sitio de flavina,
:parecem depender da presenga ou auséncia de um grupo ti®l
proximo 34 ).

X-0 tem um papel importante entre metaloflavo -

proteinas pois catalisa uma reagao GUnica de hidroxilagao



oxidativa do substrato, na gqual o atomo de oxigénio incox
porado ao produto, provém da Agua e ndo do oxigénio do ar
(15) -

Esta particularidade & atribuida & presenga de
Mo nesta enzima pois sabe-se que a hidroxilagao do subs -
trato ocorre neste centro (15).

X-0 pode oxidar uma grande variedade de substra
tos tais como compostos heterociclicos contenda nitrogén&
o bem como aldeidos alifiticos e aromdticos(@6).

Muitos experimentos foram realizados em relacao
a falta de especificidade de X—0 com respelto a seus subs
tratos( 16~18). Todas essas pesquisas concluem que as reg
coes de X~0 sao em geral, particularmente sensiveis a ini

bigio por excesso de substrato.

T.2 — INITBIDORES

Partindo-se do ponto que a hidroxilagao do subs
trato ocorre no centro de Mo, o grupo de inibidores de -
X-0 inclui substratos anilogos gue praduzen inibigaoc com-
petitiva e reagentes que sofrenm algums tipo de interacao
com o centro de Mo(19}).

De um modo geral, ndo hi uma distingdao muito ri
gida entre um inibidor da enzima e um reagente que a modi
fique guimicamente. Entre o0s inibidores particularmente
potentes situam-se : 2mamino-4whidroxi~pteridina~Gmaldain
do(Pterin-aldeido) (8 ), purina-6-aldeido(20)e alopurinol

(21), sendo este Gltimo utilizado clinicamente no trata -




mento de hiperuricemia associada com gota(22) . X-0 pode
tamb&m ser inibida por cianeto(23), arsenito(24). metanol
(25) , Ions cobre(26), formaldeido(27) entre outros.

A inibicac exercida por cianeto é considerada 2
tipica quando comparada com outras enzimas, onde ele exexr
ce seu efeito inibidor de maneira rapida. No caso de X-0O,
cianeto deve ser incubado com a enzima por um periodo mi-
nimo de 1 hora a 379C e, uma vez efetivada, essa inibigao
& irreversivel. Deésa forma, a enzima & inativada, pexrden
do portanto seu poder catalitico(23). O ﬁesmo tipo de a-
cao & exercido por fons cobre, ressaltando-se agui que O
fon cut & um inativador mais potente que o Ion Cu2+£26§.
Oz outros inibidores, em suva grande maioria, exercem sSeu
efeitq de maneira rapida e reversivel,

E importante se destacar que, ©3 efeitos desses
inibidores na atividade enzimatica, foram observados so0 -
mente in vitro. Pterin-aldeido, p.ex., nac se mostrou efe
tivo quando injetado em galinhas com alta atividade de
¥-0 no figado(28). Segundo De Renzo(29), © nivel de X~ O
em tecidos pode ser diminuido por uma das seqguintes manel
ras : omizsac simples ou miltipla de Riboflavina, Mo Fa
ou proteina da dieta.

Resultados positivos de inibigao in vive foram
obtidos por Sweidsein e col.{30) ,utilizando altos niveis
de cloranfenicol ; por Annau e col.(31), estudando ratos
apds a ingestao do inseticida Aldrin e também recentemen-

te, poxr Ds Renzo e col.(29), utilizando tungstato.




I.3 — MECANISMO DE ACAO

Varias pesquisas foram feitas na tentativa de
se explicar o mecanismo preciso de acao catalitica de X-0O.
Uma wvariedade de técnicas tais como susceptibllidade mag-
nética(32), espectroscopia de absorgao(33), ressonancia
de spin eletronico(e.s.r.)(34), espectrofotometria "stopped
flow" (17), andlise cindética de estado estaciondrio(l7).,
dicroismo circular(35) e recentemente espectroscopia de
absorcio de Raio-X(36) foram empregadas na investigagao da
estrutura e da sequéncia de transferéncia de elétrons em
X=-0.

O prohlema central nesses estudos, parece ser O
niimero e a natureza de sitios disponiveis na enzima para
interaééo com os substratos. Existem discussoes ainda, a
respeito de possiveis sitios adicionais, embora nac tenha
mos até o momento, gualguer firme evidéncia sobre sua e-
xisténcia.

Parece nic haver dlividas de que ambos os sitios
de Mo e FAD sejam disponiveis para interagao com acepto -
res. Apesar disso, varxrias pésquisas foram feitas no senti
do de se elucidar a natureza e comportamento desses siti-
os na oxidagao do substrato.

Olson e col . {34) propuseran um modelo para O me
canismo de acao de X—O(Esguema 2). Neste mecanismo, O pers
sulfito inicia a catiAlise por ataque nucleofilico no Cg
do substrato Xantina, seguido por hidrdlise do intermedia
rio covalehte, dando Acido Grido e enzima reduzida por 2

elétrons.
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Nessa mesma época, Edmondson e col.(l7) investi
garam a seguéncia de transferéncia de elétrons no mecanis
mo catalitico da enzima, estabelecendo que Mo & o aceptor
.eletx6nico inicial, com subseguente transferencia para
FAD e Fe/S8. 0 centro de Mo foi tambénm investigado por
Bordas e col.(36), utilizando absorgac de Ralo-X e por
Malthouse e col.{(37) e Bray e col.(38), utilizando téceni~
cas de e.85.1r..

Apesar de tudo, o mecanismo de agéo de X-0 con-
tinua sendo objeto de estudo de varios pesquisadores 08
quais, buscam COm novas tdcnicas, a elucidagao desse com-

plaxo sistema metal-flavina-proteina(39-41).

T.4 — XANTINA-CXIDASE EH PROCESSOS CARGINOGENICOS

Sabe~se atualmente que, X-0 tem um importante

O

papel em processos carcinogénicos( 3-7 j. A extensao de
sua participacac em tais processos tem obijetivado o estu-
do de varios pesquisadores. Porém, 03 resultados obtidos
até o presente momento, sac de dificil interpretagao em
virtude do nﬁmero de condigaes a serem consideradas. Este
fato, & mostrado por Lewin e col.{ 3} em seus estudos so-
bre a atividade de X-0 durante carcinogénese em mama de
ratos. Uma das dificuldades na interpretagao dos resulta-
dos, sequndo esses pesquisadores, reside no fato de gue a
atividade medida pelo ensaio enzimatico <n pitro nao ne -
cessariamente reflete a atividade bicldgica dentro de cé-

Jula intacta desde gue, fatores limitantes como concentra



cao do substrato, natureza e concentracdo de ativadores e
inibidores in vive nao sao bem conhecidos. Apesar de care
cer de uma definicao mais contundente, 0s ;:esultados emn
linhas gerais, indicam um decréscimo progressivo na ativi
dade de X~0 durante carcinogénese em mama de rato com fa—
tor leite.

Westerfeld e col.( 4) realizaram uma série de
estudos sobre X~0 a partir da acgdo carcinogénica de p—di-
metil-amino-azobenzeno. Deve existir, segundo os pesguisa
dores, uma acao sinergética entre este compbsto e uma de-
fici&ncia nutricional, a fim de que ele ?ossa agir como
um potente carcinogénico. As deficiéncias de proteina e
Riboflavina, dois importantes fatores nutricionais relaci
onados Ccom esse Processo, s3ao os mesmos fatores implica -
dos nc; esgotamento de X-0 do figado. Os mesmos resultados
foram obtidos por Reid e Lewin{(42).

Esta relacdo & importante pois X-0 & a inica en
zima envolvida no metabolismo de nucleotideos em figado
de rato, gue & significativamente afetada por uma dieta
de baixa proteina(4 ).

contudo, os resultados obtidos, nao confirmam
de todo a hipdtese de uma relagao entre X-O e a produgao
de cancer, em virtude dos varios tipos de comportamento a
presentados por todos os ratos estudados. Este fato, Ile-
‘vou os autores a concluirem gue o esgotamento de X-0 no
figado pela combinagdo dieta-corante, pode ser O efeito
primdrio gue permite a iniciacao do processo carcinogs&ni~

CG.



1.5 — XANTINA-OXIDASE E DESINTOXTCAGAO

X-0 pode tambeém estar envolvida num mecanismo de
defesa natural. Este fato foi observado por Tubaro e col.
(43) em seus experimentos com figado de rato inoculado
com céalulas de carcinoma de Erlich, ou infectado com bac-
térias ou protozoirios. A possibilidade de seu envolvimen
to num mecanisme de defesa natural fol aventada em virtu-
de da magnitude do aumento de sua atividade em leucdcitos
polimorfonucleares e macrbéfagos, que tém importancia du -
rante infeccac bactexriana e resisténcia a tumores respec-—
tivamente. Essa hipStese baseou-se no fato de que X-0 exd
gena administrada subcutineamente a ratcs com infecgoes
bacterianas resultaram num aumento do tempo de sobrevivén
cia.

0 papel desintoxicante de X-0O & considerado tam-
bém por Rajagopalan (19), e ele o faz com reservas pois,a
deficidneia desta enzima em humanos,Chamada xantiniria, &
aparentemente benigna, desde qgue individuos deficientes ,
sic fisica e mentalmente sadios. Porém, sabe-se que com =
pestos nitro-orginicos, p.ex. nitrosaminas, sao converti-
dos a derivados hidroxiaminos por esta enzima(l1g), uma re
agéio que poderia minimizar consideravelmente a formagao
de derivados nitrosos, podendo entdo ser incluida na clas
se de reacao de desintoxicagao.

Estd claro aqui, o papel arbiguo desta enzima.
Ao mesme tempo em gue apresenta uma ampla faixa de espeel
ficidade em relacido ao substrato, o que a torna candidata

en potencial para sistemas desintoxicantes, a X-0 interage



com substratos produzindo espécies ativadas de oxigenio ,
entre as quais situa—se oxigénio singlete, possivel enti-
dade envolvida em processos carcinogénicos (44,45} .

Esta Gltima observacac despertou nosso interesse
e nos levou a pesquisar a infludncia desta espécie ativa
de oxigénio sobre X-O, j& que ambas as entidades, estao
envolvidas em processos carcinogénicos.

Para melhor situar o problema, & preciso que se
compreenda primeiramente O funcionamento dos processos Jue

nos permitem gerar oxigénio singlete, bem como algumas pe-

culiaridades desta espécie.

IT - PROCESSOS FOTODINAMICOS

4+

Os efeitos bioldgices da agao fotodinamica foram
observados en praticamente t+odas as classes de organismos.
Egstes efeitos incluem danos de membranaf(d4é}, mutacoes (47}
hemdlise de eritrécitos humanes (48) e muitos outros pro -~
cessos gue interferem no nosso metabolismo e reprodugac ,
podendo atd serem letais{4%).

A foto-oxidacio de alguns constituintes da cé€lu-
la, D.ex. amino-acidos (50), parece sexr a causa das lesoes.
A inativacao de muitas enzimas, & causada pela destruigao
de amino-acidos essenciais ao seu gftio ativo, ou por da-
nos gque acarretem a perda de sua estabilidade conformacio
nal{49).

0s pProcessos fotodinamicos, na maioria dos Ccasos,

requerem a presenga de oxigénio e um sensibilizador,sendo




-1l.

o estado triplete deste tltimo, considerado responsavel
pela iniciagao da reacao(5l).

De um modo geral, as reagoes foto-sensibilizadas
diferem das reacoes fotoquimicas diretas. No primeirc ca-
so, temos transferéncia de energia onde d foto-sensibili-
zador atua como doador e a molécula reagente como aceptor,
ao passo que, no segundo caso, a luz & absorvida direta -
mente pela molécula reagente(52).

Esta classe de reacgdes tem sido extensivamente
estudada por diversos pesquisadores, com um interesse mai

or, concentrado em suas implicagdes bioldgicas.

IT.l ~ MECANISMO DE FOTO-SEUSIBILIZAGAO

+

Os sensibilizadores mais efetivos, sao aqueles
gue possuem unm estado triplete de vida longa e num alto
rendimento gquintico de producgac. A maioria destes compos—
tos, absorvem luz visivel ou UV-proximo, de.talrmodo que
estes comprimentos de onda sa0 os mais efetivos para oxi-
dacbes foto-sensibilizadas.

Os processos foto-sensibilizados, podem ser aivi
didos nos seguintes passos : ) formagao de estados exci-
tados do sensibilizador ; B) reagées subsequentes do sen-—
sibilizador excitado e C) reagles subsequentes de radicais
secundarios formando produtos e outros intermedidrios.

Este mecanismo se forna bastante complexo se sao
avaliadas todas as possiveis espécies produzidas em cada

passo. Por esse motivo, damos agui, um esquema simplifica
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do o suficiente para gue se posSsa entender suas bases fun
damentais. O mesmo mecanismo pode ser encontrado em mais

detalhes no artigo de Foote(49) .

Sens ;1Sens
lSens ;3Sens

3 3 1

Sens + 02 — p’sens + 0, ( transf. de energia)

3 3 T
Sens + O2 g SRS T T ¢

el

Sens + Substrato — Reagbes (transf. de H ou de e )
Esgquema 3

‘ Para distinguir se num determinado processo de fo
ro-sensibilizagao ocorre um ou outro tipo de transferéncia
5 nécessiario usar sSupresscres especificos para cada espé-
cie. Este tdpico serd analisado mais detalhadamente no ég
tudo de espécies ativas de oxigénio. £ importante que S
tenha em mente gque O Processo de fotOwsensibilizagéo en-
volve um esquema mais complexc do que aguele demonstrado
no esguema 3, DOrsm sua anAlise detalhada, foge aos obije~-
tivos desta tese.

Através do esquema 3, observa-se que a producac
de oxigénio singlete & atingida por transferéncia de enexr
gia de um sensibilizador no estado triplete adequado para
o oxigénio molecular no estado fundamental triplete. Des-
+ta manelra, © sensibilizador adequado, devera possulir uma
energia triplete maio; que 23 kcal/mol, energia requerida
para excitar © oxigénio no estado fundamental para oxigé&=

nio singlete.

(transf. de elétrons)
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Mas, qual a import3ncia dessa espécie ativa de
oxigénio ? Como & gexada e quais as suas implicagoes bio
18gicas ?

Para que possamos encontrar respostas a essas e
outras perguntas que possam eventualmente surgir, dare -

mos agora, uma breve descricdo sobre essa espécie.

ITT - OXIGERNIO SINGLETE

Oxigénio singlete tem despertado o interesse de
varios pesquisadores devido a sua reatividade em muitos
sistemas quimicos e bioldgicos.

' Ele pode ser gerado facilmente por descarga de
micro-onda(53), por reacao de perdxido de hidrogénio com
hipocloritos metdlicos(54), por reagao de atomos de hi -
drogénio com oxigénio molecular através de foto-ioniza -
¢ao(55) , por excitagao direta de oxigénio a alta pressao
por laser(56), por irradiagac foto-sensibilizada(49),por
reagoes enzimaticas (57,58 ) e também € encontrado na at-
mosfera, gerado por radiagée solar que sensibiliza os po
luentes atmosféricos comuns{59) .

De um ponto de vista bioldgico, existem fortes
evidéncias de gue oS sistemas vivos tém mecanismos para
protecao de moléculas tais como lipidios e acidos nuclei
cos, gue poderiam de outra maneira serem danificados por
oxigénio singlete exdgeno{60).

A presenca de oxigénio singlete em sistemas big
1dgicos, deu origem a novas teorias sobre carcinocgénese

( 44,61 ).
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0 numero real de processés bioguimicos, normais
e patoldgicos, gue envolvenm oxigénio singlete de uma ma-
neitra ou de outra, & provavelmente maior do que 0s pre -
sentemente suspeitos, pois ele poée ser produzido tanto
dentro quanto fora do meio-ambiente celular por uma varie

dade de mecanisnos{ 59,

ITT.l - NATUREZA DO OXIGENIO SINGLETE

De modo a entender a diferencga entre oxigénio
singlete e oxigénio normal, apresentamos uma breve dis -

cussao sobre a estrutura eletrdonica desta molécula.

]

Energia acima do Ceupagao do
Estado SZimbolo estado fundamental  Orbital
29 Est. exc. 12; 37 Keal 4
1
1¢ Est. exc. fa 22 Keal ;HT ——
9

) 3. - 1

Est. fundamental Eg 0 Keal .

0s dois elé&trons de maior energia no 02 estao dis
tribuldos entre dois orbitais moleculares 1 degenerados
{(energeticamente eguivalentes). Se ambos 0S5 elétrons es -
£30 no mesmo orbital, seu momento angular deve estar na
mesma direcdo (estado A ), e seus spins devenm Ser OpOs -
tos (emparelhados) ; esta ultime ohservacgac & denotada pe-
lo indice 1, tal gque este estado da rnolécula seja descri-

. 1
to espectroscopicamente como "A .
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Se o0s elétrons estao em orbitais diferentes ,
seus momentos angulares sao opostos ( estado L)e seus
spins podem ser opostos (12 ) ou paralelos (desemparelha-
dos, %I).

De uma representacao de orbital molecular, pode-
se antecipar a priori, gue o estado 12 de mailor energia
poderia exibir propriedades de radical livre como as ob-
servadas para o estado fundamental, gue temn uma distribul
¢ao eletrdnica similar. Em contraste, o estado Iy de me -
noy energia, se comportaria de uma maneira gquimicamente

gimilar ao etileno, possulndo um carater cletrofilico(22).

TTL.2 - REACOES COM OXIGENIO SINGLETE

TIT.2.a -~ Reagdes de foto—oxigenagdo

Foote (62}, estudando a quinica de oxigénio single
te molecular, gerado pela reacio de perdxidc de hidrogéni
o com hipocloritos metdlicos, observou que ela & idéntica
Aquela do intermedidrio reativo na oxigenagao de olefinas
e dienos foto-sensibilizada por corantes. As técnicas uti
lizadas para comparacac das duas reagoes, incluen estudos
detalhados de estereoseletividade com uma variedade de a-
ceptores, reatividades relativas dos aceptores, e efeitos
de substituintes sobre o produto e a velocidade de reagao.

Revisando os experimentos com limoneno, obteve a

través de foto-oxigenacao todos o0s seis possiveis produtos.



A oxigenagao de limoneno com OCJ."/HZO2 deu uma

mistura idéntica de produtos.

IIT.2.b - Reagdes do tipo "ene' e diendfilo

Monroe(63), em seus estudos sobre constantes de
velocidade de adicio de oxigénio singlete a olefinas, ob-
servou que a constante de velocidade de adicao de oxigéni
o singlete aumenta com O numero de grupos alquil substitu
fdos na olefina e diminui a medida gque os grupos alquil
se tornam maiores.

Oxigénio singlete se adiciona a olefinas nac con
jugadas com hidrogénios alilicos formando hidroperdxidos
alilicos{a) e 4 hidrocarbonetos aromaticos, formando endo
perdxidos (B) (63).

H e~ HOO (lj__“
1
™~

\/

cC =C

+ O--@-»E-—C’/ (A)
2 P

™~
—

/

(B)
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I1T.2.c - Geratis

Além dessas reacgoes, podemos observar a participa
cao de oxigénio singlete em muitos outros sistemas quimi=-
cos. Os recentes desenvolvimentos incluem pesguisas sobre
efeitos foto-dindmicos utilizando Eosina(51,53,64,65 )} ou
MeB( 66,68), sensibilizadores mais utilizados ; tratamen-
to terapéutico de recém-nascidos ictéricos pela foto-oxi-
genagao de bilirrubina(gg) e estudos de possiveis efeitos
de modificacao de DNA utilizando riboflavina como sensibi
lizador provenientes deste tratamento terapéutico(7p0). A
vitamina E(71) tem uma das mais altas reatividades frente

a oxigénio singlete.

ITI.3 - DETEC(EO DE OXIGENTO SINGLETE

0 oxigénic singlete tem uma vida mé&dia natural re
lativamente longa para uma espécie eletronicamente excita
da. De acordo com Krinsky(72), o unico ensalo direto para
identificagac dé lozfﬁéonsisﬁe na medida de energia libara
da quando esta espécie decai para o estado fundamental, o
estado triplete 302. Porsm, adverte Khan(73), em sistemas
gue gexan l02 em pequenas guantidades ou num meio—ambien—
te onde ele & fortemente suprimido como em meio aguoso, a
deteccio através de sua emissao & quase impossivel.

De acordo com Khani{73}, somente a ﬁormagéo de pe

réxidos transanulares com hidrocarbonetos aromaticos é es

pecifico para lO2 como método guimico de detecgao.

(*)- Esta simbologia serd usada para identificer a espécie
- Ll = = - - ke 1! 7,«.
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A presenca de 102 num sistema pode também ser
detectada através do ﬁso de supressores especificos. Ami-
nas {63) sao supressores‘bem conhecidos, assim como Histi-
dina(74), guanosina(s3), metionina(45), triptofano(75) e
bilirrubina(76).

Alguns experimentos mostram ﬁue B —caroteno su-
prime l02 gerado por foto-sensibilizagac ou produzido a
partir de uma reagéo gquinica(70). Evidéncias recentes,mos
tram que a velocidade de supressao de 102 por carotendi -
des, depende do comprimento da cadeia conjugada(77).

Azoteto( Ng ) também & um conhecido supressor
desta espécie. Este efeito, segundo Nilsson e col.(50),po
de ser obtido a uma concentragao baixa o suficiente de tal
maneira que nao afete o triplete do sensibilizador.

Além desses métodos, a analise de ?rodutos{53, 72,

73 ) e o emprego de técnicas de estado estaciondrio{ 78)
(Ver apéndice 1, pg.93 ), sao igualmente im@ortantes pa
ra detecgao de 102(62},

Devido ao efeito extraordinariamente grande s0
bre a meia-vida de 102, o uso de solventes deuterxados se
constitui num poderoso diagndstico para identificagao des
ta espécie. Essa observagaoc pode ser comprovada através
de varios trabalhos (50,53,66), nos quais ela & utilizada
como dado importante da presenga de 102 nos diversos sis-
temas estudados. Porém, como afirma Khan(73), as variagoes
introduzidas por solventes deuterados nao se constituem
em testes inequivocos da presencga de 102 . Na verdade, na
da se pode afirmar a respeito de um teste lsoladamente.is

observacoes feitas a partir de todos os experimentos, com
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supressores especificos e solventes deuterados, nos darao
entdo, as evidéncias de participagdo dessa espécie no sis

tema, e ainda assim, devem ser consideradas com reserva.

ITT.4 - OXIGENIO SINGLETE E CARCINOGENESE

Sabe-se que corantes foto-sensibilizantes podem
sensibilizar a destruicao oxidativa de &acidos nucleicos(53)
e enzimas(29,79,80). Além disso, muitos hidrocarbonetos po
i1icTclicos aromdticos carcinogénicos saoc reconhecidamente,
bons sensibilizadores(54). No modelo proposto por Khan e
Kasha(44), as regioes de densidade de carga sobre ¢ hidro-
carboneto policiclico determinam a ligagao inicial do hidro
carbéneto com 0 constituinte da célula. A poténcia carcino
génica da molécula depende entao da geragao subseguente de
oxigdnio singlete apds a excitacgao Optica do residuo de hi
drocarboneto aromdtico ligado. A excitagao dptica da molé-
cula residual a um estado excitado singlete & seguida por
um cruzamento entre sistemas a um estado triplete de maior
meia-vida, e a supressao do oxigénioc no estado triplete ,
gera oxigénio singlete por transferéencia de energia. Este
Gltimo entao, reage com o material celular tal come DNA
iniciando o processo carcinogénico.

Uma observacac importante nesse processo, é gue
as propriedades 6pticés do hidrocarboneto policiclico liga
do devem ser tais gue, a molécula residual ligada, continu
e a absorver luz natural (visivel ou ultra-violeta préximo).

Experimentos feitos por pDuran e Faljoni(45) nos

d%o indicagdes de um possivel importante papel de oxigénio
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singlete na carcinogénese de nitrosaminas.

Todas essas teorias porém, carecem ainda de mail-
or profundidade, 34 que se constituem num aspecto novo de
especulacoes sobre pProcessos carcinogénicos e como tal '

devem ser tratadas com cautela.

1IT.5 - ESPECIES ATIVAS DE OXIGENTO

Embora menos eficientemente (49) podemnos ohsexr -
var através ﬁc mecanismo de foto-sensibilizagao(pg.12 ) U
ma produgéo de anion superdxido (Og ) que pode ser atingi
da por transferéncia de elétrons do sensibilizador triple
te para oxigénio molecular. Esta espécie ativa de oxigéni
o] poée originar uma série de reacoes enm cadeia de radicais.
piversos experimentos( 81 -84 ) demonstram a presenga desta
espécie. |

A oxidacac de hipoxantina, xantina ou acetaldeido
por oxigénio molecular catalisada poxr X~0, produz Qg e
H,0, como intermediarios(85).

0Os experimsntos realizados por Arneson{86), sobxe
a luz emitida guando X-0 opera sobre seu substrato xantina
concluliram gue OE gerado por este sistema, era convertido

a 04" via ciclo de Tabar-Welss 3

‘:‘ + -

0, + H,0, + H —e 0, * H,O + OH BEg. 1

OH° + H.0. —— LH.O0 + OF + H Eq. 2
295 ) 2 q-
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Dessa forma, a reacao responsavel pela luminescén

cia neste sistema poderia ser :

+ OH® — e OH 4+ 0

b e |

A luminescéncia proveniente do sistema X-0 foi re
investigada por Puget = Michelson{87) e Hpdgscn e Fridovich
(88). No primeiro caso, estudou~se a oxidagao de luminol
por X-0 e no sequndo , estudou-se a oxidacao de acetaldeido
nelo mesmo sistema. Em ambos os casos, a emissao de luz
proveniente do sistema fol acompannada em tampao carbonato,

e saous efeitos estudados

O efeite carbonato sobrz a luminescéncia deste

sistema, nac fol estudado poxr Arneson{ g}, levando-o a4 GO
e s ]
cluir gue 0O, era & enticade re esmonshvel pela fraca lumi -

nescencia observada, apontando alnoaa 2 geyracao de Oi como
. e I 1
intermedifrio importante na produgao de “0,.
Esta observacao foi contestada tanto por Puget e

Michelson (87 guanto vpor Hodgson e Fridovich(88) que atra-

ns testes para deteccac de 102(72,74} . Com-

= 3 ]
su¥wvel sapel desta espécle na guimilumines

cdncia deste sistemaa deve ser reavaliado.

H

Ambos os trabalhos, apontam a espécie produzida
pela 4 imzrizacac de radicals carbonatc, como responsivel
direta pela emissao de luz deste sistenma.

Booed

De acordo com Hodgson e Fridovich({88), O

nroduzidos durinte &

acrobica de ¥-0, interagen para

gerar OH' o gual, pOTr sua vez, reage com carbonato produ-
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0, + Hy0, ——» OH + OH" o+ 0, Fqg. 4
OH® + COS" —— OH  + cog Eq. 5
2CO§ — s X ——— hV + produtos Eg. 6

2 supressao da gquimiluminescéncia proveniente do
sistema X~O/acetaldeido/bicarbonato, por derivados pteri-
nicos, foli constatada recentemente por Gisler e col. {89).
Novamente, neste trabalho, foi ressaltada a importancia
de Ions carbonato na luminescéncia do sistema.

A producac fotoquimica de Og e }"02 usando Rosa
de Bengala como sensibilizador, foli observada por Srinava
san e col.(83) e também por Evans e Tucker(56). Neste Tl-
timo caso, é ressaltada a relativa importadncia da concen-
tragdo do substrato, no envolvimento de ambos 0s mecanis-—
mos .

Os supressores mais comumente usados para detec-
c3a0 dessas espdcies ativas de oxigénio.s%io

a) Superdxido dismutase (SOD) gue dismuta 05_ (90)

< SOD L
2 0, -——==—>r 0, + 1,0y Bq. 7

2 u
b} Catalase, gue desproporciona HZOZ(91)

H.0 catalase

29 0

+ HzO Eg. 8

2
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c¢)Benzoato de sodio, para CH' (92)

e

/ \

0
+ OH'—»CO, + + H,0 Eg.9
o 2 2

A oxigenagcao aerdbica de sulfito, embora menos g

ficiente, também é utilizada como detector de 0, (83).

Esta claro aqui, que as reag%es sao complexas, a
possibilidade de intercadeamento & variada, e que OS possi
veis papéis de ]‘"OZF Og , OH7, Cﬁg e cog necessitam  ainda
de uma melhor slucidacao.

£ valido observarmos agui , que um mesmo sistema

fotoguinico pode originar ai

do sensibilizador ubtilizado.

o5 efeitos de um sistama para outrc, nem O conm

sortamento de un sensibilizador para ountro.
IV ~ PEOCESSOS BIQENERGIZADOS
. . 1
Vinos anteriorments como 02 pode ser gerado a

partir de procassos fotodinimicos. De acordo com o objeti

vo inicial deste trabalho, veremcs agora, a produgac des-

ES

ta espécie atravds de processos bloenergizades.
tntende-se nory processos bioenergizados, agueles
gue geyam o tes eletronicaments excitadas, enzimatica-
mente e que induzem efeitos do tinc fotoguimico, porém na
auséneia de luz. Sac chamados portanto, Processos foto-big

gquimices "no escuro™ (93)
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Entre as reacgoes bioguimicas mais importantes in-
ciuidas nesta classe de processos, destaca-se a formagao
de intermediidrios 1,2-dioxetanos como um dos melhores gera
dores guimicos de espécies excitadas carbonilicas(93).

Alguns sistemas biocenergizados podem gerar, além
de carbonilas excitadas, também 102(94}, outros ainda,sao
geradores especificos de }'02( 95,96) .

Para fins de nossos estudos, nos restringlremos
somente aos sistemas biocenergizados geradores especificos
de l02. Estudamos portanto, o sistema malonaldeido e o
sistema acido félico(*). A fim de melhor conhecer estes sis
temas enzimaticos, serd dada aqui, uma breve descrigéo 403
mesmos, como tambdm, alcumas de suas implicagdes bioldgi -

cas.

V - STSTEMA MPALONALDEIDO(M.A)/PEROXIDASE Di

ey
R
8]

Os efeitos de lipidios insaturados e seus produtos
sobre proteinas, englobam um conjunto muito complexo de re
agoes, e estac implicados nura variedade de fendmenos bio-
18gicos deletérios(97). Contudo, o papel relativo dessas
reacdes na modificagdo de proteinas, permanece obscuro.

0 M.A , &€ formado durante a peroxidagao lipidica
e posteriormente metabolizado(98) (Esquema 4} .

Chioc e Tappel(99) demonstraram a formagac de bases
de Schiff conjugadas, quando amino-acidos ou seus ésteres,

reagem com malonaldeido.

(¥} ~ Essa terminologia é utilizada com o objetivo de sim-

mls i mnr n lad fturs degte +tese.

+
ANETE(HRP) fin

2
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H H H H 02 HHEHHH
{ L | ! Po1or ot
R—Cr—C-CHZ-—CmaR' » R-C-C=C~-C=C-R'
lipoperoxidase I
0O0H
0 O

n "
H-C~-CH,~C-H

Malonaldeido

Esquena 4

Num outro trabalho(100)., estes mesmos pesquisado-
res, estabeleceram gue malonaldeido & o agente necessario

para promover a reticulagdo e a inativagao de RNase A (en-

zima que hidrolisa RNA's ) (Esquema 5).

O H O NH2 NHCH
S 4 7 # N
C-C=C + Enzima —y Enzima CH
Fd b9 \ hY &
H H NH2 N=CH
M.A {ativa) {(inativa)
(reticulagao intra-molecular)
O H OH
™ i 7
c-c=C - + 2 Enzima-—NH2 ety ENZ-NHCH=CH~CH=N-Enz
Fd
H H
{(inativa)

{ativa}"

(reticulagido inter-molecular)

Esquema 5
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HRP- I

/U\_ /C\
| T
th_u. I n_b...H..
o O
I )
T
a
o
Xz
o S o
X
//C\ fC\ /C\
. | i
TrOT s O-L = O
d _ w,
o O
3\ /N
O\\ = 0% /H m T
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M.A tem um importante papel tambén na formagéo
de'érodutos eletronicamente excitados({58). Atuando como
substrato para HRP em presenga de Mn+2, ele consome O, nU
ma reagdo que emite luz. Esta emissdo foi atribulda a 102
gerado possivelmente pelo mecanismo de Russell (Esquema 6)
e confirmada por conhecidos SUpressSoIres desta espécie(95).

Oé e OH®, nio estao aparentemente envolvidos
neste processo, uma vez que, a aéigao de supressores espg
ol ficos para estas espécies, n3o resultou em alteracgao da
emissao(58}).

A agao de 102 gerado neste sistema, causa modi-

ficacoes no DNA, similares 3s produzidas por efeitos foto

dinamicos (101} .

vi - STSTEMA ACIDO FOLICO

O acido folico tem a seguinte fSyrmula estrutural:

?OOH
OH
1 N a 10 H (?Hz)z
T:j ‘ )~ CHy-NH -~ — C—~NH-CH
i
COOH
N Ny NF

(Acido fblico(acido pteroilglutdmico))
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As maiores porgoes da molécula compreendem uma
mistura pteridina ligada por uma ponte de metileno ao &-
cido p-amino-~benzdico, © gual por sua vez, é ligado ao
dcido glutdmico através de uma ligagao peptidica(102).

Os folatos sao espalhados na natureza, ocorren
do em guase todos os alimentos. Aparece no plasma sanguil
neo, 1/2 hora apds a ingestao e & rapidamente convertido
a varias formas de folato, ativas metabolicamente.

Segundo Braganga e col-ﬂOB),o;écido f51lico po
de ser degradado enzimaticamente (Esquema 7}, sSOb condi -
coes de pH fisioldgico, ocorrendo guebras na ligagao
Cy~N;, produzindo dcido p-amino-benzoil~glutamico e Pte-
rin-6-aldefdo. Este filtimo, por sua vez, & vagarosamente
oxidado a Pterin-6-carboxilico, num processo catalisado
por X-0{( 8,104.

Os experimentos realizados por Braganca € col.
(L03) demonstram gue a atividade da enzima responsavel pe
la degradacao do acido f6lico € maxima, a pH 5,5 € & de-~
pendente da presenca de 3 cofatores : ATP, Mn+2 e gluta-
tiona. Esta afirmagao & contestada por Inocentinni @6 ) de
monstrando gue a presenga ou auséneia de ATP, nao altera
a eficiéncia da reagao.

Neste {Ultimo experimento, estudando a degrada-
cao oxidativa do dcido fblico em presenga de HRP, concluy
iu-se que além de mt? e glutationa, a presenga de cata-
lase se faz importante, uma vez gque a geragao de H202 na

reacao fol confirmada e tida como prejudicial ao sistema

{L06).
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O COGH
- It |
B ~ NH - CH
1
(CHZ} 2
COOH
Folico
Oy enzima
O COCH
CEO T
+ k- ~C - NH - ?i%
prerin-6-aldeido Adcido pramino Cood

benzoil gliutamico

prerin-6~carboxilico

ESOUEMA 7
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O sistema Acido fSlico (AFO)/HRP/Glut/Cata.lase/Mn+2
é extremamente til para os objetivos a que esta tese se
propoe , pois uma andlise prévia deste sistema no contador
de cintilagao liguida, mostrou que uma espécie eletronica-
mente excitada era gerada(96). A identificacac dessa espé-~
cie como sendo oxigénio singlete (Esquema 8), foi baseada
na transferéncia de energia para aceptores emissivos como
também para supressores. Os supressores especificos para
as outras espécies ativas de oxigénio, nio causaram nenhum

efeito na foto-emissao, concluindo entio, pela formagao G-

nica de lO
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PTERIN-6-ALDEIDO ACIDO P-AMINOBENZOH. GLUTAMICO

ESQUEMA 8




OBJETIVOS DA TESE

As diversas pesquisas realizadas sobre a partici
pagdo de oxigénio singlete em processos bioclbégicos e suas
inq;licagées em carcinogénese, levou-nos a estudar seus efei
tos sobre xantina-oxidase, jA que esta enzima apresenta
baixa atividade em casos de céancer.

Este trabalho,portanto, tem como objetivo, inves
tigar e comparar Os efeitos de oxigénio éinglete gerado a -
traves de processos foto-sensibilizados e bioenergizados na
atividade de xantina-—oxidase.

Seguimos entdo, a seguinte sistemitica :

1 - Invesrtigagéo da produgao fotoquimica de oxi-
génio singlete, utilizando-se dois sensibilizadores diferen
tes (Eosina e azul de metileno). Ji que outras espécies ati
vas de oxigénio (gue podem ser igualmente produzidas num
processo de foto-sensibilizagao) tambdm sio responsaveis pe
la inativagio enzimatica, € de nosso interesse trabaihar com
o sensibilizador que seja mais especifico em termos de pro-
ducdo de oxigénio singlete.

2 - Investigacdo dos efeitos de oxigénio singlete
produzido bicenergizadamente sobre a atividade de X~0.

3 - Estabelecimento de uma correlacao entre os
dois processos de geracao de oxigénio singlete, através de
uma anilise de amino-acidos de X-0 destruidos apds ambos 0©s
tratamentos. |

4 - Estudo da atividade de X-O presente no S0ro
sanguineg de pessoas normals e portadoras de cancex. Neste ca
so, intenta-se estabelecer um método ficil e barato de anali-
se, gue possa contribuir para © campo de detecgao precoce de

cancer.



Capitulo 2

PARTE EXPERIMENTAL
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I — MATERIAL

I.1l - Reagentes

Os reagentes obtidos da Sigma Chemical Co. foram

os seguintes : 2-amino-4-hidrdxi-pteridina(aHP), benzoato

de s&dio, bilirrubina, catalase, glutationa, guanosina
histidina, peroxidase de rabanete(HRP tipo VI), superdxido
dismutase (SOD) e xantina-oxidase(X-0).

Acido £0lico, D,0, Eosina e hidréxido de sddio ,
foram obtidos da Merck.

Cloreto de sd&dio, cianeto de potassio, fosfato
mono e dibasico de s&dio, foram obtidos da Carlo Erba.

Etanol , fosfato mono e dibasico de potassio, da
geel Ind. Quimicas S.A.

Acetato de s&dio da Dyne Produtos Quimicos; Aci-
do acético da J.T.Baker e sulfato de manganés da BDH Chem.
Ltda.

Todos ©os reagentes foram de pureza analitica e u
sados diretamente, exceto acido folico que fol previamente
purificado.

1.2 - Aparelhagem

As pesagens foram efetuadas em uma balanga Mettler
Modelo ME-22,

Para o controle de pH, utilizZou-se um poténcidme-—
tro da Methrom Herisau Modelo E-512.

As medidas de absorcio na regido do ultra-violeta
e visivel, foram registradas num espectrofotOometro da Zelss
DMR-21.

Para os estudos de foto-emissao, utilizou-se um
contador de cintilacdo liguida Beckman Modelo L5-100c, com

o circuito de coincidéncia desligado.
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Os espectros de excitagao e emissio, foram xregis
trados num espectrofluorimetro da Perkin-Elmer, modelo MPF
448 .

As medidas de consumo de oxigénio, foram feitas
em um monitor da Yellow Spring Inst,modelo 53, acoplado a
um registrador da Phillips, modelo 8202.

Para obtencao 3o 50r0 sanguineo, utilizou-se uma
centrifuga da Sorval super speed, modelo RC-2B.

para as cromatografias preparativas, foi utiliza
do papel 3-MM. A l3mpada UV usada para revelacao cromato -

grafica & da Ultra-Violet Products Inc., modelo-IVSL—25.

TT — PREPARACKO DB SOLUQOES

I1.1 - Solugdo Ae Malonaldeido(M.A)

M.A foi sintetizado em nosso laboratorioc, tendo
como composto de partida, tetra-etoxi propano, seguindo-se
o procedimento de Farias-Furtado(9s). 20,68 mg de M. A (PM=
94 g) sao dissolvides em 0,1 ml de dgua destilada, para uma
concentracio estogue de 2,2M. Esta solucio deve ser renova

da a cada experimento.

I1.2 - Solugdo de xantina-oxidase(X-0).

A solugao estoque(l,5 ng/ml) de X~0 de leite
(PM=300.000) & preparada pela dissolugdo de 28,6p 1 de en-
zima comercial(l0,5 mg/ml), em 0,2 ml de dgua destilada.A

mesma , deve ser consexvada em gelo, para evitar desnatu-

racao.
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II.3 - Solugdo de dcido félicol(AFo)

44,14 mg de AFo (PM=441,41 g) purificado, sac
dissolvidos em 1,0 ml de solugac aguosa de NaOH a 20% para
uma concentragao de lQ_lM, e estocada no escuroc para evi -

tar foto-decomposicao.

IT.4 - Solugao de

o

glutationalglut)

A solugao 107 de glutationa(PM=307,3 g} foi
preparada pela dissolugac de 30,73 mg do composto em 1,0ml
de tamplioc fosfato de sddio (0,5M , pH 5,5) e estocada no

escuro para evitar foto~decomposig§o.

IT.5 - Solugao de HRP tipo VI

L

% solugao estogue de HRP(PM=40.000), fol prepa
rada dissolvendo-se 4 mg de enzima em l,O.ml de agua desti
lada para se obter uma concentracgao aproximada de 10—4M .
apSs a preparacdo da solugdo, lé-se a intensidade de absox
gdo na regiao visivel (A =403 nm) diluindo-se 3,0ul da so

lucdo estogue em 2,5 ml de dgua. A concentragao(c') & cal-

culada por :
A = €lc'

onde £ & o coeficiente de extingao molar de HRP neste com-

primento de onda e vale 102.000 Mt

cm_lQOS),e 1, ocom -
primento do caminho &ptico (lcm). Sabendo-se c', a concen-

tragdo real da solugao & dada por :

2,5 nml x ¢’

3

3,0 x 10 "ml
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II.6 ~ Sclugae de bilirrubina

Para uma solugao estoque 10'1M, dissolveu-se
58,47 mg de bilirrubina(pPM=584,7 g) em 1,0 ml de solugao
agquosa de NaOH 5%. Esta solugao deve ser estocada no escuro
para evitar foto-oxidacgdo para biliverdina, devendo portan-

to ser renovada a cada experimento.

11.7 - Solugdo de 2-amino-4-hidrozi-pteridinalAHP)

A solucio estoque (5,0 x 107 M) de AHP(PM=163,12g)
& preparada, dissolvendo-se 0,815 mg de AHP em 10,0 ml de
agua destilada, adicionando-se algumas gotas de NaOH 0,28,
B aconselhivel aquecer-se levemente esta solugao antes de
cada experimento, a £im de se obter um naior grau de homo--

gene idade.

I1.8 - Selugao de guanosina

28,32 mg de guanosina(PM=283,2 g) sao dissolvi
dos em 1,0 ml de dgua destilada com algumas gotas de NaOH

0,28, para dar uma concentragéo estogue de l{)_lM.

IT.9 - Solugao de azul de metileno(MeB) e Eosina

7,48 mg de MeB(PM=374,0 g) e 1,4 mg de Eosina
(pM=698,0 g) foram dissolvidos separadamente em 2,0 ml de
agua destilada, dandoc uma solugao estogue de 1072 e 10"3 M

respectivamente. As solugOes de corantes devem ser protegi

das da luz e renovadas a cada experimento.
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11.10 - Solugdo de sulfato de quinino

Esta soluc;'éo foi preparada, tomando-se 6,25u1
de sulfato de quinino ccﬁmrcial(PM=782,97g) de concentra -—
¢ao igual a 1,28 x 1073M en 0,18 de H,SO,, € diluindo a

5,0 ml com H,50, 0,1N, obtendo-se uma solugao 1,6 uM.

II.11 - Solugdo de acetaldeido

A solugao de acetaldeido(PM=44,0 g) deve ser
destilada a cada experimento(P.Ex?.l,O?C) , para obteng'éo de
sua Forma monomérica. Em sequida, toma-se 35,0 ul do destl
lado e dilui-se a 10,0 ml com tampao carbonato de sédio

(0,5 M , pH 10,0}).

T1.12 - Solugoes tampao

A preparacgao dos tampoes foi feita, segundo O
método de Gomori{1l07) .Para a preparagdo do tampao deutera-

do, considerou-se : pH = pD + 0,4 (108).

I1.13 - Solugdes de superdaido dismutase{S0D) e eatalase

1,034 mg de SOD(PM=32.500) e 2,0 mg de catala-
se (PM=200.000), sao dissolvidas separadamente em 1,0 m1 de
agua destilada, para dar uma solucao estogue de aproximada-
mente 3000 u/mg de s&lido. Estas solugdes foram desnaturadas
agquecendo=-se uma aligquota de cada uma das soluc;c'ies estogue,

por um perido de & horas.
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TI.14 - Solugoes de supressores

Histidina (PM=209,63 g), benzoato de sddio
(PM=144,0 ¢g) e manitol (PM=182,17 g), foram todos dissolvi-

dos em agua destilada, para dar solucgdes estoque IOPlM.

II.15 - Solugac de alopurinol

A solucac estogue de alopurinol(PM=136,0 g )
foi preparada, dissclvendo=se 15,0 mg do composto em 5,0ml

de agua destilada, dando uma concentracao de 2,2 x lO_ZM.

ITT ~ METODOS

TII.1 - Purificagao do acido folico

Acido fSlico comercial foi purificado atra -

vés de sucessivas cromatografias preparativas em papel 3-MM
utilizando NH,O0H 1% como solvente de arraste. As manchas

fluorescentes atribuidas & contaminagao por Pterin-6-aldei-
do foram desprezadas, e a fracao com Rf=0 atribuida ao &ci-
do £0lico puro, Vfoi redissolvida em NaOH 0,1N. Sua concen -
tracao(0,88M) foi determinada através da leitura de intensi
dade de absorgao, utilizando-se os valores dos coeficientes

de extincao molar €555 = 565 M ten™t E,gp = 350 M ten L,

= 195 M Yem T (109).

€ €365
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IIT.2 =~ Calibragdo do espectrofluorimetro

0 espectrofluorimetro foi calibrado para sen-
sibilidade mixima, usando-se uma solugao de sulfato de qui-
0,1N segundo o método de Chen

nino 1,28 x 1073 em H.,50

274
119). As cqndigées do aparelho foram testadas, mantendo-se

A = 340 nm e observando-se ) = 456 nm. As condigoes

axc emis

ideais foram ajustadas para se obter um pico em cerca de

80% do papel.

III.3 ~ Obtengao do soro sanguineo

0 soro sanguineé foi obtido, deixando-se as
amostras de sangue descantarem 3 temperatura ambiente. A
seguir, a separagac do plasma é efetuada através de wuma
centrifuga refrigerada{l0 min a ll.OOO}szg*) .

A concentracac aproximada de proteina no so-

ro, foi calculada, aplicando-se a seguinte £6rmula (t03)

C =1,45 2 -~ 0,74 A {mg proteina/ml)

280 260

As alliguotas de soro sanguineo para determi-
nacao das concentracSes foram dissolvidas em soro fisiold-

gico.

I1T.4 - Preparagde do soro fistologico

0 soro fisioldgico consiste de uma mistura
de fosfato de s&dio dibisico(0,0088M), fosfato de sodio mo

nobasico(0,001M) e cloreto de s6dio(0,139M) para pH=7,4(11l1).

*¥11.000xg = "11,000 vezes a aceleragao da gravidade terrestre”
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II1.5 ~ Determinagac de inativagao de X-0

0 ensaio fluorimétrico & baseado na conversao
do substrato 2-amino~4-hidrdéxi-pteridina(AHP) para o produ-
to fluorescente 2~amino-4,7-dihidrdxi~pteridina(ADHP), cata
lisada por X~0. As medidas de inativagao enzimitica foram
baseadas no decréscimo da emissao fluorescente do produto

ADHP a 421 nm , com A = 355 nm.
exc

I11.6 - Determinacgac da atividade de X-0 no soro

sangufneo

A atividade de X-0 no soro sanguineo de paci-
~ente normais e p-ortac‘i_ores de cancer, foi realizada num con-
tador de cintilacao liquida. O ensaio foi baseado no método
de Hodgson e Fridovich(88) utilizando acetaldeido 10 mM co-
mo substrato, em tampao carbonato de sddio 0,5M , pH = 10,0.

| | A especificidade da atividade de X-0 no sSoxo
é medida através do wuso de alopurinol ( 0,22mM ), um poten

te inibidor enzimatico.
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Baseando-se nos experimentos feitos por Haining e
Legan (112) e também por McHale e col.{113),tentou-se inici-
almente investigar as condicoes Otimas de reagao para a o-
xidacao de AHP para o produto fluorescente ADHP, catalisada

por X-0 ( item III.5 da parte experimental).

N =

' N N
/ N Nﬁ—NHz Ho—i l \ﬁ_ NH2 ‘
~ { P -0 Sy, 2N
On

AHP | ADHP

‘Conhecidas as condigdes Otimas de reagao, investiga-—
mos © comportamento do sistema sob irradiacao em presenga
e auséncia dos sensibilizadore MeB e LBosina. A partir des-
ses dados, foli analisada a especificidade do sistema com
cada um dos sensibilizadores em termos de espécies ativas
de oxigsénio produzidas.

Conclufido o estudo fotoguimico, passamos entao a ana
lisar a infludncia de sistemas enzimaticos produtores de

espécies excitadas, na atividade de X-0, com a finalidade

de se comparar o5 efeitos provocados por ambos os métodos.
Foram estudados os sistemas Malonaldeldo(M.A) /HRP/

Mn+2/02( 57,58 ) e acido fdlico(AFo) /HRP/glutationa(glut) /

+2 -
catalase/Mn /02 (57) , armbos geradores especificos de 102,

na atividade catalitica de X-O.
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0s efeitos dos sistemas fotoguimico e bicenergizado ,
foram comparados em termos de porcentagem de inativagao en-
zimatica sob os diferentes tratamentos.

Finalmente, investigou-se a atividade de X-0 no soro
sanguineoc de pessoas portadoras de cancer, comparando-se
com © soro de pessoas normals e com X-O obtida comercial -
nente.

0s resultados, rortanto, serao discutidos baseando-se

nesta ordem de comentarxios.
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I — SISTEMA XANTINA“OXIDASE(X—O)/2—AMINO*4"HIDRGXI“PTERIQ£

NA(AHP)/Oz

TI.1 - Andlise de condigdes otimas de reagao

A mistura de reag¢ao consiste de : tampao fosfato
de potissio 0,05 M, pH 7,8, com EDTA 0,1lmM ; AHP 4,5 x 10~y
g X-0 2,0 % lO"BM, perfazendo um volume total de 2,5 ml.

Investiga~se inicialmente o tempo adequado de re
agao. Deixou-se a mistura reagindo por diferentes tempos e
observou-se qgue, entxe 20 e 30 minutos, nao houve muita va
riacae na intensidade da banda de emissao do produto fluo-
rescente ADHP a 421 nmn.

Concluiu-se entio, por um tempo Stimo de reagao

de 30 'minutos para garantir o maximo de produto.

1.2 - Andlise do tempo &timo de trradiagao

I.2.a - Azul de Metilenol(MeB) como sensihbilizador

O sistema de reacao do Item I.l (menos O
substrato AHP), foi irradiado no espectrofluorimetro em pre
senca de MeB(1l,6 x 10_4M). Essa irradiacao fol efetuada a
694 nm, correspondente ao comprimento de onda de excitagao
de MeB neste pH.

ApSs a irradiacdo a diferentes tempos, a-
dicionamos o substrato AHP e observamos um decréscimo na in

tensidade da banda de emissao de ADHP( Fig. 1).
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Fig. 1 - Estudos de foto-inativagao enzimatica usando o
sistema : X—0(2,0 x 1075M) aHP(4,5 = 10™5M/MeB
(1,6 = 10"%M). Irradiagdo feita a 694 nm em tam
pao fosfate de potassio 0,05M , pH 7,8.

Através da Fig. 1, podemos verificar que 10 minu
tos & um tempo adequado de irradiagao, conseguindo-se nes-—
te espago de tempo, uma redugao de aproximadamente 50% na
atividade de X-0.

Isto nos permite avaliar as modificagoes introdu

zidas pelos diversos tratamentos a gue nos propomos reali-

Zaxr.
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1.2.b -~ FEosina como sensibilizador

0 sistema de reagdo do Item I.l (menos o
substrato AHP), foi concentrado em tampao fosfato de sodio
0,05M (pH = 6,2) (11} e irradiado no espectrofluorimetro em
presencga de Eosina 10,0 ¥ M. Bssa irradiacac foi efetuada a
500 nm, correspondente ao.comprimento de onda de excitagao
do corante, neste pH.

Apds a irradiagao a diferentes tempos, O
sistema & diluido a 2,5 ml com tampao foéfato de potassio
0,05M (pH = 7,8), que é o meio de reacao para teste de atl
vidade de X-0, e o substrato AHP & adicionado.

Nesta etapa, & seguido O mesSmO procedi -
mento do ftem I.2.2 e, iqualmente observamos um decréscimo

na atividade de X-0, que pode ser visto na Fig. 2.

100}

"
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Fig. 2 - Estudos de fOto"Lnatzvacao enzimatica usanéo

o sistema : X-0(2,0 = 10 M)/AHP(é 5 ¢ 10 M)/
Eositnal(10,0 x 10 BM), Irradiagac feita a 560 mnm

e s Lae Lradn /75 Rf‘;f‘?‘l’.n H_OSM - DH 692’
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T.3 - Estudos com supressores

Este estudo, tem por obljetivo, investigar as pos
siveis espdcies que estariam sendo geradas através do pro-—
cesso de irradiacac foto-sensibilizada.

Os sistemas de reacdo dos Itens I.Z.a { com MeB)
e T.2.b {(com Eosina) foram irradiados nos respectivos com-
primentos de onda de excitacao em presenga de SUPresSOIES
especificos para cada espécie ativa de o_}_cigénio, cuja pre-
senga ou auséncia, se investigava.

Observa~-se gue no caso de MeB {(Tab. 1) todos os
supressores utilizados forneceram proteg'éo ao sistema, O
mesmo nao acontecendo com Tosina (Tab. 2), onde somente

histidina e guanosina foram efetivos.
T.4 - Estudos com oxtdo de Deutério (Dy0)

Conforme foi observado no Item IIT.3(pg.17) ,0 u-
so de tampao deuterado, visa confirmar a participagao de
102 no processo de irradiagao foto-sensibilizada.

As variagdes nas porcentagens de inativagao enzi

matica introduzidas pela substituicao do tampac aguoso por

deuterado, durante este processo, podem ser vistas na Tab. 3.
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Tabela 1 - Investigagdo de espéeies ativas de oxigenio na

fotO“inativagEo' de X-0 senstbilizada por MeB®

% de inativagao % de protegdo

Contxrole | 45,2  ——
+ 5 mM de guanosina 14,8 67,3
+ 5 mM de histidina 27,6 39,0
+ 5 mM de manitol 8,9 80,3
+ 10 mM de manitol 6,5 85,7
+ 5 mM de benzoato de sddio 0,0 100,0
+ 50 unidades de S0D 19, 56,0
+ 50 unidades de SOD{desnat.) 59,3 6,0
+ 50 unidades de catalase 0,4 99,1
+ 50 unidades de catalase 8,8 80,5

{desnat.)

u) Sistema conmtrole = X-0(2,0 = 10° %)/ Anp(4,5 = 107 °m)/
MeB(1,6 = 107%m) 7 tampao fosfato de potassio 0,05 M ;
pH 7,8

b) As porcentagens de protegdac foram calculadas em termos

da poreentagem de inativagao do controle sem sSupressor.
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Tabela 2 - Investigagdo das espécies ativas de oxigenio na

foto-inativagao de X-0 sensibilizada por Eosina®

% de inativagao % de proteg&ob
Controle 49,2 _ —
+ 5 mM de histidina 15,8, 67,9
+ 5 mM de guanosina | 2,5 | 94,8
+ 5 mM de benzoato de sddio 47,0 4,5
+ 50 unidades de S0D 49,8 0,0
+ 50 unidades de catalase 8,4 82,9
+ 50 unidades de catalase 7,1 85,3

(desnat.}

a) Sistema controle : X-0(2,0 x IO*SM)/ AHP(4,5 z ZO—SM) /
Eosinal 1,0 x 10761)/ tampio fosfato de potassio 0,05 M
pH = 7,6 .

b) As porcentagens de protegao foram calculadas em termos

da porcentagem de inativagdo do controle sem supressor.




Tabela 3 - Efettos de D0 na inativagao de x-0%

% de inativagao

Eosinab MeB®
H,0 49,2 45,2
D,0 73,8 83,2
DZO/HzO 1,5 1,8
o) As condigdes de reagao sdo as mesmas descri

b)
a)

tas nas Tabelas 1 e 2.
Fosinal 1,0 z IOMGM)

MeB (1,6 z 10 %w)

.47.
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IT — SISTEMA MALOHALDEfDO(M.A)/HRP/Mn*Z/oz
IT.1 - Caleule da Constante de Stern-Volmer (K, Jpara

X=0.

Este experimento tem como objetivo, a determi-
nacao do grau de supressao de X-0 com o sistema M,A/HRP [/
Mﬂ+2/02, através do calculo de L

0 siztema de reagéo utilizado, se coastitul de:
M.A (10,48 mM ), sulfato de mangands (3,13 mM) ., tampao aceta
to de sddio 0,2M (pH = 4,8) e solugao de HRP tipo vIi(z,29 x
10~ %M ,num volume final de 3,0 ml.

A operacao de adigao dos reagentes e colocagao
no contador de cintilacao liguida para posterior leitura .,
deve ser feita de maneira rapida pois, O miximo de emissao
fotdnica, & obtido nos primeiros 5 minutos ( 99) .

0 grifico da relagdo de Stern-Voluer, nos da
uma linha reta, cujo coeficiente angular & igual a KSV(Ver
ap8ndice 1 ). Através da Fig. 3, obtivemos para X-0 um va-

74~Y . gneontrou-se portanto,uma

lor de st igual a 5,0 x 10
eficiente supressao de X-0 sobre a emissao de 102 gerado

neste sistema.

IT.2 ~ Estudos de inibigao

I1.2.a — Métode biocenergizado

Este expetimento, tem por objetivo,in
vestigar o comportamento inibidor de X-0 pela emissao foté
nica atribuida a 102 gerado no sistema de reagaoc do item
TT.l em competicaoc com histidina, um conhecido supressor

desta espécie(95}.
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Y 1 2 3 4
|%-0] x 1M

Fig., 3 - Caleulo da constante de Stern—Volmer ( K_.)

para Xantina-Oxidase.
Sistema wutilizado : M.A(10,48 mM}; HEP(2,29

e 1078 ; wnt¥03,13 mu)
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Tnicialmente, fizemos um controle da
emissio do sistema na auséncia dos supressores. A partir -
dai, fixamos uma concentragéc de higtidina e variamos a
concentragao de X-0.

As medidas de intensidade, foram 1i -
das no contador de cintilacao ligquida e integradas de 12
em 12 sequndos. Os valores reais tomados, ‘representam uma
nédia entre viarias determinagoes e podem ser vistos nas

Figs. 4 e 5.

+ravés do grafico IO/(IO~IQ) vs 1/[}{—(}1

onde I e IQ, 530 as intensidades maximas de emissac na au

sdncia e em presenga do supressor, obtivemos &,= 1,58 x 10

8

e @=0,71 x 10°° , sendo @, e®, , 08 coaeficientes angu-

lares das retas 1 e 2.

Este grafico nos indica que X-0 se con

porta como um inibidoxr competitivo (Ver apéndice l, pg.93 )
em relagac a histidina frente a emissao de 3‘o2 gerado neste

gsistema.

IT.2:b - MEtodo foto-sensibilizado

Para a realizagao deste experimento

8

utilizou-se o sistema de reacdo do item I.2.b, pg.43 , com

Fosina como sensibilizador.

O procedimento do ftem anterior foi re

petido para X-0 e histidina, sendo as medidas desta feita ,
obtidas num espectroflucrimetro, através do decréscimo de

emissao fluorescente do produto ADHP (Fig. 6).
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Pig. 4 - Grafico duplo-reciprocc para o sistema

M.A(10,48 mM) JEEP(2,29 = 10 °u) /un* % (3, 13mM)
em tampdo acetato de sédio 0,34, pH 4,8 .

(O - 0,0M de histidina, (~i=)—- 0,33 z 10 °H
3

de histidina, (%9 - 10,00 x 10 "M de histi-

dina.
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Q5 3 10
1, 10°M
<0l
Fig. 5 - Grafico da supressao da energia do sistema

M.A(10,48 mM) JHRP(2,29 = 10 Cu) /un™ (3, 13mM)

em tampdo acetato de sodio 0,2M , pH 4,8.
(~09— 0,0M de histidina, b= 0,33 = 10 “M
de histidina, (-~ 10,00 x 10 °M de histi-

dina.

a, = 1,58x10“8 e O, = 0,71 & 10



.53.

40

3.0+

0b 10
1 8 -
x10 M
%0l
Fig. 6 - Orafico de supressao de energia do sistema

AHP(4,5 = IoaﬁM)/ Fosina(l,0 = 10_6M), irra
diado a 500 nm em tampao fosfato de sédio
0,051 , pH 6,2. Atividade enzimatica medida
em tampao fosfato de potassio, 0,05M,pH 7,8.
(-4~ 0,33 x 10 °M de histidina
(%)= 10,0 x 10 °M de histidina

8

@, = 1,11 = 10~ e o

, = 0,83 1078
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Através do grafico A /(A -Bj)vs 1/ |x-ol
onde A e AQ sio as atividades maximas da enzima na auséncia
e em presenga do SUPressor confirmamos o comportamento de
inibidor competitivo de X-0 em relagao a histidina. Da mes-—
ma Forma, obtivemos cf.'lw 1,11 x 10“8 ea 5= 0,50 % 10—8, Es—

tes valores sao coincidentes com os obtidos por medida de e

missao fotdnica, dentro do erro experimental.

IITI - ESTUDOS DOS EFEITOS DE lT02 GERADO BIOENERGIZADAMENTE

NA ATIVIDADE DE X-0

para fins de comparagac com o sistema foto-qui

mico, tentamos analisar os efeitos de 102

do . sistema M.A/HRP/E‘EI’I+2/02 sobre a atividade de X-0O.

gerado através

Como um passo inicial, fizemos um estudo da in
fluéncia de cada componente do sistema sobre a atividade
enzimatica. Cada um desses componentes, isoladamente, foi
incubado poxr 10 minutos com X-0 2,0 x lOFSM e a mistura de
reac;éo concentrada em tampao acetato de s6dio 0,2M , pH 4,8.

ApGs esse periodo, diluimos a amostra a 2,5 ml
com tampac fosfato de potdssio 0,05M , pH 7,8, € © substra
to AHP & adicionado.

As medidas foramrfeitas no espectrofluorimetro
seguindo o procedimento do Item I.2.a. As variagoes intro
duzidas pela incubacdo de X-0 com os diferentes componen -
tes do sistema, e com o sistema total propriamente dito
sao sumarizadas na Tab. 4 . Observa-se que a incubacgac de

M.A com a enzima nos da um pronunciado efeito inativador.
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Tabela 4 - Efeitos do sistema Malomaldeido na atividade de

xantina*oxidasea

% de inativagao

‘Controle —m
HRP + X~0 3,3
wnt 24 X-0 | 0,0
M.A + X-0 95,2
HRP + M.A + X-0O 96,5

2

HRD + M.A + X-0 + Mn© 93,8

8y sanp( 4,5 = 10w/

a) Sistema controle : X-0{2,0 = 10
tampdo fosfato de potassiol(0,05 M, pH 7,81, M.A(10,48mM)
HRP(2,29 . 10~6M), Mn+2(3,13 mM). Tempo de incubagao =

10 minutos.

ITT.1 = Estudos dos efeitos de Malonaldeido sobre X—-0

Pela observacao do efeito de M.A sobre X-0O
(Tab. 4), tornou-se necessarioc submeter este sistema a uma
diadlise preolongada por 22 horas a GQC , visando investigar
o tipo de ligagao X-0/M.A,

Apds a didlise (feita em tampao fosfato de po
tassio 0,05M, pH 7,8), o substrato AHP foi adicionado e ngo
vas leituras fluorimStricas foram obtidas (Tab. 5)}. Pode -
mos observar que a % de inativacao foli um pouco menor para
o caso do sistema dialisado. Isto indica a complexidade do

o) —
sistema M.A/HRP/Mn+“/02 em tempos longos de incubacgac.
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Tabela 5 - Estudo dos efeitos de Malonaldeido sobre X—0

apbs dialise®

% de inativagao

nao dialisado dialisado
M.A + X-0 95,2 62,5
HRP + M.A + X-0 + Ma+2 93,8 56,7
@) M.A(10,48 mM) , ERP(2,20 x 10 Cu) , wn*%(3,15 mu) e

X-0( 2,0 x 10—8M); 4 didlise foi feita em tampao fosfa

to de potassio (0,08M , pH 7,8) por 22 horas a 09C.

TII.2 - Estudos espeetrofluorimétricos

Neste experimento, foi investigada a influen
cia de M.A sobre X-0 atravds dos espectros de excitacao e
emissio da enzima, apds incubacdo com M.A nas condigoes
padrao descritas no item III.

As modificactes causadas nos respectivos es-
pectros de excitagao e de emissao de fluorescéncia, poden

ser vistas nas Figs. 7 , 8 , 9 e 10.

Atravds da distribuigldo espectral da enzima
(Fig. 7), observa-se apds a incubagao de X-0 com M.A, o de
saparecimento dos picos na regiao de 300 a 400 nm, permane
cendo o restante, praticamente inalteraco. Excitando-se ©
sistema a 328 nm(Fig. 8), observa-se um pronunciado decrés
cimo na emissao a 370 nm apds a incubagao da enzima com M.

A. Inversamente, excitando-se o sistema a 468 nm (Fig.9 Y.
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correspondente a parte f£lavinica, observa-se um aumento bas
tante significativo na emissao fluorescente a 554 nm, apos
esse tratamento. Este fato, embora menos pronunciado, ocor-

re também ao excitarmos o sistema a 400 nm{Fig.10}.
III.3 - Consumo de oxigénio

Com o intuito de verificar se M.A estaria atu-
ando como substrato para X-0, ji que a mesma sofre mudangas
dristicas apds incubacgio com este composto , verificamos O
consumo de oxigénio da reagao.

Observa—-se através da Fig. 11, que a velocida-
de de consumo de oxigénio de X-0 incubada com M.A, nao se

alterou com respeito ao M.A isoladamente (auto-oxidacgao) .
TIT.4 -~ Estudos de quimiluminescéncia

Sabe-se que acetaldeido & um bom substrato pa-
ra X-0 (88), dando origem a uma intensa guimiluminescéncia
facilmente detectdvel num contador de cintilagao liguida.

Em virtude de uma semelhanga estrutural entre
M.A e aéetaldeido, £fo1i conveniente verificar se M.A poderia
atuar como substrato para X-O nas condigoes descritas por
Hodgson e Fridovich (88).

| 0 sistema de reacdo utilizadc para este ensaio
consiste de : tampao carbonato de sédio 0,5M , pH 10,0; X-0
2,0 x 1078 e M.A 10,48 mM, num volume total de 3,0 ml .A -
través da Fig. 12, observa-se que n3o hd diferenga signifi-
cativa entre a emiss2o do sistema controle e a enissaoc do

sistema com M.A.
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Fig. 7 - Distribuigac espectral de X-0(—) ¢ X-0 + M.A(-=-}.
Condigies padrdo : M.A(10,48 mit), X=0(2,0 x 107 °m),
incubagdo feita por 10 min em tampdo Acetato de sodio,
0,24, pH 4,8. Atividade enzimatieca medida em tampaoc

fosfato de potdssio 0,05M, pH 7,8.

{
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Fig. 8 — Grafico de emissao fluorescente do sistema

(==} — M.A(10,48 mM)/X-0(2,0 x 10" %)

8

frmm )~ X=0(2,0 x 10 “M)

4 enzima foi incubada com M.A por 10 min em
tampao acetato de sodio 0,2M, pH 4,8, e a
emissdo fluorescente registrada em tampdo
fosfato de potdssio 0,05M , pH 7,8 com

lew = 328 nm.



INTENSIDADE  RELATIVA

.60,
404
/*\
/ \
/ \\
Il \\
/ \
/ \
/ \
304 I[ \\
/ \
/ \
/ \
Ii \
/ \\
1I \
{ \
/ \
] \
20- \
! \
! \\
l; \
/ \
/ \
!/ \'\
/ N
/
10 - // \\\.
/
470 500 550

A (nm)
Fig. 9 - Grafico de emissao fluorescenté do sistema
(~-=)= M. A/X~0 ; (—=J)- X-0
Condigoes padrae descritas na Fig. §.

A = 468 nm.
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Fig. 10 - Grafico de emissdo fluorescente do sistema
(~==) - M. A/X-0 ; (=)= X-~0
Condigoes padrdo deseritas na Fig. 8

)‘exc = 400 nm
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Fig.

11

TEMPO {MinN )

Grafico da cindtica de consumo de

oxigénio da reagdo M.A(10,48 md)/

1

-
X=0(2,0 & 10 “M) (-%=)comparando-
se com M.A (-0~ , ambas em tampao

acetato de sodio 0,24 , pH 4,8 .
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Fig. 12 - Grdfico da cinétiea de emissao integrada

do sistema (~O-IM.A(10,48mM)/tampao ecarbo
nato de sédio 0,5M, pH 10,0 e %M. A/tam

pio/X-0(2,0 = 10" M),




IV —~ SISTEMA ACIDO FOLICO (AFo) /HRP/GLUTATIONA(GLut) /CATALA

sE /M2 0,

Em vista dos resultados complexos obtidos com
o sistema Malonaldeido, estudamos © efeito de um outro sis-
tema biocenergizado gerador de lO2 , que &€ o sistema A¥o ,S0
bre a atividade de X-O. ‘
O sistema total de reacdo se constitui de :AFo

(1,2 % 1073w ; #Re tipo VI(2,2 x 107°1); Glut.(5,0 x 1074

M) ;
catalase{150 unidades/mlle Mn+2(77,5 % 1076 .

Inicialmente, de acordo com O procedimento do
ftem III, fizemos um estudo sobre a influéncia de cada com~
ponente do sistema sobre a atividade enzimatica. Os diferen
tes componentes foram incubados com a enzima por 5 minutos
em tampao fosfato de sddio 0,5 M (pH 5,3) nun volume total
de 0,2 ml. ApOs esse tempo, saguimes O procedimento dQS itens
anteriofes para teste de atividade enzimdtica.

Como os componentes individuails do sistema nao
produziram alteracoes significativas na atividade enzimati-
ca, passamos a analisar os efeitos do sistema total de rea-—
¢do sobre X-O.

Observa—se, através da Tab. & , que © sistema
total se mostrou bem efetivo, inativando a enzima considera
velmente (~ 68,0 %), sendo protegido em 26,5% por guanosina,

um excelente supressor de 102 , em concentragao de 20 mM.



Tabela 6 - Anglise dos efeitos do sistema enzimdatico acido
fél'.ico/HRP/GZut/CataZase/ﬁfn+2/02 v sobre a ati-

vidade de Xantina-oxidase a

Componentes % de inativagao % de inatiuag&ob
total por 102
X-0 0,0 0,0

Sistema enzimatico + X-0O

( nao dialisado) - 87,8

Produtos do sistema enzi

N 56,6
matico + ¥X-0 (nao diali-
sado) 21,2
Sistema enzimatico + X-0
{ dialisado) 79,0
Produtos do sistema enzi 69,2
matico + X-0 {(dialisado) 9,8
Sistema enzimatico + Gua
nosina(20 mM)} + X-0
(nFo dialisado) 71,2
Produtos do sistema enzi 50,0

matico + Guanosina(20mM)

+ X-0( nao dialisado } 21,2

2) AFo (1,2 = 10°°M) , HRP(2,2 = 1070M), Glut(5,0 = 1074,
Catalase(150 unidades/ml), Mn+2(?7,5 x 10—6M) e X—0
(2,0 © 10°°1).

b) Outros supressores, ou antquiladores de OH' ¢ O;:, s Rao

forneceram protegao ao ststema.
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Um dos objetivos deste trabalho, seria comparar
os efeitos de lAgloz produzido fotoguimicamente {usando Eo-
sina como sensibilizador ) e enzimaticamente {usandoc © sis-
tema Acido f6lico) sobre a atividade de X-0, em termos de
uma analise de amino—acidos afetados por ambes os tratamen-
tos.

As amostras de X-0 foram submetidas aos respec-
+iwvos tratamentos, dialisadas, liofilizadas e hidrolisadas.

Porém, por uma série de problemas alheios a nos
sa vontade, tal anilise ndc pode ser realizada a tempo. A

mesma, todavia, se encontra em andamento, e seus resultados

serdo publicados em revistas especializadas.



.67,

Vv - ESTUDOS DE ATIVIDADE DE X-0 NO SORO SANGUINEOC

Considerando~se que : a) X-O apresenta baixa a-
tividade em processos de cancer(l - 7), b) que oxigénio sin
glete inativa esta enzima (conforme demonstrado neste traba
1ho} e c¢) em casos de cincer, a atividade de dcido £0lico ©
xi.dase(*) & alta(produzindo altas concentragoes de oxigénio
singlete) (132), tentou-se conciliar estes tres fatos.

Este ensaio, portanto, & baseado nos experimen-
tos de Hodgson e Fridovich{88), usando :acetaldeido como subs
trato para X-0. Investigamos entao, a atividade desta enzi-
ma no soro sanguineo frente a este mesmo substrato, compa -
rando a mesma em individuos normais com pacientes portadores
de cancer. |

0 soro & obtido através de decantagac das amos-
tras de sangue e posterior centrifugag’éo refrigerada. A con
centracio aproximada de proteina no soro, & calculada base-

ando—~se na seguinte FGrmula(l03) :

cC=1,45 Byag ~ 0,74 Aren (mg de proteina/ml)

Este cAlculo, nos permite fixar uma concentragao
padrio para todas as amostras (0,37 mg/ml) . O volume do so-
ro correspondente & adicionado em tamp'éo carbonato €,5M '
pH 10,0 juntamente com acetaldefido 10,0 mM, perfazendo um
volume total de 3,0 ml.

As medidas de guimiluminescéncia foram registra
das em termos de contagens integradas(Fig. 13). Alopurinol,

um conhecido inibidor de X-0, € utilizado com O intuito de

{*) ~ Enzima que metapoliza o geido folico para produzir Pte
- - w0 et 3e memmins banzoilalutamico.
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TEMPO (MIN)

Grafico da cinética de emissao do sistema :

soro(0,37 mg/ml)/acetaldeido(10,0 mM)/ tampao
carbonato(0,5M, pH 10,0). (-8=) e (~A-), X-0 pu
ra ; (-8=) e (-0-), amostras de individuos nor-
mais, ambos do sexo feminino ; (-0~ e (-X-} a-
mostras de pacientes portadores de cancer, do

sexo masculine e feminino, respectivamente.

15



A Fig. 13, mostra duas amostras de pacientes
portadores de cancer {(um do sexo masculino e outro femini-
no) , com baixa atividade de X-0 no soro. Observa-se também
gque a atividade desta enzima no soro de dois individuos
normais (ambos do sexo feminino) & bastante compardvel a
atividade de X-0 pura.

HA uma diferenga muito pronunciada entre as a-
tividades de X-0 do soro de individuos normais e portado -
res de cancer, sendo a primeira, significativamente maior.

Estes resultados foram resumidos e comparados
com uma andlise de atividade de &cido félico oxidase e qguj
miluminescéncia espontinea do plasma, obtida no estudo de
Gisler(132) (Tabela 7), mostrando-se portanto, como um 4bom

supor¥te para sistemas de detecgac precoce de céncer.
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I - EVIDENCIAS DE GERAGXO DE Iaglog NO PROCESSO FOTO-SEN

SIBILIZADO

Observa-se através da Tab. 1(pg.43) (com MeB co
mo sensibilizador) que, todos 0s SUpressores utilizados, fo
ram efetivos em termos de protegdo enzimdtica contra os e -
lA l0

g 2
No caso de guanosina e histidina, awmbos supres

feitos de , OHT ., H202 a 02 ; numa escala variada.

1
A

9
observacao vem de acoxdo com os dados obtidos da literatura

sores de 02, o primeiro revelou~se mais eficiente. Esta

onde as velocidades de reagao de guanosina e histidina,consi

derando-se lAglo2 como® espécie reativa sao : 5,0 x 10%mts ™t

(62)e 5,0 % 107M"]‘s_3‘(5(}) , respectivamente.

) Diversos autores(74,113,114), demonstraram éue
a agao protetora de histidina e guanosina bem como de outros
amino-acidos e protefnas, consiste de uma somatOria de efei
tos provenientes de supressao fisica ( kq } e reativa kg)
de 1A9102 e de supress3o do estado triplete do sensibiliza-
doxr { kqs) . Dependendo da estrutura do amino-acide como uma
molécula separada ou cCcomo um constituinte da protei'na, um
ou outro tipo de reacdo prevalecera.

Uma analise de constantes de veloci&ac’.ie., in-

dica que com histidina 1073

M (concentracgac utilizada para

nossos estudos), a supressido do estado triplete do sensibi-

lizador & - 103 vezes mails lenta que a supressao por 0,. Es

tes dados cinéticos obtidos por Nilsson e col.(50), conclu-

em gue para histidina, a foto—oxidagéio ocorre poOr um mpeca -
1, 1

nismo de A "0O.,.
g 2
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1

Embora histidina seja um supressor de }'A 0, me

2

106.-1 -~
st 11s)),p.

nos eficiente gue B-caroteno (kq= 1,5 x 107 M
ex., tem sido muito utilizada por ter baixa velocidade de su
pressao de triplete de diversos sensibilizadores (

3 -] - -1 -
x5 < 10° M s 1 para Eosina ; < 5,0 x 109471 1 para tioni

g
nae 2,0 x 1065&_15"1 para MeB em H,0 a pH 7,0(1316)) -

Experimentos feitos com guanosina mono—-fosfato
(6MP) na inibicgdo da degradagao de 1,3~adifenil-isobenzofura
no (DPBF), indicam qﬁe este efeito se deve principalmente a
supressac do triplete de MeB, ao invés dé'supressﬁo de laglo
Tal fato porém, fol observado somente a concentragoes de
GMP acima de 1072M(114).

N3ao existe até o presente momento, um mecanismo
preciso de acao desses supressores. Sabe-se que guanosina &
foto—degradada por 1O2 dando uréia, acido cianiirico, formil
uréia e o aglcar como produtos da oxidacdo deste nucleotide
0{53). Estes compostos foran também identificados pox de
Mello (94), através de andlise cromatografica dos produtos
da foto-degradagdao de guanosina durante © tratamento com ©
sistema Acido indol-3—acético(IAA)/HRP/O,.

No caso de histidina, os produtos de foto—-oxi-
dac3o ndo foram identificados. Experimentos feitos com com=
postos modelo, sugerem a formagao de intermediarios dioxeta
nos ou endoperdxidos (74).

Manitol e benzoato, ambos supressores de OoH*
(item IIT.5, pag. 23 ), fornecem uma boa protegao enzimati-~
ca, ressaltando-se agui, que o efeito provocade por benzoa-

to estd associado a um ligeiro efeito estabilizante da enzi

ma(26) (Tabela 1, pag. 45 ).

2-
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Os estudos com SOD e catalase foram feitos con
o intuito de analisarmos a presenca de Og e H,0, através de
supressao enzimatica.
Observa-se que, no caso de SOD. © efeito & enl
nentemente enzimdtico, pois apbs a desnaturagao (processo

no gual sua atividade enzimdtica & perdidal, SOD nao produz

qualguer efeito de protegao contra O anion superéxido(()é ).

No caso de catalase, a diferenca entre as oY=
centagens de proteg:’é’to da enzima nativa € desnaturada, sugew
re uma ligeira produgac de H,0, € ta.mbé-m ama inespecifica
protegao pox proteina.

Utilizando~-se Eosina COMO sensibilizadoxr para
o mesmo sistema, obse rvamos somente protegdo por histidina
e guanosina (Tab. 2, p9g. 46 ). Este Gltimo, COMO IO caso de
MeB, mostrou-se nais efetivo.

N3c foi necessario neste caso, fazermos um
teste com S0D desnaturada, pois a mesha na forma nativa,nao
ofereceu gualguer protegé'o ao sistema.

as difexengas nas porcéntagens de inativacao
enzimatica obtidas com catalase nativa e desnaturada, nao
foram significativas, sendo atribuidas aos desvios normals
entre uma ¢ outra preparacao.

para maiores evidéncias de participagao de
lAgloz em ambos 0S PIrocesSsOSy foram feitos estudos com oxi
do de deutério(Dzo);

A partir da Tab. 3, pg.47 , podemos observar
tanto para MeB como para fosina, uma malor porcentagen de
inaﬁivagéo enzimitica, a medida gque cubstitufmos © tampao

aguoso por deuterado.
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Merckel e col.{118 , medindo a eficiéncia de
foto—oxidacio de DPBF numa mistura de D,0-CD3-OD, mostra =
ram que esta era dez vezes malor quando comparada a mistu-
ra HEO—CH3—OH. Tal fato foi atribuido a um aumento na vida
média de lﬁgloz gerado neste sistema, em meio deuterado.

Devido a complexidade do sistema utilizado pa
ra estes estudos, parece razoavel o fato de naoc ter cbtido
um aumentc de mesma dimensao. Tal aumento, també@m nao &
observado numa série de outros experimentos com sistemas
contendo principalmente proteina3(53,64,i19 e

Segundo Foote(120), o aumento da vida-média
de -1Ag102 em D,0, pode variar entre 1,0 e um maximo. A ex-

pressao real para o efeito de D,0 & :

H

Ty _ kd' + ka iAI
D
Iy kd + ka ‘AI
onde 1 = velocidade da reagao em D,0 e H,0,
kd= constante de velocidade de decaimento de lAgloz

em DZO e Hzo, e

k¥ = constante de velocidade de l& lO

a g 22 com o aceptor A,

Se k_ lAI for pequeno, obtém-se um miximo de e
feito em D20 ; gquando este termo for grande, a razao se
torna igual a 1,0.

Portanto, o comportamento do sistema em Dzo,dgz_
pende inteiramente se kd ou ka A sao limitantes da vida-mé_

i, 1

dia de Ag 02. Este estudo cinético, torna-se bastante com-
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plicado num sistema heterogéneo como € o caso.

Observa—-se que a razao entre as porcentagens de
inativagdo em D,0 e H,0 & um pouco maior no caso de MeB. Es

te fato, a primeira vista, parece contraditdrio visto que ,

1

no caso de Eosina, temos produgdo especifica de }'Ag o] o

2!
gque poderia ccasionar uma maior variagac ao estudarmos o
sistema em tampao deuterado. Contudo, da literatura, temos

gue 3

9 1 -1

kq {MeB) 3,0 x 100 M s Ref.l21

it

9 1.-1

kq (Bos) = 1,0 x 10° M s ref.122
onde kq & a constante de velocidade para a supressao do tri

plete ‘do sensibilizador por 0, .
Observe que o triplete de MeB & mais eficiente

mente suprimido por O, que O triplete de Eosina. Além disso

1 1

estudos de eficiéncia de produgao de ]'Ag 0,( ¢70,) com va -

rios sensibilizadores nos indicam que :

i
<
U1
B

¢ O2 (MeB) Ref.123

&0 (Eos)

it
]
-~
»
W

Ref.l24

1

Observa—se que <I>102(MeB) > & OZ(Eosina) , con -

firmando mais uma vez, OS resultados obtidos em nossos estu

dos. Corrigindo-se entao, ambas as razoes em termos de efi-

1Aglo { @102) (Tab. 8), temos :

ciéncia de produgac de 5
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Tab. 8 - Efeitos de D,0 na atividade de X-0 corrigidos para

olo,.
1520/330 'Dzo/HZO(corrigido)a
MeB 1,84 ‘ 3,53
Eosina 1,50 3,50

a) A corregdo para as razdes D,0/H,0 fot efetuada,dividindo

se ambos os valores pelas respectivas eficiéncias de pro
~ 1, 1 1 .
dugao de Ag 0, (270,)

£ importante observarmos também que, as varia-
¢oes na porcentagem de inativacgao enzimidtica introduzidas
pela éqbstituigﬁo do tampao aquoso: por deuterado, conside-
ra tao somente, a presenga de lAglO2 no meio de reagac. De-
ve-se levar em conta que, no.caso de foto-sensibilizagao
por MeB, outras espécies ativas de oxigénio estao envolvi -
das .

Os resultados obtidos com ¢ uso de D20r junta-
mente com os estudos de supresséo, nos fornecem portanto ,
fortes evidéncias da participacgao de lAgloz na foto-inativa
cdo de X-O sensibilizada por MeB e por Eosina.

Surge entdo uma outra questao : Porque, utili-

zando—-se MeB como sensibilizador, temos a producao de lA 1O

g 2’
OH"® H202 e Oé ao passo que, com Eosina temos produgao es
1

ey 1 s
pecifica de Ag 0, ?



Vamos entdo, rever duas etapas do mecanismo de

foto—sensibilizagao :

3 3

Sens + 1

O2 m,?Sens + 02

BSens + 3

By el

0, —_,Senst + ©

{transf. de energia)

(transf. de elé&trons)

Ambos os sensibilizadores preenchem a condicao

primeira para que a transferdéncia de energia do sensibiliza

dor +triplete (3sens) para o oxigénio molecular(0,} possa se

efetuar. Inicialmente, para que possamos formar 1&

1
g C)2 jelsks

transferéncia de energia, o sensibilizador utilizado devera

ter uma energia triplete ( ET ) acima de 22,6 Kcal/mol (enex

gia requerida para excitar o oxigénio no estado fundamental

para oxigénio singlete).

Tabela ¢ - Valores de Energia Triplete {B‘T) {Keal/mol)
22, 1 .
A B
g O2 Eosina Me

Podemos observar através da Tab. 9 gue, ambos

os sensibilizadore, obedecem tal condigﬁo, sendo portanto e

fetivos guanto ao processo de transferéncia de energia.
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No processo de transferéncia de elétrons, fs)
sensibilizador triplete funciona comG um agente redutor de

Oy, portanto se oxidando.

Tabela 10 - Potencial de Ozidagao (Volts)

Eosina MeB
H,O - 1,70%64) 0,011 128
MeOH /KC1 0,99 (122 >1,10(129)

Observa-se pela TablC que, MeB tem um potenci
al de.oxidagao maior gue Eosina, sendo portanto um melhox
redutor de 02.

Sequndo Kepka e Grossweiner(64}, a transferén-
cia de elétrons de Eosina triplete para O, OCOXre em mM2Nos
gue 1% das colistes desativantes de 02 com EosT , explican-
do portanto, sua baixa eficiéncia na produgao de Oz .

0 sensibilizador triplete, pode também intera-
gir com um substrato redutor { RH ocu R }, originando radi -
cals gue iniciam uma série de reagSes. Este processo, embo-
ra poucc eficiente em comparagao com os processos de trans-
ferénecia de energia e de elétrons para 02, pode levar inclu
sive a formagao de Og (62 ).

O pH & também um fator muito importante no pro

cesso de foto-sensibilizagdo pois, as propriedades fisicas

. -, .~y . P T
e gquimicas das especies lonicas envolvidas no equilibrio



.79,

acido-base para os estados tripletes de corantes, sao muito
difexentés.

Para MeB, p.ex., a vida média das espécies tri
pletes acida (3BMH2+) e basica (3BM%) diferem por um fator
de 20 (123). Sendo assim, é logico pensar que a velocidade
de producao de 1&9102 tambdm varie em funcao do pH. Observe
pela Tab. 11 gue, a sSupressao por 0, & mais eficiente para

BM* do que para BMHz+

Tabela 11 ~ Constante de velocidade de supressao dos estados

tripletes de MeB por 02(123).

0, (v 171 pH
3pmt 2,6 x 10° 8,5
3pmm et 1,3 x 10° 3,0

Bonneau e col.(123), estudando a foto-oxidagao
de triptofano sensibilizada por MeB, demonstraram que & pPro
ducao de lAglo2 & aproximadamente 5 vezes mais eficiente em
meio basico do gue em meio acido.

Dessa forma, o valor de pH 7,8 para irradiacao
foto-sensibilizada por MeB foi escolhido, em virtude de ser
o valor 6timo de pH para o ensaio de atividade enzimitica.

Experimentos feitos com fluoresceina(130}, de

monstram que a pH 5,5, se obtdm a molécula neutra, sendo as

formas aniodnica e catidnica obtidas somente a extremos de
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de pH (12 e 1, respectivamente). Medidas de rendimento de
fluorescéncia, mostraram que este era menor para a molécu-
la neutra de fluorescefna, do que para as formas anidnica
e catidnica.

Ja gque no mecanismo de foto-sensibilizacgao, a
espécie triplete do corante € importante, é necessario tra
palhar com a forma gue mais favoreca o cruzamento inter-sis
temas, a fim de ter a maxima produgido possivel de tal espé
cie.

Para Eosina({tetra-bromo fluoresceina), este
processo & ainda mais favorecido pela presenga de atomos pe
sados na moléecula. De fato, a pH 6,2, temos um ninimo de
fluorescéncia deste corante{64), raz%o.pela qual, este va-
lor foi escolhido para irradiagao foto-sensibilizada por
Eosina.

Verificamos portanto gque X-0 pode ser inativa-
da por lAgloz, OH®, H,0, e 05 num sistema foto-sensibili-
zado po} MeB, ac passo gue a mesma enzima € inativada somen
te por lﬁgloz, num sistema foto-sensibilizado por Eosina.

Essas espécies ativas de oxigénio se encontram_
inter-relacionandas por diversas maneiras, funcionando ora
como produto, ora como reagente. OH" produzido através da

reagao de Haber-Weiss(Egq.1) & usado na Eg.2 como reagente:

+ H.O. =~ OH  + OH® + O

205 Eg.l

N el

2

+ OH' ———— OH  + 0 Eq.2

Do
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-

Assim como a dismutacgao de Oé pode ser relaci

onada com a produciao de oxigdnio singlete pelas Egqs. 2 e 3.

N + 1
202 4 2 H ._--—ngzO‘2 + O Egq. 3

Observa-se gue na Eq. 3, & produzido H,0, que

funciona como reagente para a Egq. 1 e 4, sendc esta ultima,

geradora de O, .

N +
5 + H Eg.4

Qu’ + H202 S — HEO + O

Portanto, guando se trata de um sistema comple
xo como & o caso da foto-sensibilizagao por MeB, nac pode -
nos atribuir a nenhuma dessas espécies ativas de oxigénio
o papel de principal responsavel pela foto-inativagao de
%¥—0. Os efeitos obsexrvados, se constituem assim, numa soma
de contribuigoes das varias espécies envolvidas.

Logo, Eosina, mostrou-se um modelo foto-guimi-
co excelente para comparagao com sistemas bioldgices gerado

res de oxigénio singlete.
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1T ~ SISTEMA MALONALDEIDO

Vimos anteriormente que o sistema malonaldeido

lA'l

& um sistema enzimitico produtor especifico de g 0,(95) .

Estudando—-se o poder de supressao de X-0 pela

1

emissio fotdnica atribuida a 1Ag o, gerado neste sistema ,

obtivemos um K__ = 5,0 x 107 M1 (Fig. 3, pg.49 ).

Embora a maloria dos supressoxes conhecidos
possuam um K_, da ordem de 107 - 10° M 1( 62), proteinas em
geral, suplantam esse valor. Fitocromo, p.exX., suprime a
quiﬂdfosforescéncia de acetonas tripletés com uma constante
de velocidade de transferéncia de energia (kET) da ordem de

1012 Mfls-l(131). Isto nos fornece um valor de KSV=2,2 X 107

Mt , considerando-se T(loz} = 2,0 x 107% ¢ (em H,0) .

‘ 0 valor de K/ obtido para X-0O, nos indica seu
forte poder de supressao. Provavelmente, certos amino-aci -
dos_de X-~0, em particular histidina, estariam reagindoc com
102 gerado neste sistema, ocasionando supressao quimica des
ta espécie.

Em seguida, X-O e histidina, foram utilizadas
em conjunto, num experimento envolvendo técnica de estado
estacionirio (Ver apéndicel , pg. 93). Partindo-se do pon-

7

to gue, tanto X-0O (KS = 5,0 x 10 M_l) e histidina ( st =

v
8,7 x 102 M—l(95)) suprimem 102 efetivamente, foi de inte -
resse investigar se havia competigao por este intermediario
comum.

Observamos atravds das Fig. 4 e 5{ pgs.51,52 )

(método guimiluminescente) e Fig. 6 {(pg.53) (método fluorimé

trico), que os coeficientes lineares das curvas obtidas sao
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idénticos e iguais a 1 . Cabe evidenciarmos agui, a bhoa cor
relacao existente entre ambos os métodos de analise, cuja’
veri ficacao pode ser feita em termos dos coeficientes angu-

lares das retas obtidas pelos dois métodos (Tab. 12}.

Tabela 12 -~ Valores de coeficientes angulares (o)

{histidinal Método quimiluminescente Método fluorimétrico
(a) {a)

0,33 x 1077 1,58 x 1070 1,11 x 10°°

10,0 x 10774 0,71 x 107° 0,50 x 1078

A coincid&ncia no coeficiente linear & diagndsg
tico de oxigénio singlete gerado, usando-se SUpressores es-—
pecificos{ 62).

Estes resultados nos indicam que X-O e histidi
na, competem por lAg}‘Oz produzido tanto enzimaticamente (a-
travdés do sistema malonaldeido), quanto foto-sensibilizada-

mente {usando Eosina como sensibilizador).
I1I.1 - Efeitos de malonaldeido sobre X-0

Atravds da Tab. 4, pag. 55 , observamos que ma
lonaldefdo incubado com X-0, causa um pronunciado efeito em
sua atividade enzimdtica. A observagao deste fato, se cons-
titui num grave proble ma pois, se um dos participantes do
sistema, causa tamanho efeito sobre a enzima, nao podemos a

valiar ¢ efeito provocado porx ]“Ag,]"o2 gerado neste sistema.
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Tentamos entao, investigar tal efeito com ©
cbjetivo de verificar se o mesmo poderia de uma forma ou
de ocutra, ser eliminado.

Inicialmente, pensamos tratar-se de interagoes
fracas de malonaldeido com o sitio ative da enzima, sendo
ent3o tal efeito, eliminado apds dialise prolongada. Os re-
sultados obtidos com o sistema dialisado (Tab. 3, pg.56 )nao
confirmam de todo esta hipdtese.

Observa—-se uma diferenca de 34,3% na porcenta-
gem de inativagao enzimatica entre a preparagao de malonal-
defido + X-0 antes e apds didlise. Essa diferenca & de 39,5%
no caso do sistema total submetido ao mesmo tratamento. Is-
to nos sugere que uma pequena fragdo de malonaldeido estari
a interagindo com a enzima através de ligagoes fracas, po-
dendo portanto, ser eliminada quando submetida a diélise.Pg
rém, a margem de inativagao enzimatica obtida mesmo apds es
se tratamento, foi consideravelmente alta, indicando gue um
outro tipo de modificacdo mais drastica estaria ocorrendo.

Fizemos -.entdo, estudos de velocidade de consu-
mo de oxigénio e emissao quimiluminescente, com © objetivo
de verificar se, a exemplo de acetaldeido, malonaldeido po-
deria atuar como substrato para X-0.

Os resultados obtidos pela observagao das Figs.
11 e 12, pags.62 e 63 , nos indicam que tal proposta nac foi
confirmada, haja visto que, nem a velocidade de consumo de
oxigénio, nem a emissao quimiluminescente de malonaldeido ,
foram alteradas significativamente pela adicao de X-O.

Uma andlise prévia, em termos de modificagoes

espectrais, nos revelou que malonaldeido nao afeta a fluo -
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rescéncia do substrato AHP, Na Fig. 7, pg.58 , temos a dis=-
tribuicio espectral de X-O antes e apds incubagao com malo-
naldeldo. Observa-se no ultimo caso, o desaparecimento dos
picos na regiao de 300 a 350 nm, indicativos da parte pro -
teica da enzima.

0 pico a 468 nm, correspondente i parte flavi-
nica da enzima, nio mostrou alteragdes nem mesmo quanto a |
intensidade. Baseando—se neste dado, analisamos a fluores -
céncia da parte flavinica e da parte proteica, com O intui-
to de verificar se havia ou.nao ocorridu.alteragaes.

A Fig. 9, pg. 60, nos mostra que apbs a incuba
cado com malonaldeido, a fluorescéncia de flavina & mais in-
tensa, nos sugerindo gue este residuo estaria de uma forma
ou de outra , mais livre.

Os experimentos feitos por Chio e Tappel(99) ,
com RNase incubada com malonaldeido, nos dao evidéncias de
formagao de bases de Schiff derivadas de amino-acidos. Se-
gundo esses autores, essas bases de schiff fluorescem em SO
lucdo aguosa com um maximo de excitagdo a 400nm e emissdo a
460 nm.

Na Fig. 10, pg.6l , temos O espectro de emissao
de fluorescéncia ( com 3 exc:400 am) de X~0 antes e apbs in
cubagdo com malonaldeido. Observa-se um nitido aumento na in
tensidade de fluorescéncia a 460 nm para este tltimo caso .
sugerindo possivel forwagéo de bases de Schiff, como postula
do por Chio e Tappel (100).

Estes resultados, juntamente com OS obtidos nas
Figs. 8 e 9, pgs.5%9e 60, nos sugerem que malonaldeido ao

ser incubadc com X-0O, origina possivelmente a formagao de



.86'

bases cdle Schiff derivadas de amino-acidos com terminal NH- ,
deixando o residuo flavinico numa forma mais livre tal gque ,
sua intensidade de fluorescéncia aumente.

Sendo assim, conforme proposigao feita por
Chio e Tappel(100), é possivel que a enzima se torne inativa
devido a um processo de reticulagao inter- e intra-molecular
via bases de Schiff produzidas na reacio com malonaldeido
(pg. 25 ) -

Estes resultados nao invalidam OS resultados
obtidos pelo método guimiluminescente pois, no ?rimeiro caso,
temos interacdes que ocorrem sob incubag§§ prolongada dos re
agentes ao passo que, no segundo caso, & reagaoc & processada

em poucos sequndos.
111 - SISTEMA ACIDO FOLICO

Em virtude dos resultados obtidos com malonal-
deido, tornou-se necessario o estudo de unm outro sistema bioe

nergizado, produtor de lA lO

g 27

Uma andlise prévia, mostrou gque O efeito exer-—
cido pelos diferentes componentes do sistema na atividade en-
zimatica, foi insignificante em relacdao ao efeito provocado
pelo sistema total.

Segundo Inocentinni(96), a oxidagdo do acidoe
folico neste sistema, &€ acompanhada de foto-emissao que foli a
tribuida & formagao de lAglo2 , evidenciada por supressores

= - -, » *

especificos para esta espécie. Nesta mesma pesguisa, foi estu
dado o efeito do sistema acido folico sobre %-0, através de
cinética de consumo do substrato Xantina pela enzina.

rPara confirmarmos a inativagao enzimatica efe-

tuada por 1Ag102, submeteu-se o sistema a dialise prolongada
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por 22 horas, a fim de eliminarmos a contaminagao por outros
componentes do sistema.

Para ¢ sistema nao dialisado {Tab.6,pg. 65} ,con-
sideramos os efeitos provocados pelos diferentes componentes
do sistema enzimatico na atividade de X-O. A porcentagem de
inativagéo poxr lf_\glo2 (66,6%) seria portanto, a diferenga en
tre a porcentagem de inativagéo provocada pelo sistema total
(87,8%) e a porcentagem de inativagao provocada pelos dife -
rentes constituintes do sistema(21,2%).

Ao submetermos o sistema total & didlise, obtive
mos uma redugcac na porcentagem de inativacao. Isto se deve a
eliminacac de possiveis tragos de pterin-6-aldeido {ja gue a
inibicao exercida por este composto sobre a enzima & reversi
vel, e eliminada apds dialise(96)), e também de componentes
do sistema enzimatico de baixo peso molecular, tais como
Mn+2 e glutationa. Catalase e HRP, devido a seu alto peso mO
tecular (200.000 e £0.000 respectivamente) , nao foram elimi-
nadas ap6s didlise, resultando portanto, em 9,8% de inativa-
gao enzimatica. Considerando-se este fato, obtivemos 69,2%
de inativacdo enzimdtica atribulda a lﬂgloz.

paseando~—se nas porcentagens de inativagao de
%~0 obtidas com o sistema Acido folico antes e apds dialise
(Tab. 6, pg. 65}, obtivemos um efeito inativador de 68,0% a-
tribuido a lAglOZ.

Ao efetuarmos o estudo com SUpressores especifi-~

cos de 1Aglo

o7 observa-se que guanosina(5 mM) oferece uma pe
gquena protegao ao sistema, aumentando para 26,5% (Tab.6, pag.
65 ), no caso de aumentarmos sua concentracao para 20 mM.

porém, quando esta (ltima concentragao & dobrada, nac mais

se observa este efeito protetor.
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Este mesmo efeito foi observado para bilirrubi
na; esta, nao protege X-0 da agao de 1Ag102. Este resultado
concorda com Os experimentos feitos por Inocentinni (96) .

Nestes dois casos, & suposto que um dos produ-
tos resultantes da foto—oxidagéo de bilirrubina e guanosina,
ap6s reagirem com oxigénio singlete, estejam no estado ele-
tronicamente excitado, contribuindo igualmente para inativa
¢ao enzimatica(?6) {Esguema 9). E possivel que isto acontega
pois, os intermedidrios podem ser 1,2-dioxetanos que, por
gquebras térmicas, geram grupos carbonilas excitadas (85 Kcal/

mol} no estado triplete. ( 93).
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1V - X-0 DO SORO SANGUINEO

0s resul tados obtidos com X-O do soro sanguineo
de individuos normais e portadores de cancer pelo m&todo
desenvolvido nesta tése, embora preliminares, mostraram -se
concordantes com os Ffatos discutidos anteriormente (item V
pg.67 ).

Em virtudes de problemas de obtengao do sangue,
foram testadas apenas duas amostras de soro de individuos
normais e duas amostras de portadores de cancer(Fig. 13, pg.
68 ).

Contudc, esses experimentos preliminares, ROS
permitiram observar uma diferencga bastante pronunciada na ¢
missio do sistema soro/acetaldelido/tampdo carbonate de paci
entes portadores de cancer em relagdo aos normais. A ativi-
déde de ¥~0 no soroc (confirmada pelo uso de Alopurinol ,mos-
trando que a atividade medida era devido a X-0) se mostrou
significativamente menor no caso de pacientes com cancer(Ta
bela 7, pg.70 ). |

Conside rando-se esses prévios resultados como
bastante promissores, evidencia-se aqui, a necessidade de
uma série muito maior de testes pois, se comprovado, cons-
tituir-se~4 num m8todo simples e répido de an3dlise, que em
muito contribuird para o campo de detecgao precoce do cancer
apoiando assim, OS meStodos desenvolvidos por nosso grupo nes

ta area.

1

Esta experiéncia indica que, uma vez queé a ati-
vidade de &cido f6lico oxidase & aumertada em cincer, e por

conseguinte a geragao de oxigénio singlete & maior(132),po-
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T — CALCULO DE Ko

0 valor de st de um determinado supressoxr nos
43 uma iddia de sua eficiénecia na supressao de energia de
espé&cies excitadas geradas num determinado sistema. Deste
modo, fazendo-se a cinética de emissac de um sistema e adi-
cionando-se a cada medida, uma concentragac gradativamente

maior de supressor, obteremos o seguinte grafico :

INTENSIDADE

TEMPO
Fig. 1 - Cinética de emissdo em presenga de

supressores.

onde Io' Il" I;3 e I3, representam as intensidades maximas sem
e com supressor, observando-se que Ql < Q < Qy -

Analisando-se ent3o a equagdo de Stern-Volmer ,

para um sSupres s01

"

1, - 1+ kg9l Eq. 1

Ig

= ; ~ 0 = :
onde kq & a constante de velocidade de supressao e T € & Vi~

da média da espécie emissora.
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0 produto kq':,o & designado também por K  {cons-
tante de Stern-Volmer) . Seu valor portanto, pode ser determi

nado através do grafico mostrado abaixo :

1

]

Fig. 2 - Grdfico Stern-Volmer para o efeito de

supressgo da emissao

Como se trata de uma equagdo do 19 grau, o gra-
fico obtido & uma reta, com coeficiente linear igual a 1, e

coeficiente angular igual a kq'ro( ou Kg) -

IT — TECNICA DE ESTADO ESTACIONARIO

Esta tdcnica é muito utilizada para o estudo de
supressao de lO2 por competicao entre dois Supressores.

0 esquema 1, representa ura simplificagéio do es
quema total de reagoes envolvidas no processo de formagaoc e
supresséo de 102. Contudo, esses passos determinantes, tor -

nam-se suficientes para compreensao desta técnica.
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k
gensibilizador + hv + 02 ___.._9.._.3'02
1, % kg 3

O2 e O2 ( estado fundamental)
k

*

o, + @ 9. Yo, + Q"
k

1.* X

0, + o—= 9%
k

1.* a

02 b A e A02

ESQUEMA 1

ptilizando-se a equagao de estado estacionario,

podemos obter para este processo, 2 seguinte expressﬁo :

¢ kq * kr} lol + kg 1 1 Eq. 2

1 1
—————— =3 3= ——— R
1
lao,l [102l K, |al o,
ll { ~ 1
onde OZ" \A‘ e lQ‘ representam as concentragoes de O2 ge

rado, do aceptor € do sSupressor respectivamente. kq, kr' ka
e kdrséo as constantes de velocidade para supressao, reagao

- . ~ s 1
com Q, reagac cOm A, e decaimento n3o radiativo de 0, respeg

tivamente.

rratando-se do método bicenergizado \AOZ\ que

& a guantidade de produto, pode ser representado por IO—IA Q°
¥

Neste caso, Ig & a intensidade de emissao na auséncia de A €

Qo

A partir da Equagao 2, podemos tragar um grafico

de /I "I, o vs l/}A| , onde © coeficiente linear & igual a
¥

1/]102\ e o coeficiente angular igual a 1 (kq + kr) lQ‘ + kd )

2o, k

a
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[d=o0
[g)= X
: @= ¥

10 - !A,Q

1

(]
Fig. 3 - Grafico duplo reciproco para 0 efeito

competitivo de dois supressores.

Se 0s supressores utilizados forem especificos
para lO2 e, se os coeficientes lineares das retas obtidas pa
ra cada concentragac de Q forem 1d§nticos,.pode~se dizer que
a espécie excitada envolvida no processo & l02. Este fato le

va ainda a conclulr que, A e Q competem por um intermediario

comut.
Ao multiplicar a Eq. 2 poY \lozL obtém-se
l .
l 2‘ 1+ (qu+ kr)IQ‘ + kd 1 Eq. 3
|20, K, Ial

considerando-se |102\z I, e 1A02\= Io_IA,Q ¢ PO
de-se tragar um grafico de'IO/IOwIA’Q vs 1/|a] , cuja re =
presentagao serd uma reta de coeficiente angular igual - a
((k + k )lQ\ + kd)/k e coeficiente linear igual a 1.

portanto, para cada concentragao de Q, somente

o coeficiente angular ird variar.
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1

TAT

FPig. 4 -~ Grafico de cinética de estado estacionario

para o efeito competitivo de dois supressores.



APENDICE II
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X=Y=H FLUORESCEINA

X =Br Y=H EOSINA

X=1 Y=H ERITROSINA B

X=I Y=Ci ROSA BENGALA
OH

N H
HISTIDINA ALOPURINOL
H O
HN/J\NH
. . Ol\N/LO
(CH32N = S N(CHy)o N
AZUL DE METHILENOQ ACIDO CIANL:!R!CO
NH NH-CHG
o=¢’ ° 0=c
~ -
NH2 NH2

UREIA FORMIL UREIA
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