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RESUMO

A incubagac de 2-metilpropanal em tampao sa
turado com ar causa uma reagao de oxidagac iniciada pela forma-
cac de composto-~l de peroxidase (HRP-I) e HRP-1I para produzir
acetona no estado excitado e dcido f6rmicc. O pH "dtimo" é ao
redor de 7,0e o K & 40% & 30 mM. Experimentos na presenga e
na auséneia de Iong metalicos sugerem que a peroxidase usa tra-
gos de H,0, gerado durante a incubagao, para a formagaoc de
HRP-T. Aparentemente em HRP-I e HRP-IT o sitio de ligagao do
substrato estd ocupado por espécies fortemente ligadas as guals
cianeto (10 mM) e azoteto (10 wmM) nado podem deslocar. A nio 1i
nearidade de resposta para concentragoes superiores a 2,2 M
de peroxidase € a razao kHA"‘ 5./% . indicam uma eficiéncia

504 HPO
de catalise relacionada com enolizagao de cetonas.

As modificacOes estruturais do DNA  depols
do tratamento com acetona triplete gerada pelo sistema Z-metil-
prepamal/peroxidase/éz foram estudadas, usando-se térbio (III},
acridina laranja ¢ proflavina como sondas fluorescentes. 0s re-
sultados mostraram que os sitios do DNA contendo AT-GC e/ou
GC=-GC foram modificados e que regioces de fita sim@léé foram for
madas. O espectro de dicroismo circular de acridina laranija
na presencga de DNA submetido ao gistema enzimatico, corrobora
esses efeitos. Provavelmente tais alteragoes estariam relacio-
nadas com a formagao de adutos de pirimidina e/ou alteragoes na

cadeia aglcar-fosfato.



ABSTRACT

Incubation of 2-methylpropanal Cin air
saturated buffer causes an oxidation reaction initiated by the
formation of peroxidase compound-~I (HRP~I) and then HRP-IL to
pro&ucé‘aceton@ in its excited state and formic acid. The

optimun pH is arcund 7,0 and K, is 30 mM at 40°C. Experimentsin

M
the presence and absence of metal ions suggested that peroxida-
se uses the traces of H202 generated during the incubation for
generation of HRP~I, A@pa;s:'ently in HRP-T and HRP-TII tne binding
site is occupied by a tightly coordinated species in which
cyanide (10 mM) and azide (10 mM) are unable to displace. Non
linearity of response with peroxidase concentration over 2,2 uM
and the ratio of k /k indicate that such catalytic

HASO 2™  HPO,2™
involvement is conceivable for ketone enolization.

Structural modifications of DNA after treatment

with triplet acetone generated by 2-methylpropanal/peroxidase/
Oé system were studied by using terbium (III), acridine orange
and proflavine as fluorescent probes. These results showed
that AT~GC and/or GC-GC sites in DNA were modified, and that
single strand regions were formed. Circular dichrofém (Cn) of
acridine orange in the presence of modified DNA corrcborated

these effectg. Probably these alterations are related to
pyrimidines adducts and/or modifications in the sugar-phosphate

bond,



RESUMO
ABSTRACTS

TNDICE

TNTRODUCED vt vneevnnerevasonansassmnosncenaconenansas

T. INTRODUCAD ettt ernonnonuncsoscoenvonnsoresns

ITI. BEBSTADDS EXCITADOS .o eisaeevonnnnescansonrunensas

rr.l

Ir.2

Consideragoes gerals ..ooeeovesssonsssoens
Formagao de estados excitados ...oveevons
I11.2.1 Formacao de estados excitados por

reacoes qUImicas ..oeriaeanaasanse

£

@

I7.2.1.1 ReacOes de transferéncia de

ClebToNS cececvaosvansose s

T1.2.1.2 Reacdes de autoxidagao en-

volvendo radicais perdxidos

IT.2.1.3 Reagoes via dioxetanos

11.2.2 Formagao de estados excitados por

transferéncia de energia .......

FTITIT. ESTADOS EXCITADOS CGERADOS ENZIMATICAMENTE ».5..

ITr.1

ITI.2

IIT.3

Sistemnas bhioluninescentesS .. .ocssoscossnne

Sistemas bioldgicos nao luminescentes ...

I171.2.1 Yransferéncia de energia para biomo

-
leculas . unee esensossvasoncosaoss

Deteccao de estados excitados em sistewmas

BiolOgiCOS weuvmneonnevorcnsonovannosnsss

IV, FOTOQUIMICA DO DNA v ueveveosacacsavensnononssss

19

DesgaxirribhOS8S8 & .esesossnsvsronossocanass

"

"

&

@

"

£y

Pag.

73

L5

O

-

12

12

17

19



Yuf .

VI.

PARTE
L.
iT.

11,

4.

DETECC
V.1

V.2

OBJETIL

EXPERI

DROGAS

Bases purinicas ...vveeocsvnssns
Bases pirimidinicas ....oocenevn
3.1 Reagoes unimoleculares .....

3.1.1 Hidratagac +ceveeeee.

3.1.2 Oxidagao e Redugao .

3.2 Reacgoes bimoleculares ......
Quebras na cadeia acgucar-fosfato

A0 DE ALTERACOES NG DNA ........

Método de sondas fluorescentes .

DicroTaemo clrCUlar o.eeeeoessone

VO DA TESE i ieescsnsvanssanans

WNTAL @ 2 8 & & @ & W ¥ ® B S € 3 b O ¥ ¥ I G D& B

2 B 0 0 0 B & B oW G E B D K T A B S B G D E OB A RN H A BN

BEQUIPAMENTOL .. covreanosscnossnssnnnscsns

METODO
ITI. 1

I1T.2

I11.3

I1T.4

ITT.5

I11.6

o
v} 4 B s 6 & % 8 B DS ® M B WS BB B E B e S RO Y og b @ @

Preparacgao de solugoes .........

a8 e o

Preparacac de complexos con © DNA ..

ITI.2.1 Complexos de acridina larania

flavina com DNA ... .. o0

ITI.2.2 Complexos de Tb3+ e DNA

Extragac de DNA de L. coli ....

8 8 4 9

@ e & &

o 8 &

“

e @

Identificacao de acetona no sistema Isobuti

. .
s O e 3 N

Calculo da elipticidade especifica cveeweus

Determinacao dos parametros cindticos .....

£

27

28

31

33

38

41

48

48

49



IV, RESULTADOS .. cucoesssovasnrvrsscesasnsnssassrasssa

TV,1l Cinética enzimitica ..veeveencanrsoassasanoosa

wv.l.1

Iv. 1.2

v.1l.3

Iv.1l.4

IV.1.5
IV.L.6
Iv.l.7

Iv.l. &

:{:V. l‘ 9

iv.i.loe

v.l.11

IV.2 Estudos

v.2. 1

wv.2.2

IV.2.3

iv.2.4

™

Bscolha das melhores condigdes para
o sistema 2-metilpropanal (2-MP) /
HRP / On  sevoveroennanossananssasns

Variagao da concentragao de 2-metil-
propanal (2-MP} ....ccieccoosansoans
Variagao da concentragac de HRP ....

Influéncia da temperatura sobre a

velocidade de consumo de Op  eevenen

Determinagao de V

B e B BB B SR

max & KM

Determinagdo da energia de ativagao.
Efeito de inibidores .....eesesueens
Efeito do pH sobre a reagho enzima-
tica I
Ffeito do tampaoc arseniat .....c...
Bstudo com o substrato isobutiril-

COENZIME B us esecacreasoassaenonnss

Efeito de perdxido de hidrogénio ...

com 0 DNA ee essoosncensssasasnsssans

Efeito do ion prata sobre a fluores-

R

céncia doe AL e PF . .usevoovascnannon

Efeito do lon prata sobre os comple-
wos de DNA/PF ¢ DHNA/AL .. eeevensnss

Complexos de DNA e Th{III} ..c..0a.

Modidas de dicroismo circular ......

52

i
(g

65

66

68

70

71

71

74

T

75



DISCUSSAOD

o & ® & @ € B B B D B A W K W B B U # AW

T. ESTUDO CINETICO .v.veeessoea

LI, EsTUDO COM O

IT.1

I1.2

DA

Discrolsmno

Estudos

da

¢« B a8 o R B R B

circular .

flucrescencia

CONCLUSOES & eccusonorovsscssonnuos

PRPOPOSTAS PARA FUTUROS ESTUDOS ..

APENDICE I .

APENDICE IT
APENDICE IIIX

REFERENCIAS

@ B B8 5 & @

® 8 ¢ o #

LR ]

LI I

o

. ®

. ®

)

Pag.
1
g1
89
89
93

100

101

107

109



INTRODUGZAO

I. TINTRODUCAO

A exposicao de bactérias a radiagao ultravig
leta (UV), provoca uma série de efeitos, abrangendo inativagao,
mutacio e até mesmo a morte. Dos componentes celulares, o acido
desoxirribonucleicoe (DNA), & o principal cromdforec da radiagao
UV e sabe-se que ao ser absorvida, esta leva a formacao de esta
dos excitados. Portanto, podemos dizer gque os estados excita-
dos formados nessa macromolécula por absorgac de luz UV, sao os

responsaveis pelos efeitos observados.

Mas nem so por absorcao de luz se formam es-
tados excitados, como veremos, Dos estudos sobre bicluminescén-
cia, iniciados ha cerca de vinte anos atraés, constatou-se que
espécies excitadas poderiam ser formadas durante reagoes enzi-
maticas nos seres vivos, tal como nos organismos luminescentes ,
mas para outros fins que nao o de emitir luz. Unma possibilida-
de & gue estejam envoividas em fendmenos relacionados com muta-
¢cao espontanea e carcinogénese, que como se sabe, nac necessitam
de exposicao & luz UV para ocorrerem. Esse & contudo, um campo
gque comega a ser investigado. Nesse particular, o“ DA deve
também desempenhar um papel importante, uma vez gue estd intima~
mente ligado aos processos de reprodugac celular. Se foram cong
tatadas modificacgtes em sua estrutura como consequéncia da agao
de espécies excitadas formadas durante reagdes enzimiticas, mais
um caminho estaria aberto para a compreensac dos varios proces
so0s patoldgicos relacionados com cancer desenvelvidos nos seres

humanos.



IT. ESTADOS EXCITADOS

II.1 Consideracoes gerais

Quando uma molé&cula possue uma banda de
absorgao wma regiao visivel ou UV, um foton de apropriada enerx
gia ou comprimento de onda correspondente a absorgao, pode cau-
sar uma transicado eletrdnica. Isto usualmente envolve promogao
de um eletron de um orbital ligante ou nao~ligante, para um or-

bital anti-ligante.

0 estado excitado possue entao, dois ele-
trons em orbitais diferentes (eletrons degemparelhados). Se o8
eletrons estiverem com spins opoestos, o estado excitado serd

singlete e com spins paralelos, triplete (Figura 1).

Como o estado fundemental da maioria das mo
ldculas tém os eletrons pareados (estado singlete), os estados
excitados resultantes da absorgac de um foton serao guase sem-
pre singlete, pois as regras de selecao favorecem a conserva -
cao de spin. Uma vez gue a molécula esteja no estado excitado,
& possivel que haja inversao de spin (conhecido como cruza-
mento intersistemal, !produzindo o estado excitado triplete. O
estado triplete tem energia menor gque o estado singlete cor-
respondente, devido & natureza repulsiva da interagao spin-spin
entre os eletrons de mesmo spin. A desativagao &esteé estados
excitados pode se dar por varios processos competitivos ilus~

trados no diagrama de Jablonski (Dsquema 1}.
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ESQUEMA 1. Diagrama de Jablonski
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Como se pode observar, somente dois proces-
508 podem ser emissivos: Sy SO e Ty To. Nao & comum ocor
rer fosforescéneia em solucido aerada, devido a supressao pelo
oxigénio molecular de espécies triplete. Contudo, ja foi detec
tada fosforescéncia na presenga de oxigénio (1).

0Os estados excitados singlete tém em geral,

. T . . - : ”"5 "“9

vida média (1) muito curta em meio liguido (10 a 10 seyg) ao

passo que estados triplete tém vida mais longa (10“3 & alguns

segundos) (2).

I11.2 Formacao de Estados Excitades

Como vimos, a excitagfo eletrOnica pode
ser feita por irradiacgao (Equagéo 1Y. Contudo, estados excita
dog (representados por asterisco) podem se formar comoc conse-
gquéncia de uma reacao guimica (Equagao 2) ou ainda por trans-
feréneia de energia de uma molécula para outra no estado funde

mental (Equagao 3).

A — A" Eq.1
=S
Reagentes ——> Produfo Eq.e

e — A + B¥ Eq.3
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IT.2.1 Formacdo de estados excitados por reacoes

quimicas
As reacoes quimicas que podem fornecer es-—
tados excitados s3o as reagoes envolvendo transferéncia de ele-

trons e clivagem de perdOxidos ciclicos e lineares.

I1.2.1.1 Reacoes de transferéncia de eletrons

Nas reagoes de transferéncia de eletrons,mo
léculas excitadas podem resultar da remogao de um eletron de um
dnion-radical (Esquema 2); da adicao de um eletron a um cation-
radical (Esquema 3) ou ainda de um aniquilamento cation=-anion.

(3).

o 3 3 i g
Metal

@éﬁOw@ 9

(Esquema 4)

Produtos
4W
hv
ESQUEMA 2
. —~ 3 o
FProdutos
Ru ed. +
R N Ru hy

ESQUEMA 3
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ESQUEMA 4

ARG wewenccsseh

e

Na maioria dos casos estudados, o estado ex
citado & emissivo, e o processo global constitui um exemplo de

quimiluminescéncia.

TT7.2.1.2 Reacoes de autoxidacao envolvendo

radicais peroxidos

JA sao bastante conhecidas na lite-
ratura, as reacOes de autoxidagdo de hidrocarbonetos e polime~

ros, envolvendo radicais peroxidos (4, 5) (Esgquema 5).

00" 0—0
N
2 ¢’ e N0 s V=04 0,
- \}* | R ?”l 7
Y o %~Hw@
l . e
1
ERN *
> ,=0+0z
ESQUEMA 5

Pela regra de conservagao de spin o 0, for
mado deve estar no estado singlete, ou alternativamente, a ceto

na deve aparecer no estado triplete (6).
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I1.2.1.3 Reacoes via dioxetanos

Estados excitados poden se formar pela
decomposicao térmica dos 1,2-dioxetanos, como verificado inicial
mente por Kepacky e Monford (7), na termblise do 3,3,4-trimetil-

1,2~dioxetano (I) {(Esqguema 6}.

Me Me
ob e AN
00 o 0
(1)
ESQUEMA 6

Os estados excitados formados na clivagem de
dioxetanos sao essencialmente tripletes, acompanhados de muito
pouco singlete. Contudo, isso nao & uma regra geral, visto que
dioxetanos do tipo Ila,b,c gerém apos termblise, estados single-
tes em maior quantidade gue os formados na clivagem de (I). Os
necanismos gerails propostos para a clivagem de dioxetanos {(8,9),
nao explicavam a elevada proporgac de singletes observada com 08
dioxetanos do tipo IT. A recente descoberta de quimiluminescén-
cia guimicamente imicigda por troca de eletrons (CIEEL) por Koo
e Schuster (10), permitiu o esclarecimento dos resultados obti-

dos com esses compostos.

I a,Ry = H, Rs = Ph

b, Ry= Rp = <__ )“'\%
C, F@,s — 51?2 = gdamantilo




Schmidt e Schuster {11) descobriram gue dio—
xetanos com substituintes alquila (III), também geram luz na
presenca de hidrocarbonetos aromaticos (ArH), como resultado de

um mecanismo CIEEL intermolecular (Esguema 7).

O0—0

0" -0
CH3mmeMLb + ArH ——> (:H?,er---l + ArHY
0

CHs CHs

III C)f MCSCE?

ESQUEMA 7

Esses mesmos autores atribuem a um mecanismo
do tipo CIEEL, a alta eficiénclia de estados singletes formados

em bicluminescéncia, como veremos mais adiante.

Muito antes dos dioxetanos serem isclados,
postulava-se sua existéncia como intermedidrios de varias re-
agbes de hidroperbxidos e em reagoes de O, COm compostos OIrga

nicos.

Mais recentemente, Sawaki e Ogata (12) tém
relatado sobre a quimiluminescéncia de reag¢oes catalisadas oY
base, de o~hidroperoxiéster (12), cetecnas (13) e nitrilos (14)

{Bsguema 8).



R;Ré:m~x —> | R~C —C | 4 yoc=0
0 — OH 0 —0 R Ry

X = C—OR, -C—R ~CEN

y= =0, ~C-R , =N~

ESQUEMA 8

TI.2.2 Formacdo de estados excitados por transferéncia

Estados excitados poden ainda ser formados
por transferéncia de energia. O processo geral em gque transfe-
rencia de energia cocorre, constituem as reag&eg fotosensibili-
zadas, onde o fotosensibilizador & o doador (D) e a molécula gue

recebe a energia & o aceptor (A) (Equagoes 4-6).

D+ - > pr Eq.4
D* 4+ A ———s D + A¥ Eq.5
A¥ ——>  Produtos Eq.6

0 conceito de transferéncia de energia tri-
plete~triplete entre moléculas crganicas surgiu em 1950, com os
trabalhos de Terenin e Ermolev (15}. FEles observaram gue quan-—
do benzofenona e naftaleno sao irradiados em um comprimento de

onda absorvido por benzofenona, ha significante emissac de fos-
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forescéncia de naftaleno. Posteriormente com os trabalhos de
Cilmore e col. (16) e Hammond e Moore (17), verificou-se gque
nac 86 benzofenona, mas outros compostos com alta eficiéncia
de cruzamento intersistema, podem ser empregados para sensibi-

lizar uma série de reacodes quimicas (18).

i relagéo ao DNA, com o gual estamos parti
cularmente interessados, a introdugao do método da sensibiliza
cao do estado triplete do DNA (19}, muito contribuiu para a ten
tativa de elucidagic dos mecanismos de carcinogénese e mutagéne
se. Isso porque dimeros de pirimidina (uma lesao produzida por
luz U.V., direta), podem ser induzides em DNA atraves de trans-
feréneia de energia de doadores apropriados tals como cetonas

{acetona {20,21), benzofenona (22,24) e acetofenona {20,25)) .

A acetofencna por exemplo, & excitada por
comprimentos de onda superiores a 310 nm, onde o DNA nao absor
ve, ao seu estado triplete por cruzamento intersistema. O es~-
tado triplete de acetofenona estd num nivel energético supe-
rior ao da timina, podendo portanto, transferir sua energia,le-
vando & formagac especifica de dimeros de timina (ver Figura
11 e Esguema 9). As é@mais bases encontram-se em um nivel su-
perior ao da acetofenona, nao podendo portanto, ser sensibili-

zadas.

Ja a acetona, por ter o seu estado triplete
acima de todas as bases do DNA, @& capaz de produzir dimeros

de timina-citosina = citosina-citogsina (26).
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D + A > D+ AF

TRIPLETE TRIPLETE ;%;Nﬁr‘ﬂiém
SINGLETE i l cruzamento
- intersistema
28200 ¢m ' e . -
( CHy) CO 27900¢n'(c) /
transfe- 2 7
“réncia i;?zzGTiEZ))
de energia| «2(LUCM e
- Absorg@o
| 6300 o' (T) ¢
26000 ¢!~ N
COCH e conversto ao
¢ 3 dimerizagdo| | Jeyado funda-
// -mental
H ] \w 1
Estado fundomental Estado fudamental
sensibillzador DNA
{ DOADOR} {ACEPTOR)

ESQUEMA O
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ITI. ESTADOS EXCITADOS GERADOS ENZIMATICAMENTE

IIT.1 Sistemas Bioluminescentes

A bioluminescéncia ou emissao de luz por se-
res vivos, resulta de uma reacao oxidativa catalisada por enzi
ma (27), {(ver Apéndice II), em que o substrato recebe o nome ge-
nérico de luciferina (as luciferinas diferem entre si de um or-

ganismo para outro} e o enzima de luciferase. A reacac pode ser

esquematizada como segue abaixo (Equagao 7).

luciferase
Juciferina > oxiluciferina + COz + hv

9,

(Eg. 7)

A cor dessa luz emitida pelos diversos orga-
nismos vai desde o azul (460 nm) de certos crustaceos, passando
pelo verde (530 nm) de cogumelos, pele amarelo-esverdeado até la
ranja (540-580 nm) de vagalume até o vermelho (600 nm) da forma

larval do inseto Dipliocardia longa (28).

Uma vez que os componentes de tal reagao fo-

ram isolados e caracterizados {(29-31), pode-se realiza-la in

A luminescéncia de tal sistema enzimatico pro
vem de estados excitados singletes, que se degativam . emitindo
luz fluorescente, com alto rendimento quantico (0,88 hv por moié

cula de substrato, em vagalumes (32)).

Tem-se postuladc gque a espécie geradora de
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ras determinadas, seria um intermediario dioxetanona (IV, V,

VI e VII, Figura 2, respectivamente).

FIGURA 2

A formagao desse intermedidrio (VIII) segui
ria o mecanismo proposto por McCapra (27), o gual envolve:
1. geracao de carbanion adjacente ao grupo
carbonilico;
2. formacac de anion perdxido adjacente ao

carbanion;
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3. ataque nucleofilico interno, com expul-

s30 de um bom grupo abandonador (Esque-

ma 10).
M
~¢ //6 0 0—0
_ N M2 TN Y
/ ¢ — })/”’C\C”‘/"O C\CmO

BESQUEMA 10

A formagao do carbanion seria catalisada pe
la enzima luciferase. Como formulado acima, a formagao do
fon perdxido viclaria a regra de conservagao de spin. £, por-
tanto, possivel gue ocorra o seguinte mecanismo em cadela (38)

(Equagoes 8-10).

R™+ 0p ——> R'+ 0 Eq.8
R"+ Op —> RO £q.9
RO, +R™ ——> ROz +R’ EQ.10
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Contudo, a simples postulacao de um mecanig

mo contendo composto ciclico intermedidrio nao & suficiente,
uma vez gue outras possibilidades mecanisticas existem. U

mecanismo frequentemente lembrado propde a intervencao de um
intermedifrio ndo clclico. Ambos estao representados de manei
ra esquemitica em uma reagdo empregando oxigénio  molecular

constituldo de isdtopo 1802 e nao 1602 (Esquema 11).

R | R
20 e |0
R-C— C7 +°0=0 —> R-C—C7  —
VX ol ., X
MQ@’
HX R 6

| 0 * ;
Ly lr-c—c? |— B + ¢7

> |R— C—C—X ~

: L
OH *%\;‘ZOH HX 16y
+

I6

ESQUEMA 11

A rota com intermedidrio ciclico preve gque

18 . - -
50% de O2 faria parte do gas carbonico formado. No caso
da segunda rota, o gas carbdnico nao estaria marcado com o 18D

topo-18.
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Experiéncias realizadas com luciferinas de

vagalume, Cypridina e Renilla nostraram resultados conflitan

tes: DelLuca e colaboradores nao descobriram incorporagao de
18
0
2
s . , ~ 18
gue Shimomura e Johnson descobriram incorporagao de 0, como

em luciferina de vagalume (39) e Renilla (40), enguanto

previsto pela hipdtese de um intermediario dioxetano, em luci

ferina de Cypridina (41) e vagalume (42).

contudo, Shimomura e col. (43), parecenm ter
esclarecido a causa da controversia, mostrando que a proporgéo

de 180

5 & um fator decisivo no resultado: com quantidades mui
to peguenas de luciferina de Cypridina (<1 yumol}, como nos ax-
perimentos de DeLuca, a troca de O2 entre CO, € agua domina a
reacao, resultando na aparente nao incorporacao de 1802 em CO,
Isso parece ser uma explicagao satisfatdéria ao argumento em fa

vor de um intermediario clclico.

Outro fator que levaria a resultados anta-
gdnicos também levantada por Shimomura e col. (43), seria o©
efeito de C02 contaminante. Para eliminar esse efeito usaram

s N o, 13, s P
Tuciferinas de vagalume marcadas {C, carbono carbonilico) no
lugar de luciferinas regulares e também realizaram a reagao em

13

meio que C02 contaminante foi substituldo pox COE a fim de

distingui-lo do €O, produto da reacdo. Em todos esses experi

mentos, os resultados levaram & sugestao do envolvimento de

um intermediidrio dioxetinico.

&
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T1T.2 Sistemas bioldgicos nao luminescentes

Como vimos, estados excitados podem ser for-
mados guimicamente em sistemas bioldgicos, através de interme -
diArio dioxetanico, como evidenciado pelo fenomeno da biolumi -

nescéncia.

Muitos processos fotoquimicos tém sido indu-
zidos no escuro usando-se dioxetanos como geradores de estados
expitados, a saber:

- conversao de santonin em lumismantonin (44) (Esquema 12);

~ conversao de ergosterol em vitamina D, (45) (Esquema 13);

- fermagao de dimeros de pirimidina em DNA (46) (Esquema 14)

ESQUEMA 14
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Os dioxetanos potexiam, portanto, também se
formar em outros sistemas bioldgicos, porém nao luminescentes

(47-50).

Os sistemas mais provavels de gerar tais es-
tados excitados sac as reagoes catalisadas por hemeproteinas,
principalmente as peroxidases (ver Apéndice I}, devido ac fato

de que as luciferases podem atuar como peroxidases (51).

Impertante também foi o isolamento de um dig

xetano como produto de uma oxidagao catalisada por peroxidase

(52},

Recentes revisoes a respelto dos sistemas en
volvendo peroxidases tém sido publicadas (53,54) e todos eleg
sugerem um mecanismo via dioxetano, originado de um a~hidroperd
xido, com formagao de um composto carbonilico excitado triplete
reforgando a hipotese de que estados excltados seriam forma -
dos em sistemas bicldgicos envolvendo as peroxidases ou enzimas
correlatas, entre cles os sistemas onde atuam as a-~peroxidases
(IX) (55,56} as lipoxidases (X) (57,58) e talvez as triptofano-

oxigenases (XI} (59}.

H X H H

i ! ! ! ! ! ,§N
C— C=0 G — 0 =0 S PR

| 1 N | ™
O — OH O~ OH Q- Ok

(IX} (X)) (XL]
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T17.2.1 Transferéncia de energia para biomcléculas

Se os estados excitados gerados pelos sis-
temas de peroxidases ndo se destinam a emissao de luz, é
natural suspeitar gque eles sejam utilizados para outros fins,
ou seja para realizarem trabalho, tal como em fotogquimica (Cha

mada fotoquimica sem luz) (Esquema 15).

_» transfer@ncic de energia a §

'

A "§’" g “”"‘“""a' C . . .
“\_ isomerizagdo, rearranjos , efc

ESQUEMA 15

A idéia da ocorréncia de transferéncia de
energia & fortalecida por exemplos encontrados até mesmo enm

sistemas bioluminescentes (Equag¢des 11~14}). (60,61).

A + Enzima—> P¥ Eq. 11
P > P + hy {gzul) Eqi2
p¥+ B —> B* Eq.13
B* . ——> B + hJ (verde) Eq.14

Tem~se observado que em certos organismos
vivos, a luz emitida era a mesma gue a da reagﬁo realizada in
vitro (62-67), correspondendo a transi¢ao na etapalda Eg.12.
Masg, em multas outras espécies, a cor da luz emitida era ver-

de, enquanto que a emissao da reegao in vitro era azul (68,69)

Tgso indicaria que nos seres vivos estaria
ocorrendo transferénecia de energia (Egs. 13 e 14) de uma nolé-
cula no estado excitado (?*) para outras espécies (B) nao exis
tentes na r@agao igolada, com emissao de seu estado excitado

*

(B ) (Eg. 14).

&
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A importancia dos processos de transferén-—
cia de energia em sistemas bioldgicos "escuros", tem sido real
gada em importantes revisoces por Cilento (47, 70) e White &

col. (3).

Transferéncia de energia de reagoes catali
sadas por peroxidase em particular a oxidacao de 2-metilpropa-
nal (XII) (Esquema 16), para flavinas, fitocromos, clorpromazi
na e DNA, tem sido observada (71), sugerindo a hipbtese de
que muitas alteragdes bioldgicas seriam originarias de proces-
s0s de transferéncia de energia de espécies excitadas geradas

enzimaticamente, a biomoléculas.

CH °
3 é 0 Peroxidase “
QH3:| \\H e 7 CH3 ?“mH
H

R

CH3> =0" + HCOOH

CHsx . ( Flavinas

CH3> =0 ¢ Fitocromo  —5 Alteracbes
ou Clorpromazing Biologicas

+ 02 _ DNA

ESQUEMA 16
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Em relagao do DNA, a possibilidade de ocor
réncia de transferéncia de energia em processos relacicnados
com mutagdo espontanea e carcinogenese, naco deve portanto, ser

exclulda (72).

ITT.3 Deteccao de estados excitados em sistemas piolo-

gicos

A detecgao de estados excitados em siste-
mas bioldgicos pode ser feita por via direta, ou seja, em um
espectrofluorimetro convencional ou com um contador de fotons.
Mesmo os estados tripletes (ndo emissivos em solugao aerada),
podem ser detectados em espectrofluorimetro normal, desde que

protegidos da desativagao por oxigénio.

outro meio de detecgao de estados excita-
dos seria por via indireta. Transferéncia de energia a acepto
res apropriados & bastante Util. Assim quando nao se sabe se
o estado excitado & triplete ou singlete costuma-se usar 9,10~
difenilantraceno-2-sulfonato de sddio (DPAS). Para espécies
tripletes usa-se 9,ldmdibromoantracenm~2wsulfonato de s0dio
(DBAS) e também eosina e rosa bengala. Tais agentes fluores -
centes devem absorver na regiao de fosforescéncia do doador,ou
seja, a banda de fosforescéncia do doadoxr, deve sob;eporwse

a0 espectro de absorcgao do aceptor.

Ouando nao temos transferéncia de energia
para um determinado aceptor, nao quer dizer gue o estado ex-
citado nao tenha side produzido, jA que poderia ser gue a re-
acao seja © passc mais importante. Assim, podemos procurax

também os "fotoprodutos" provenientes das modificagoes quimi-
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cas de estados excitados, como rearranjo, igomerizagao, dimeri-

zagao, clivagens, etc.

0 emprego de sistema-modelo & um outro mé -
todo bastante Util. Nestes casos a agao da enzima seria substi
tulda por um solvente aprotico (DMSO) aerado na presenga de ba
se forte, tal como terc-butdxi. A ocorréncia de emissao de
luz no sistema modelo permite suspeltar que também no sistemna

enzimdtico hd a produgio de espécies excitadas.

TV, FOTOQUIMICA DO DNA

O Acido desoxirribonucleico (DNA) & consti-
+uldo de cadeias de desoxirribonucleotideos ligadas covalente-
mente (Figura 3).

Cada desoxirribonucleotideo possui trés com

ponentes caracteristicos:

1. uma pentose (2-desoxi-D-ribose);

fu
-

uma base nitrogenada heterociclica, gue & um derivado
de pirimidina cu purina;
3. uma molécula de acido fosforico.
Az quatro bases caracteristicas das unida-~
des desoxirribonucleotidicas do DNA sao: Adenina, Guanina {(de~-

rivados da purina) e Citosina, Timina (derivados da plrimidina)

(Figura 4).
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FIGURA 3. Estrutura do esqueleto covalente das
cadeias de DNA,
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Para entendermos, portanto, que tipos de
alteragao um processo de transferéncia de energia estaria oca~
sionando, os aspectos da interagac da radiagao U.V. com o DNA,

devem ser conhecidos., £ o gue veremos a seguir.

1. Degoxirribose

A desoxirribose constitul cerca de 40% do
peso do DNA, mas Como nac apresenta nenhuma absorgéo U.V.., &m
comprimentos acima de 230 nm, & de se esperar que ndo sofra al-

teragdes fotoquimicas diretas quando submetida a comprimentos

de onda maiores que 230 nm.

Contude, tal pentose pode sofrer fotoguimi
ca indireta (isto &, reagOes fotosensibilizadas) nesses compri

mentos de onda, levando a gquebras na cadeia do DNA (73).

2. Bases purinicas

Desde que purinas em solugac sao cerca de
10 vezes mais resistentes as alteragbes fotoguimicas do gue as
pirimidinas, tem-se assumido que alteragoes fotoquimicas nas
purinas nio sao bioldgicamente importantes. Dentro da celula,
contuda, acidos nucleicos ndo estdo em solugao pura e tem-se de
monstrado gue as purinas podem reagir fotoguimicamente multo
mais rapidamente com outros compostos organicos do que as piri-
midinas (74,75), para formar heteroadutos (Figura 5). Portan-
to, a fotogquimica das purinas € uma area que precisa de intensi
va investigacao, assim como os efeitos biologicos de fotoprodu-

tos de purinas.
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FIGURA 5. Heteroaduto de uma amina e uma purina.

3. Bases Pirimidinicas

3.1 Reacoes Unimoleculares

3.1.1 Hidratacao

A primeira reacao fotoquimica de pirimidinas
descoberta que nac causava destruigdo do anel, fol a adigao de

uma molécula de A&gua a dupla ligacao 5,6, para formar o que ge

ralmente chamamos de fotohidrato (Figura 6).

NHo
NM/
O
@"”LN H
H

FIGURA 6. Fotohidrato de citosina

Os hidratos de pirimidina podem por elimina-
cdo da molécula de aAgua, ser convertidos & estrutura original
com boa eficiéneia através da alteragdo do pH ou elevagao da
tenperatura da solugao. O possivel papel do hidrato de pirimidi

na de causar mutacoes devido aos erros de pareamento durante a

tro (76}).
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3.1.2 Oxidaciao e redugao

0 grupo metil da timina pode ser fotoguimi-
camente oxidado para formar grupos alcodlicos e aldeidicos  in
vitro (Figura 7) e a dupla ligagdo 5,6 pode ser reduzida pela
adigao de dois Atomos de hidrogénic (Figura 8). A importancia

bioldgica de tals reagdes in vivo &, contudo, desconhecida.

=

!4N//MNN . CHO FIGURA 7. Timina cujo grupo metila

N/£L foi. oxidade a um aldeido
/ﬂ'

o~ H

0

H
i
FIGURA 8. 5,6~dihidrotimina - CHB
: HN H
H
A

07 N7 N H

b

LesGes do tipo 5,6-dihidroxitimina (Figura
9), sac produzidas por rvadiacao ionizante (77), mas recentemen-

te elas tem sido observadas depois da irradiagao U.V. (78).

O

1 cHs

HN O
¢J\\ OH
07 SN\
H
FIGURA 9, 5,6-dihidroxitimina

duto & produzido para cada dimero de timina do tipo ciclobutano
(Figura 10), mas 0,73 sac formadas por dimero a 313 nm. Desde

gue a radiagac U.V. prozimo a 300 nm & a mals efetiva para pro-



duzir cancer de pele, torna-se interessante determinar o papel

de fotoprodutos do tipo 5,6-dihidroxitimina.

3.2 Reacones Bimoleculares

Enguanto que o nimero de reagoes fotoguimi-
cas que purinas e pirimidinas podem sofrer & limitado, o nimero
de reacbes bimoleculares € quase ilimitado. As reagCes bimole-
culares podem ser divididas em duas classes: (3) aguelas gue
ocorrem entre as hases do DNA e (B) aguelas gue ocorrem entre
uma base e outre tipo de composto (isto &, reagGes de heteroadi

gao) .

(A) A reacgac bimolecular mais cenhecida & a ligacao de
duas pirimidinas por duas ligagoes covalentes para formar wm

dimero do tipo ciclobutano (Figura 10). Tais dimeros sac forma-

O
i CHo

HN
oﬁL\N
H

H

FIGURA 10. Dimero de timina do tipo ciclobutano.

mados in vVivo através de doses de radiagao U.V., entre dois
resfduos adjacentes de timina, entre dois residuos adjacentes
de citosina e entre residuos adjacentes de timina e citosina.De
vido unicamente a estabilidade quimica do dimerc de timina, e
portanto a facilidade com que pode ser isclado e analisado, é
o fotoproduto de DNA gque tem sido mais estudado em termos de

guimica e importancia bioldgica.
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Outros tipos de adutos entre pirimidinas tam
pém sBo conhecidos (Figuras 11 e 12). Im geral, esses produtos
sao produzidos em rendimento muito menor que o0s dimeros do tipo
ciclcecbutano, mas isso nao significa gue eles possam ter uma im-

portancia bioldgica menor.

L\‘ ] FIGURA 11. Aduto de timina
S
OJ’

H N7 > CHs

|
o’}L N/ #
H

£ bem conhecido que o rendimento de um dado
fotoproduto de DN2 & marcadamente afetado pelo estado fisico do
DNA. Por exemplo, em bactérias vegetativas submetidas & radia-
cic U.V., o dimero de timina do tipo ciclobutano foi o maior
fotoproduto encentrado, enquanto que, em bactérias na forma de
esporos, muito pouco desse tipo de dimero foi formado,sendc que
foi encontrado um novo tipo de aduto entre residuos de timina

(também chamado fotoproduto de espores ) (Figura 12).

//i:li/ ).
¥ 0
FIGURA 12. Fotoproduto de esporo (S-timinil-é-hidrotimina)

(B) O primeiro tipo de heteroadigao descoberto in vivo,
foi a reticulacdo de DNA e protelna. Foi produzido tanto pela
exposicdo & luz U.V. (254 nm), como & luz visivel em presenga de

um corante como acridina orange. A impeortincia bioldgica de tal
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tipo de reagio tem sido documentada (77). Uma reagado fotoguimi
ca entre timina e aminoccisteina, tem sido observada e poderia
ser um mecanismo para a ligacao entre proteinas e DNA in vivo

(Figura 13).

NH2
~§~CHp— CH— COH

N 'CH
Qﬁi“xN/”'e* 3

FIGURA 13. 5 -8-cisteina, 6~dihidrotimina

Tem-se conseguido combinar uwma variedade de
compostos com as bases do DNA durante irradiagao. Algumas des-
sas reacoes sao produzidas pela absorgao direta de luz U.V., en
quanto que outras requerem radiagac U.V. ou visivel e a inter-
vencac de uma terceira meolécula que age como sensibilizador (ig
to e, absorve a energia de irradiacao e a transfere para as mo-

léculas gue irac se combinar com o DNA).

Ainda outras reacdes bimoleculares sao pro-

duzidas por radiagao gama e ralos-X (78).

A importancia bioldgica desse Lipo de rea-
cac de heteroadig¢ac entre bases de DNA e outras classes de com-
postos, alnda esth comecgando a ser investigada. Uma wvez que
DNA nao existe na forma pura dentro da células, mas em Intino
contato com proteinas, lipldeos, carbohidratos e metabolitos, &
bastante provavel gue mais e maisg exemplos desse tipo de reagao

serac encontrados [79).
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4., Quebras na Cadeia Aclicar-Fosfato

Ma Figura 14 vemos os diferentes lugares on
‘de os grupos fosfo-Eéster e desoxirribose poden ser clivados, o©
que explica os muitos mecanismos de reparo de quebras hoje co-

nhecidos {80).

Basicamente, as gquebras podem ocorrer am
uma fita ou nas duas fitas do DNA, sendo que a radiagao loni-
xante (raios-X) & a mais efetiva em termos de indugao desses

dois tipos de quebras (Figura 15).

L

FIGURA 14. 8itics (linhas pontilhadas) onde podem ocorrer
quebras.,
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Quebra de fita
-
dupla

RaiI0s - X3

Quebra de fita .
simples ”

FIGURA 15. Representacao esquematica de guebras em uma cadeia
(fita simples) ou nas duas cadeias (fita dupla) do
DNA,

Contudo, estudos com radiagao acima de 365
nm tém revelado a formagao de guebras de fita simples, a uma
velocidade ligeiramente superior a metade da velocidade de
indugao de dimeros de timina (81). Quebras de fita dupla ain-
da se encontram em estude, uma vez que na verdade, elas podem
resultar da fragilidade da dupla hé&lice a quebras de fita sim-

ples. -
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V. DETECQAQ DE ALTERAGOES NO DNA

v.l Método de sondas flucrescentes

0 uso direto das propriedades emlssivas dos
fcidos nucleicos na investigacao de alteragées em sua estrutura,
tem sido muito limitado. Isso tem~se devido ao fato de gue den-
tro de pH fisioldgico e a temperatura ambiente, os eletrons ex-
citados dos acidos nucleicos rapidamente sofrem decaimento naoc
radiativo aos seus estados fundamentais (82-84). Uma possivel
solucdo consiste na utilizagao de substincias que possuem a capa
cidade de sofrer aumentce ou diminuicio de sua flucrescéncia natu
ral, gquando interagem com 0s acidos nucleicos. Tal classe de
substAncias consiste de certos cations da série dos lanteanideos

e corantes derivados de acridina (Figura 16}.

Na série dos lantanideos, tem-se obszervado

gque o térbio (Tb3+} pode ser ntil na detecgac de mudangas nas re
. 3+

gices de fita simplies do DNA (85}). O Tb3 sofre um aunento de

varias vezes na intensidade de sua fluorescéncia, guandc na pre-

senca de DNA ou RNA (86-89).

Mais recentemente, estudos em solugao aguo-
sa a pd 6,0, mostram que esses aumento esta associado com os re-
siduos de desoxirribonucleotideos de guanina em DNA (80).

Portanto, alteracoes quimicas no anel de gua

. . - . . . -, +
nina, refletir-se-ao na intensidade de fluorescencia do Tb3

. de
onde podemos concluir que tal sonda pode ser Gtil para detec=
tar modificagoes guimicas nos residuos de guanina de acidos nu-

cleicos, que podem ocorrer durante suas fungoes bioldgicas, ou

como resultado de atagques de agentes carcinogénicos,
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Pwm{iﬁavina (PF)  Acvidina Larania (AL)

Quindcrind

Bromelto de etidio

FIGURA 16. Estrutura guimica de algumas drogas derivadas de
acridina e da fenantridina, ¢ brometo de etidio.
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0 estudo das interacgdes de acridinas (Flgura
16) com Acidos nucleicos tem sido uma area de intensa pesqgui-

3a (91-83).

0 modelo intercalativo proposto por Lieyman
(94), seqgundo o qual a wolécula de corante se intercala entre
dois pares de bases adjacentes da hélicge do DNA (Pigura 17), ex
plica as propriedades da forte interagao que ocorre a razées

de concentragao de DNA-fosfato/concentragao de corante altas.

FIGURA 17. Modo da intera%aa intercalativa de S-aminc~acridina
eom adenilil-3 ﬁS'wuxiﬁinan As moleculas da acridil
na tém as ligagoes representadas em preto.

Tem-se descoberte que a intensidade de fluo-
rescéncia de tals corantes difere bastante em termos dos efel-
tos dos diferentes sitios aos quais s& liga no DNA. Especifica
mente quando proflavina (PF)} estd intercalada entre pares AT

ddiacentes no DNA, a intensidade de fluorescéncia & aproximada
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mente a mesma que guando estd livre enm solucac. A presencga de
um Gnico par GC adjacente & PP ligada & suficlente para produ-
zir a supressdo de sua emissao (95-101). Acriflavina (102-103)
e guinacrina (104-106), wostram comportamente similar. Ao con-
trario, a fluorescéncia de acridina laranja (AL), aumenta guan-
do ligada ao DNA, parecendo indicar que exista um so  tipo de
interagac com o DNA, nao havendo portanto, s1tios supressores

de emissao (96,97,107,108).

Pode-se concluir que se ocorrer alguma alte-

racao nos sitios de ligagao de tais corantes com o DNA, a sua in-
tensidade de fluorescéneia serd afetada. Dal o nome de  sonda
atribuldo a esses compostos, visto gue elas proporcionam uma Ke

dida indireta das possiveis alteragdes na estrutura do DNA.

fons metalicos tais como prata e  mercirio
(109), podem fornecer informagOes sobre as interagoes dos coran
\ e

tes com o DNA, podendo portanto, fornecer também informagoes

tteis.

A prata forma diferentes complexos com o INA.
guando a razac r (moles de Ion metalico adicionado por moles de
DAY}, esta abaixo de 0,2 a prata se liga aos gitios guanina-ci-

tosina (GC), especificamente entre o N, & O grupo - 0 da gua-

6

nina. FEsse tipo de complexo & chamado tipo I (Figura 18).(110)

0 ————— Ag
‘ |
¢§:C\M
i
1 -
\N/ \N"’

FIGURA 18. Modo de interacao entre prata e guanina.
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Para r entre 0,2 e 0,5 a ligagao € acompanha
da por deslocamento de proton e acredita-se que as pontes de Ag+
sac formadas entre bases opostas de DNA, envolvendo a conver™
sao da ligagao de ponte de hidrogénioc N-H...N para uma ligagao
N-Ag-N. Tal tipo de interagao enveolve os pares adenina-timina
(AT) e guanina-citosina (GC} e recebe o nome de complexo tipo

IT (Figura 19). C'H3

r,l\Tffomm%_H

GQQCGFW~N i
5 A9 NAIW \
Lo

|
H AT agucar

0 ™~ N N
ngLfoL\N Nﬂj

GC H |
e aglcar

FIGURA 19, Complexos tipo IT de prata com DNA.

Quanto ao mercirio, tem-se proposto (111,
112), gue para r menor do que 0,5 pontes sac formadas entre ba
ses opostas com uma preferéncia por sitios ricos em timina. A
nl
- Whog x .‘"%" " o - 2"%‘ .
preferencia de Ag por sitios GC e de Hg por AT, tem sido u-
tilizada para separar DNA's de diferentes proporgoes de AT

(113).
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V.2 Dicroismo circular (CD)

Ouando a luz lineaymente poelarizada passa a-
través de uma banda de absorg¢ao, a intensidade dos componentes
da luz circularmente polarizada & reduzida. Se os componentes
da luz circularmente polarizada forem absorvidos de maneiras di
ferentes, a banda de absorcac é dita ser Oticamente ativa e te-
remos CD, a diferenca em absorbancia entre os dois componentes
da luz circularmente polarizada. Portanto, podemos expressar
CD simplesmente como uma diferenga na absortividade molar (€)
entre os componentes da luz circularmente polarizada para a es-
gquerda e para a direita (aemad). Uma vez gue a luz incidente
nesse caso e convertida em luz elipticamente polarizada depois
de sair do meio, nds podemos também expressar CD em termos de

sua elipticidade .

O espectro CD e seu correspondente ORD de
umna banda de absorgac  Oticamente ativa sdo comumentes chama-
dos efeitos Cotton. Na Pigura 20 temos o efeito Cotton de uma

banda de absorgac com o seu maxime no comprimento de onda Aj.

A yotagém Otica tem sido usada nos Gltimos
ancs no estudo das conformagoes de numerosas macromoléculas de
interesse bioldgico (114). Uma vez que as estruturas helicoi-
dais sao dissimétricas e contribuem para a rotagao Otica da
macromolécula (115), elas podem ser caracterizadas por esge
método. Por exemplo, a estabilidade termodinamica e a propor-
cao de hélice presente em algumas proteinas (116) tém sido esti
mada. Tamb&m a ativacao (117) e denaturacac (118) de enzimas

tem sido estudadas por esse método.
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FIGURA 20, Efeitos Cotton de uma banda de absorgao oticamente

ativa com o maximo em Ain

Tem~se demonstrado (119-124), gue a forma-
cac de dimeros de pirimidina em DNA, em reagoes fotoguimicas fo
tosensibilizadas com acetofenona, leva a mudangas conlormacio—
nais no DNA, podendo gntéo ser estudadas por medidas de dicroig

mo circular ou dispersac Otica rotatdria.

Bastante Util foli a observagao por Stryer e
Blout (125) de efeitos Cotton na regiao visivel da banda de
absorgao de acridina laranja (492 nm) quando esta encontrava -
se ligada a um polipeptideo helicoidal. Efeitos Cotton simila-
res foram observados para AL ligada ao DNA (126}, para profla-
vina ligada ao DNA (127-129), ao RNA (129) ou a polinucleoti-
deos (129) e para muitas outras aminoacridinas ligadas ao DNA

(130).
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0 espectro CD de complexos DNA/%L na regiaoc
visivel, foram medidos para razoes de concentragao de DNA  por
concentracdo de corante (D/C) de 1 a 550 (131). Para razdes
D/C de 1 a 40, o espectro CD consiste de quatro conponentes,is-
to &, duas bendas positivas a 510 e 480 nm e duas negativas a
497 e 468 nm, sendc que as bandas a 510 e 468 nm sao maximas pa
ra D/C igual a 4 (131) (Figura 21). Para D/C malor que 40, nao

h&d alteragao com a variagao da razao D/C (Figura 22).

20 A

0
QQQMM\\\J/J a

i
400 500
A{nm)

FIGURA 21. Curvas CD de complexos DNA/AL:
(AY D/C = 23 (B) 4,0; (C} D/C = 10

¥

10

6&“6@ 0 .

FTIGURA 22. Curvas CD de complexos DNA/AL para: (~---) D/C = 5,0;
(...) D/C = 120; (-~} D/C = 550.
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VvI. OBJETIVO DA TESE

A formagdo de espécies eletrdnicamente exci
tadas (via dioxetanos) em reagdes de oxidagao catalisadas por
peroxidase tém sido extensivamente estudadas por Cilento e col.
(70, 132-134). As peroxidases funcionariam como uma oxidase. O
isolamento de um intermedidrio dioxet@nico em uma reagao cata

lisada por peroxidase & um resultado muito importante neste

aspecto (135).

Como nossa intencgao era a de detectar modi-
figbes no DNA causadas por espécies excitadas geradas enzimati-
camente, escolhemos o sistema com o substrato 2-metilpropanal
(2-MP} e a enzima peroxidase ﬂe rabanete (HRP), Egste sistema
& bem conhecido tanto no aspecto enzimitico como no fotoguimi
co (136-139), sendo capaz de gerar acetona excitada com rendi-

mento guantico entre 107 a 107% (140)  (Esquema 17).

CH
CHy Chg / CHy
¢ " S O + HCOOM+ WV
0 | ™ #40nn
2 CH H
CHy o [y J— Chig

2MP
ESQUEMA 17. Representacao do sistema @nzimatico gerador de ace
tcna triplete (2-MP/HRP/0,) . -
Numa primeira etapa de nosso trabalho tenta
remos determinar os parametros cindéticos, tals como a constan-
te de Michaelis, velocidade maxima e energia de ativagao. Tam-

bém se usara o substrato isobutiril-coenzima-a, ao invés de
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2-metilpropanal, na tentativa de aproximarmos ROSSO sistema mo-

delo a um sistema bioldgico.

Bstudos anteriores (141) haviam sugerido a
possibilidade de transferéncia de energia de acetona triplete
gerada enzimaticamente ao DNA. Dessa maneira, numa seqgunda eta
pa, pensamos em detectar as provaveis alteracoes em DNA, fazen~
do o uso de substincias cujas propriedades emissivas e oticas

variam de acordo com as mudangas estruturais do DNA.

Se forem confirmadas as alteragoes no DNA

causadas por acetona triplete enzimaticamente gerada in vitro,
podemos visualizar uma série de implicagoes bioldgicas onde es—
tados excitados seriam responsaveis pela evolugao  dos muitos

processos carcinogénicos até hoje conhecidos.



PARPE EXPERIMENTAL

1. DROGAS

Nome comum Procedéncia
Acido cloridrico Carlos Erba
Acridina laranja hidrocloreto Sigma Chem. Co.
Alcool isoamilico Reagen
Arseniato bibasico de sddio Carlo Erba
Azida sddica Carlo Erba
Cacodilato de sbddio Fisher Scientific Co.
Cianeto de potéssio Carlo Erba
Cloreto de soddio Carlo Erba
Cloreto de térbio hexa-hidratado Alfa Products
Clorofdrmio Carlo Erba
Etanol Carlo Erba
Extrato de levedura Difco Laboratories
Fenol , Carlc Erba
Fosfato dibasico de potassio Carlo Erba
Fosfato monobasico de potassio Carlo Erba
Iscbutiril-Coenzima-A Sigma Chem, Co.
2-Metil=-propanal Carlo Erba
Nitrato de prata Carlo Erba
Peroxidase de rabanete Tipo VI Sigma Chem. Co,
Perdxido de hidrogénio ‘ Carlo Erba
Pirofosfato de potassio Carlo Erba

Proflavina hemi-sulfato Sigma Chem. Co.
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EQUIPAMENTOS

Para:

Consumo de oxigénio:

Monitor de oxigénio da Yellow Springs Instruments, modelo

53, com termostatizacao.

Espectros visivel e U.,V.:

Espectrofotdmetro ZEISS, tipo DMR-21.

Espectros de dicroismo circular:

Espectropolarimetro Cary-60, modelo 6002 equipado com a-

cesedrio de dicroismo circular.

Espectros de fluorescéncia:

Espectrofluorimetro Perkin-Elmer MPF-44B.

Contagens de fotons:

1. Contador de cintilagao liquida Beckman LS-100;
2. Fotdmetro tipo Mitchell-Hastings equipado com uma foto-

multiplicadora IP28.

Leitura do pH das solugdes—tampao:

Potencidmetro Metrhom Herisan modelo ES512

Centrifugacac do DNA:

Centrifuga refrigerada Sorvall, modelo RC~2B équipada com

rotor 88&8-34,
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IIL. METODOS

III.1 Preparagao de solugoes

Tampao:
Na preparagao de solugoes-tampao foram utilizadas

as tabelas de Gomori (142).

Peroxidase:

(PM = 40000) Dissolugéo de massa apropriada em a-

gua. Sua concentragao foi determinada espectrofotométri-

camente usando~se € = 1,02 x 105 cmﬂl M“l a 403 nm (143).

A concentracao estoque foi 2,5 x 10”4,

2-Metilpropanal:

(PM = 72} Dissolugao em etanol (l:4; V/V), imedia
tamente antes de seu uso. A concentragao estogue foi de

2, 2M.

Acridina larania:

Este c@mﬁmsto foi purificado através do procedi -
mento modificado de Ichimira e col. (144}, pava remogao de zin
co e outros ions de metais divalentes. 0O proca&imentg fol ol
seguinte: adicionou-se vagarosamente 50 ml de NaOH 0,2 M a apro
ximadamente 2 g de acridina laranja comercial sob agitacao mag-
netica. Deixou-se por mais trinta minutos sob agltacfoc. A se-
guir, a suspensao foi filtrada e lavada com 50 ml de EDTA 0, 3mM
e 10 ml de NaOH 0,4M. O residuo filtrado foi ent3o resuspenso
em 10 ml de &agua e neutralizado com HCIl e o sdlido precipita-

do pela adigac gdta a gOta de uma solucdo etandlica 10% fria em
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10 volumes de éter etilico. Finalmente, o precipitado foi eva
porado a vacuo para secar. O peso molecular do sdlido assim pu

rificado & de 301,5 (145).

Uma vez purificado preparcu-se uma solugao~estogue

(100 uM) por dissclugao de massa adequada em tampao cacodilato

0,01M, pH 7,0. 2 concentragdao de acridina laranja na prepara-
cao de complexos com o DNA, fol calculada espectrofotometrica~
mente usando-se ¢ = 54000 cmwlM—i a 492 nm (146).

Proflavina:

(PM = 258,3) Usou-se este composto comercial sen
posterior purificacao. A solugao~estogue foi preparada por dig
solucao em tampao cacodilato 0,01M, pH 7,0 (UM} e sua concen -
txagéﬂ na preparacgac de complexos com DNA, fol calculada espec-

trofotometricamente usando-se & = 41000 cmml Mml a 444 nm (145).

Cloreto de +érblio hexahidratado

(PM = 453) A solugao-estoguefoi de 100 mM, sendo
preparada pela dissclugao de massa adeguada em tampao cacodila
to 20 mM (pH 6,0) e 10 mM de KCl, segunde Prados e col. {146)

para prevenir a precipitacao de hidroxidos.

Acido desoxirribonucleico:

A solugao-estoque de DNA de E. coli (580 ug/ml)foi
preparada em tampao fosfato (2,5 mM Na,HPO,e 5,0 mM NaH,PO,),pH
6,8 segundo Prusik e col. (147). Sua concentra@ﬁ@ foi calcula
da espectrofotometricamente usando~se ¢ = 6700 cmml Mfl a 260nm
(148). Nao se deve dissolver tal composto com agitagao violen-

ta. 0 ideal & deixar em repouso até a dissolugao completa do

DNA.
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I1I1.2 Preparacao de complexos com o DNA

0Os complexos de DNA com AL, PF e Tb3+ eram

preparados apds a extragac do DNA do sistema enzimatico ou  do
sistema controle. A extracdo consistia de: adigao de aproxima
damente 5 gdtas de uma mistura de fenol-clorofdrmio (L:1; v/V)

segquido de agitacao em centrifuga Sorvall a 2000r.p.m. por trés
minutos. Retirava—-se entdo, o sobrenadante adicionando-se a esg
te, dois a trés volumes de etanol absoluto frio, para precipita

cao de DNA e deixando~se por 24 horas no freezer. Seguia-se u-

' i . Q ¢
na centrifugacao por 10 minutos, a 4 Ce 10.000 rev./min em
centrifuga Sorvall, rotor $S-34, para a deposigao do DNA. O sO
brenadante era jogado fora, resuspendendo-se o DNA em 3 ml de

tampao cacodilato 0,01M, pH 7,0.

0 sistema enzimitico consistia de 95 mM de

2-metilpropanal, 2,2 uM de HRP, 0,59 ml de tampao fosfato IM e
0,33 ml de tampdo pirofosfato 0,1M (pH 7,4). O DNA (100 ug/ml)
era incubado nesse sistema por trés minutos a 37%¢. A reagao

era iniciada pela adigao de 2-metilpropanal.

No sistema controle tinhamos igualmente 100

ug/ml de DNA e 0,62 ml de tampao fosfato 1,0 M e 0,35 nl de
tampio pirofosfato 0,1M (pH 7,4), também incubadc por trés minu

tos a 3?06.

Essas condigOes do sistema enzimatico e do

controle foram usadas em todos os experimentos realizados,

Apds a incubacao, procedia-se a extragao,de

acordo com o procedimento acima descrito.
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IIT.2.1 Complexos de acridina laranija e proflavina

com DNA

0Os complexos de AL ¢ PF eram preparados se
gundo o procedimento de Armstrong e col. (L45}, da seguinte ma-
neira: adicionava-se a uma aliquota de 1 ml de DNA ja resuspen-
so em tampao cacodilate 0,01M (pH 7,0), 1 ml de AL ou PF gbta a
gbta, sob agitagdc magnética. A concentragao final de DNA nos
complexos foi da ordem de 1,0 x 10m4 M, enguanto gue a de AL e

PF foi de 1,0 x lOm6M. Assim, a razao D/C (moles de DNA/moles

de corante) fol cerca de 100, para cujo valor todo o corante es
t3 ligado ao DNA por intercalagao (147). No estudo do efeito
do fon prata sobre a luminescéncia de AL ou PF, adicionaram-se
a esses complexos quantidades apropriadas de nitrato de prata,

tal que O <r < 0,6, onde r = moles de fon prata/moles de DNA.

ApOs a preparacao de todos 08 conplexos,
estes eram deixados por 10 minutos a temperatura ambiente e

logo em seguida eram feitas as medidas de fluorescéncia.

Para as nedidas de dicroismo circular, 08
complexos eram preparados de maneira anadloga ao descrito acima,
sendo que a concentracac final de AL no complexo era 2,5x10m§M
e de DNA era 1 x lomdmp para gue a razao D/C fosse 4, para cu-
j0 valor se obtinham bandas maximas de CD (131}, .

IIT.2.2 Complexos de 3" & DNA

A fim de reduzir a nossibilidade de Arros
resultantes dos diferentes cations existentes nas amostras  de
‘ + , - p
DNA gue podem competir com Tb3 pela ligacgao ao DNA, apos a ex-

tracdo do DNA do sistema enzimatico e do sistema controle e
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resuspensao em tampao cacodilato, as amostras foram dialisadas
contra um tampaoc cacodilato 20 mM (pH 6,0) e 10 mM KC1 (1:200)
por 20 horas, segunde o procedimento de Ringer e col., (85).

3* o DNA eram entdo, pre-

0s complexos de Th
parados segundo Ringer e col. (90), da seguinte maneira: adicio
nava-se a uma aliquota de 1 ml de DNA préviamente dialisado, 1
ml de solugdo de cloreto de térbio, tal gue a razao da concen-

tragao molar de DNA por concentragao de 13" fosse aproximada -

mente 6, condigao necessaria segundo Ringer e col. (90) ,para se

obter uma maior intensidade de fluorescéncia.

Uma vez gue as cadelas polinucleotidicas se
rompem em presenga de Ions lantanideos (148}, foi necessario
preparar tais complexos a 4°¢, sendo que antes das medidas de
fluorescéncia, deixava-se por 10 minutos & temperatura ambien

te.

ITI.3 Extracac do DNA de E, cold

Partindo~se de ceélulas de E. coli incubadas
em meio de cultura L.B. (10 g de triptona, 5 g de extrato de le
vedura e 5 g de NaCl, completando-se o volume para 200 ml), pro
cedia-se a extragac segundo Marmur e col. (161} que consistia
corriqueiramente de:

a) rompimento das cé&lulas com lisozima (1 mg/ml}, incuban

do-se a 37°C por 30 min.;

b) rompimento dos niicleos com dodecil sulfato de s&dio (SDS)

102 a 37°C por 10 min;
¢) extracido com clorofbérmio-alcool isocamilico (24:1; V/V);

d) tratamentc com ribonuclease (37°C por 60 min);
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e) precipitacao com etanol 99% a 1%¢c,
A sequir era estocado em bastoes de vidro enm
etanol 70% no freezer.

A pureza do DNA assin extraido era  testada
através de medidas de absorbancia (A) a 260 nm, 280 e 232 nm,sen
do gue se AZGO/AZSG > 1,7 ou A260/A232 > 2,3, o DNA estd prati-

camente puro, isento de protelnas.

T11.4 Identificacao de acetona no sistema isobutiril-CoA

Quando a reagao is@butiriimCoA/proxidase/Oz
tinha fim (apds 10 segundos), adicionava-se 2,4~dinitrofenilhi-
drazina e a identificacgao era feita em cromatografia de camada
delgada em sllica gel (eluente de benzeno~hexano, 1:1}), compa-

rando~se com o Rf do controle com acetona pura.

ITI.5 Calculo da elipticidade especifica

0s dados de CD do complexo de DNA e acridina
laranja, foram expressos em elipticidade especifica ([y],), cal-

culada através da seguinte formula:

& x 10 3 -1
lv], = -~ (grau x cm” x decagrama )
A 1 x cf

onde:

€5
o

a elipticidade observada em graus.
1 & o caminhc dtico em cm.
u - 3 . as ,
¢' & a concentragao em grama/cm” de acridina laranja no

complexo.
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1TI.6 Determinacac dos parametros cinéticos

Os valores da velocidade maxima (V__ ) e cong
tante de Michaelis (K ), foram obtidos diretamente do grafico
duplo-reciproco, criginado da equagao de Lineweaver-Burk (ver

Apéndice III).

A
max
onde :

v & a velocidade inicial do consumo de oxigénio.

o
Ko & a constante de Michaelis-Menten.
Viax & a velocidade mixima de consumo de oxigénio.
'S & a concentragio do substrato, nc nosso caso, 2-metil
propanal.

A energia de ativacao (E,) foi calculada di-~

retamente do grafico log V versus L/T originado da forma lo-

max

garTtmica da equacac de Arrhenius (ver Apéndice III).

E 1
log k = log Vm L= a X + log A

ax 2,3 RT P

onde

)
a temperatura em K, -

3
i

R @ a constante dos gases

s
o

uma constante.
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IV. RESULTADOS

1V.1 CINETICA ENZIMATICA

TV.1.1 Escolha das melhores condicoes para o sistema

2-metilpropanal (2~MP)/HRP/02

Resultados anteriores (138) demonstraranm
que para se obter um rapido consumo de oxigénio e intensa
emissao de luz, as concentragaes finais de 2-MP, HRP, fosfa-
te (Pi) e pirofosfato (PPi) pgderiam ser 95 mM, 2,2uM, 0,6M
e 0,3M, respectivamente em pH 7,4. Estas foram, pertanto,

as concentracoes utilizadas nos estudos com o DNA.

Nos estudos sobre o comportamento cinéti
co da enzima, as concentragoes de HRP e 2-MP eram  mantidas
constantes nos valores acima citados quando variamos 2-MP e
HRP, respectivamente,y Também utilizamos as concentragoes

dos tampoes acima citadas.
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TV.1.2 Variacao da concentracao de 2-metilpropanal

(2-MP)

A variacao da concentragao de 2-MP sobre a
velocidade de consumo de oxigénio, mostrou gque a enzima seque

a cinética de Michaelis-Menten (ver Apéndice II) (Figura 23).
0 estudo sobre & velccidade de emissao de
luz revelou uma dependdncia de primeira ordem em relagdo a con-

centracao de 2-MP (Figura 24).

n

o

O
%

o de Oz( uMx30seg!)

100~

de consuir

velocidode

I | |
0 150
[ 2-MP1 (mM)

FIGURA 23. Efeito da concentragao de 2-MP sobre a velocidade de
consumo de Oy pelo sistema 2-MP/HRP (2,2 yM)/0p en
tampao Pi 0,6M, PPi 0,3MqpH7,4 a 359C.
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FTGURA 24. Efeito dg,concantragéo de 2~MP sobre a veloglidade
de emissao de luz pelo sistema 2-MP/HRP  (2,2uM)/
0, em tampaoc Pi 0,6M, PPi 0,3M, pH 7,4 a 35°C.




IV.1.3 Variacao da concentragac de HRP

Uma vez gue a velocidade inicial & sempre
proporcional a concentragao total da enzima (IeQi, ver Apéndi-
ce TI), podemos observar o efeito da variagdo da concentragao
de HRP sobre a velocidade inicial de consumo de 02 (Figura 25)

e sobre a velocidade inicial de emissao de luz (Figura 26).

100

% de consumo de Oz em 30 seg
U
T

| f

1 e
[ HRPI (M)

FIGURA 25. Efeito da concentragao de HRP sobre a velocidade de
consumc de O pelo sistema 2Z-MP (95 mM)/HRP/Oz, em
tampaoc Pi 0,6M, PPi 0,3M, pH 7,4 a 37°C.



56

o 10
:5§“M
LB
g
o R
A »

o
Q =
§§0.5
3 E
[
@
-

| |
0 1 2
* CHRPI (M)

FIGURA 26. Efeito da concentragao de HRP sobre a velocidade de
emissao de luz pelo sistema 2-MP (95 mM/HRP/0p), emn
tampao Pi 0,6M, PPi 0,3M, pH 7,4 a 37°C.
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IV.1.4 Infludncia da temperatura sobre a wvelocidade

de consumg de 02

A reacao mostrou ser dependente da tempera-

tura, como toda reacao enzimdtica. Houve um aumento acentuado
. o] 6] - N

no consumo de 0, de 257°C a 37°C, observando-se um decrescimo a

40°c. (Figura 27).

. —

o)
O

Porcentagemn de Oxigénio

L | | |

30
tempo { segundos )

FIGURA 27. Oxigénio consumido pelo sistema 2-MP (95 mM), HRP
(2,2 uM)/0» em tampao Pi 0,6M, PPi 0,3M, pH 7,4 a
diferentes temperaturas. h
(@) 25°C: (m) 30°; (o) 37°%; (w) 40°c.
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IV.1.5 Determinacao de Voax-S X

ax mm

Devido a dificuldade em se determinar a

vmﬁx e Ky diretamente do grafico velocidade versus |2-MP| usou-
& RACRACLLES

se o grafico duplo-reciproco (ver Apéndice II ). O estudo fol

realizado a varias temperaturas, para uso posterior na determi-

nagac de E,- Os graficos sao mostrados nas Figuras 28 (25%¢) ,

29 (30%), 30 (37°C) e 31 (40°¢).
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FIGURA 28. Grafico duplo-reciproco da velocidade de consumo de
versus concentracao de 2-MP do sistema 2-MP/

0, (v} versus
Hﬁ? (2,2 f,ul\fl)/(f):2 (Inserido) a 25°9C.
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FIGURA 29. Grafico duplo-reciproco da velocidade de consumo de Op
(v) versus concentragao de 2-MP do sistema 2-MP /HRP
(2,2 uM)"?Oz Pi 0,6M, PPi 0,3M, pH 7,4 (Inserido), a
300C.
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FIGURA 30. Grafico duplo-reciproco da velocidade de consumo de
09 (v) versus concentragﬁo de 2~MP do sistema 2-MP/
HRp (2,7 uM)/0>, PL 0,6M, PPL 0,3M, pH 7,4 (Inseri-
do) a 37°C.
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FIGURA 31. Grafico duplo-reciproco da velocidade de consumo de
O, (v} versus concentragao de 2-MP do sistema 2~MP/
HRP (2,2 pMy/0p Pi O,6M, PPi 0,3M, pH 7,4 (Insexri-
do) a 209,
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IV.1.6 Determinacado da Energia de Ativacao

0s valores encontrados parxa Vm e Ky nas

ax
diferentes temperaturas estudadas, encontram-se na Tabeola T.
0 grafico de Arrhenius (Figura 32), nao

Ca O - .
foi linear, sendo 37 ¢ a temperatura otima. © valor da enex

gia de ativagéo obtida do grafico foi de 25,1 * 4,4 keoal/mol.

2.0

FIGURA 32. Grafico de Arrhenius para a determinacgao da ener-
gia de ativagac do sistema ZMMP/HRP/02$
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t (90 T (°K) Vax log V. (1/T) %10 K

(uM/min) (OKml} {mM)

25 298 200 2,30 3,356 54

30 303 500 2,09 3,300 100

37 310 1000 3,00 3,226 130

40 313 ERare 2,77 3,395 30
TABELA I. Pados cindticos obtidos dos graficos "duplo-

reciproco’, segundo apéndice II, do

2-MP/HRP (2,2 uM) /0.

sistema
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IVv.1.7 ©#feito de Inibidores

0s conhecidos inibidores de peroxidase nativa,
cianeto (CN } e azoteto (§3 ), foram estudados em nossa reagém en-
zimatica, e os resultados podem ser vistos nas Figuras 33 e 34,reg

pectivamente.

"y
e 30
W_%
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®
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| [ I | | | ! ! | |
1© 30 1 ( N{1} 80 100
[2—MP]

FIGURA 33. Grafico duplo-reciproco do sistema 2-MP/HRP (2,2uM)/0,
Pi 0,6M, PPi 0,3M, pH 7,4 Sozinho (~8-) ¢ com cianeto (10mM) (~@& —).

&
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{ %x%@s@g‘g} x%{;
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FTGURA 34, Grafico duplo-reciproco do sistema 2-MP/HRP (2,2uM) /05,
Pi 0,6M, PPi. 0,3M, pH 7,4 Sozinho (~#®-); com 5mM (~e-) ¢ 10 m
(-3 -} de azoteto.
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IV.1.8 &feito do pH scbhre a reagac enzimatica

A variacao do pH afetou a velocidade de con
sumo de Oy, como visto na Figura 35. O pH "dtimo" foi 7,0. A
enzima foi mantida saturada com o substrato em todos os valo—

res de pH testados.

n

Q

O
!

0 de O2 (UuMx30 seg"’?

100

veiocidade de consun

FPH

FTGURA 35, FAfeito do pH sobre a velocidade de consumo de
Oy do sistema 2-MP (95 mM), HRP (2,2 ulM)/0, .
Pi 0,6M, PPi 0,3M a 37°C. ’
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IV.1.9 Efeito do tampao arseniato

Estudos anteriores (137), haviam demonstra=
do que a velocidade de emissao de luz na presenga de tampao
arseniato 1,0M era nuito maior do que na presenga do tampao fos

fato 1,0M.

Nossos resultados demonstraram que a veloclk
dade de consumo de O, na presenga de arseniato & duas vezes
maior do que na presenca de tampao fosfato (Figura 36). O KM

permaneceu inalterado (Figura 37).

e,
o

velocidade de consumo de Oo{uM x30seg")
5
)

| |

20 40
[ 2~ MPI1({mM)

FIGURA 36. Efeito do tampao sobre a velocidade de consumo de Op
pelo sistema ZIMP/HRP (2,2puM}/0n) . Tampao fosfato
(o) 0,6M, tampao arseniato (1) 0,6M, pH 7,4 a 3090,
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FIGURA 37. Grafico duplo-reciproco do sistema 2-metilpropa-
nal HRP (2,2 uM)/0, e tampao fosfato (0’) 0,64 ¢
tampac arseniato (@) 0,6M, pH 7,4 & 30°¢.
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TV.1.10 Estudo com o substrato Isobutiril-Coenzima-a

O sistema IScbutirileoenzimawA/HRP/Oz am
presentou uma rapida emissao de luz (Figura 38). O wuso de
DBAS e DPAS incubados no sistema de reagao ou adicioﬁados apos
30 sequndos de reagdo ndc mostraram nenhum efeito sobre a in-

tensidade de emissac. O consumo de oxigénio foi muito pegque

no (Figura 39).

€ 120

T
.g&

\Ki30
@W
i
§ 5
£ 8 40
-

{

&0
+empo (segundos)

STCURA 38. Velocidade de emissao de luz pelo sistema isobuti-
ril-CoA (2,6 mM)/HRP (2,0 uM)/0p, tampac Pi 0,6 M,
PPi 0,3M, pH 7,4 a 300C. O mesmc grafico foi obti
do incubando-se DBAS ou DPAS (2,0 uM), ou adicio =
nando-se apos 30 segundos de reagao.
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FIGURA 39. Consumo de O, pelo sistema Ischutiril-Cok (2,6 M} /
HRP (2,0 uM)/0p ewm tampaoc Pi 0,6M, PPL 0,3M, pH 7,4
a 30°0cC.

Um dos produtos dessa reacdo foi a acetona,identi-

ficada sequndo o descrito no Item IIT.4 da PARVE EXPERIMENTAL.
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1v.1.1l Efeito de perdxido de hidrogénio

A adicao de H202 (1 nM) ao sistema enzimatico
nao altera a velocidade de consumo de oxigénio, mas retira o pe-
riodo de indugao comparado ao sistema controle. Entretanto, a pe
roxidase dialisada em Agua pentadestilada, além de aumentar o pe

rTodo de indugdo, altera a velocidade inicial da reagao (Fig.40).

o)
T
@

% de Oxigénio Consumido
N
O
|

N
Q
]

tempo ( sequndos)

FIGURA 40, Consumo de oxigénio pelo sistema 2-MP (85mM) /HRP (2,2
uM) /Oy, HRP em agua destilada (0); HEP dialisado en
agua pentadestilada (A) e HRP na presenga de tragos
de H?OZ{l;O niM) (o) a 25%C.
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IV.2 ESTUDOS COM O DNA

1v.2.1 Gfeito do jon prata scbre a fluorescéncia de

AL e PF

0 espectro de absor¢ao dos complexos de DNA
com acridina e proflavina podem ser vistos nas figuras 11l e 42,
respectivamente.

Na figura 43 vemos o efeito do Ion prata so-
bre a fluorescéncia de acridina laranja e proflavina. ] ion
prata suprime a emissac de proflavina e acridina laranja, Como

visto na figqura 43.

0.10—

Absorbancia

o
o
Ut

| |
550 500 450
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 41. Espectro de absorcgao do complexo DNA (1,0x10 4M) @
acridina laranja (1,0x1076M). O mesmo espectro foi
obtido para o complexo com DNA previamente submeatido
ao sistema enzimatico.
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] 2 H £ i

500 . 450
comprimento de onda (nm)

FIGURA 42. Espectro de absorgao do complexo DHA (1,0xl10 4M) &
proflavina (1,0x1076M). O mesmo espectro foi obti
do para o complexo com DNA previamente submetido
ao sistema enzimatico.
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FIGURA 43. Efeite do jon prata sobre a intensidade de fluorescen
cia F de 0,5 uM de acridina laranja (o) e 2 yM de pro
flavina (o). Fo & a intensidade na auséncia do ion
prata., AL foi excitada a 470 nm e sua fluorescénaia
medida a 530 nm. Os correspondentes comprimentos de
onda parva proflavina foram 440 nm e 520 nm.
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IV.2.2 Efeito do fon prata sobre os complexos de
DNA/PF e DNA/AL

Antes de tratarmos o DNA com o sistema enzimi
tico, tentamos reproduzir os resultados da literatura a fim de
nos certificarmos se nossos métodos experimentais de preparagao
dos complexos eram satisfatbrios. Os resultados podem ser vistos
na figura 44.e estes, estao plenamente de acordo com a literatu

ra {147).

3.0

1.01&

Q1 Q.2 " 0.4 Q.5

FIGURA 44. Efeito do Jon prata sobre a fluorescéncia de proflavi

na (e) e acridina laranja (8) llgadas ao DHA de E.

coli. A razao r (moles DNA/moles AgT) foi igual a 100.

g e Fp s30 as intensidades na presencga € na auséncia
de prata, respectivamente. r= moles de ion prata/mo=
les de DNA. O complexo DNA/proflavina foi excitado a
468 nm e sua intensidade de emissao medida a 500 nm,
0s correspondentes comprimentos para DNA/AL foram 480
e 530 nm.



Os resultados com DNA submetido ao sister
ma enzimatico e ac  sistema controle, segundo o Ttem TIL.Z.,

podem ser vistos nas figuras 45 e 46,

IV.2.3 Complexos de DNA e Térbio (ITT)

4 3+ : N .
ouandoe To se liga ao DNA do sistema con-
trole, sua intensidade de fluorescéncia aumenta, come ja  pre-

visto pela literatura (90}, devido ao nucleotideo de guanina.

34 . . .
se liga ao DNA extraido do sistema en~

Entretanto, guando Tbh
zimAtico, hé um maior aumento em relagaoc a fluorescéncia de
térbio ligado ao DNA extraldo do sistema controle (Figura 47)

(Tabela I1).

TY.2.4 Medidaz de dicroismo clrcular

nstudos de dicroismo clrcular dos  comple~
cos de DNA e acridina larania, mostraram gue gquando ge tem DNA
submetido ao sistema enzimhtico, nudangas oCorrem no aspeltro
cD de acridina larania, indicando gue o sitio de ligagao desta

ao DNA foi alterado (Fligura 48).
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Lorescencia

g
L

Tntensidade Relativa de F

[ I |
520 560

Comprimento de onda {nm)

FIGURA 47. Tntensidade de fluorescéneia de Térbio sdzinho (16uM)
(m==): Th3t (16 uM) ligado ao DNA (1,0x1074M) (....)
no sistema controle e (——) no sistema enzimdtico. O
comprimento de onda de excitacac foi de 290 nm.
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Fluorescéncia de Th

a 540 nm

34

(A} DNA no sistema controle 1,9 + 0,1
(B) DNA no sistema enmimatico 2,7 % 0,1
Razao B/A 1,4

TARELA TI. DLfeite do sistema enzimatico (em con-
digobes padrao) sobre a fluorescéncia

-
Cdo complexo Tb3 e DHA.
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FIGURA 48. Espectro CD de acridina larania (7,5 pwg/ml) liga-
da ao DNA (1#0x10“4M) (@) previamente submetido
a0 sistema controle e (o) a0 slstema enzindtico.
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. BESTUDO CINETICQ

Sabe~-ge que para a maloria das reagoes qul -
micas catalisadas por enzimas, & vaelocidade da r@agﬁ@ geralmen
e aumenta com o aumento da temperatura, dentro de certa faixa

na gqual a enzima & estavel e mantém atividade integral.

As enzimas, contudo, ca0 prot@fna% camgl& e
was cujas atividade catalitica resulta de uma estrutura tercias
ria altamente ordenada mas & mantida por ligagdes fracas nac co
valentes. Isso resulta, em termos praticos numa estrutura fra
gil e delicada que pode se romper se a molécula absorver mui-
ta energia (denaturagac). Por isso, o esperado aumento na ve-
lecidade com o aumento da temperatura, resultante do aumento
das colisdes enzima + substrato, & compensado pelo éumemto e
velocidade de denaturacao. Por isso, a enzima apresenta uina
temperatura "Otima”, na gqual ela exibe unma atividade constante
com ¢ tempo pelo menos tao longo guanto o tempo de anflise e &
temperaturas malores gque essa temperatura maxima, a velocldade

tende a calr.

Observando-se os graficos das paginas 58,
59, 60, e 61, sobre a velocidade de consumo de oxigénio yer-

.. e o JR S
sug  concentragao de 2-MP para as tewperaturas 25%, 207C, 37°C
dade aumenta com o aumento da temperatura numa faixa de concen-
tragao de substrato que vail de 20 a 80 mM. Contudo, payra ocon-

c@ntragées maiores que 80 mM, a velocildade aumenta guando varia
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‘ o) O i C ; -
mos de 25°¢C a 30YC, indicando que a atividade catalitica maxi
” i ) - . C X . - o
ma da enzima ainda nao foi atingida., Na faixa de 377°C a 407C,
ha um ligeiro decréscimo na velocidade., Isso Indicaria gue a
. . o} ' o ‘ o
enzima a partir de 37°C perde parte de sua atividade,sendo Ppor

e O - . .
tanto, 37°C a temperatura "Otima" dessa enzima.

A primeira vista, o valey de 130 wM para o
Kbi& 379, indicaria pouca afinidade da enzima pelo substrato
2~metilpropanal (o Kﬁiﬁa catalase & 25 mM). Contudo, deve-se
taer em mente gque nem senpre thé uma medida da afinidade da
enzima pelo substrato, somente o sendo quando kzﬁﬂkml (ver A~
péndice 11). Portanto, o conhecimento das constantes de velo-
cldade da r@agé@ faz~se necessario antes de se afirmar algo so

hre a afinidade da enzima pelo substrato.

¢ valor da energia de ativacgao obtido dire

tamente do grafico log V versus 1/T (Figura 32, pagina 062

max
foi de 25,1 ¢ 4,4 kcal/mol, na faixa de 259 a 3?QC; uma  ves
que a partir de 37°0 a reagao nao seque a lei de Arrhenius pro
vavelmente devido a modificacgtes conformacionals no sitio ati-
vo da enzima. Hsse valor, apesar de ser alto em relagao ao va
loxr de Ea para a maicria das reacdes enzimaticas, que se encon
tra na faixa de 12 kecal/mel, €& esperado, uma vez gue deve cor-

responder ac total de B do sistema, onde pelo menos 3 estados

a
de transigao podem ser previstos (Esquema 18), Um primeiro es
tado de transigao seria formado para a incorporagao do OXiga-
nio, resultando no radical hidroperdxido. Um outro estado de
transicao deve anteceder a formagao do intermediario dioxeta
no e finalmente um terceiro estado de transigao deve anteceder
a clivagenm de tal dioxetano para formar os produtos. beve-se

lembrar agui gue todos esses provavels estados de transloao



83

gao formados Jjuntamente com a enzima e formam por sua vexw 08 cha

mados complexos ativados citados no Apéncide ITT.

, CHy 0
Enzima 4+ Mﬁwwc:: +Qp ;
CHa H Chzg

H VRN

ESQUEMA 18

0Os estudos com cianeto e azoteto (Figuras

13 e 34, wagina G4}, mostraram um pogueno efeito  inibi -

dor para concentragoes superiores a 5 mM. Uma vez que segundo
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caunders e col. (152}, a enzima normalmente € iniblda para con

B e e
caﬂtragaes de CN e N3 na faixa de 10 - a 10 6 M, podemos con-
O

siderar que o hosso sistema & praticamente insensivel & agao
de tais inibidores de peroxidase nativa. Sabe-se que tails fons
sac capazes de formar complexos estaveis com o grupo ferrviporfi
rinico de HRP nativa (153) envolvendo a interagac com O  grupo
hems na sexta p@aigﬁ@ cle wgwr&@na§§o {154Y. Entretanto, estu-

dos com cianeto sobre o ciclo de oxidagao-redugao de HRP(155),
demonstraram que em HRP-1 e HRP-II (ver Apéndice I) esse sitio
de ligagao esta ocupado por espécies fortemente coordenadas as
quais claneto @& incapaz de deslocar. Estudos anteriores oom
o sistema de xeagﬁwf indidaram gue durante a r@a@&o devemnos ter
essencialmente HRP-II e alguma HRP-1 {138} (ver Apéndice 1).Pog
tanto, podemcs conclulr gque provavelmente a total insensibili-
dade da reacao enzimidtica frente ao cianeto e azoteto deve-se &

cxisténcia de tais formas oxidadag de HRP.

O perfil do consumo de oxigénio em funcac
do pH, mostrou gue a enzima tem wn pH "otimo" ac redor de 7,0

(Figura 3%, pagina 65). Considerando-se que a peroxidase nes-

se sistema, age como uma oxidase e que 08 seres hunanos contamn

uma variedade enorme de enzimas com tal fungao, poderiamos su-
o e o I A .

por gue os tampoes blologlcos Hszé /H?ué (intracelular) o

.1&2(.220ﬂ_:{r/l--IC,'f(}w.“g (extracelular), contribuiriam para gue e55as engi

mas atingissem a capacidade maxima de oxidagao de um  substrato

anflogo ao 2-metilpropanal.

Estudos anteriores {(156), haviam demonstra
do preliminarmente, que a velocidade de consumo de oxigenio &
de emissao de luz eram muito maiores em tampao fosfato do o ues

em tampao tris-acetato no mesmo pH e gue em tampac arseniato, a



velocidade inicial de emissao de luz era muitc maior do que a

velocidade em tampac fosfato.

0s resultados obtidos agora com o© tampao
arseniato, revelaram gue a velocidade de consumo de O2 fol cer
ca de duas vezes maior que em tampao fosfato (Figuras 36 e 37,
paginas 66, 67}. Tem-se sugerido em estudos sobre a hidrata-
cao de aldeidos (157) que o tampao fosfato estad envolvido  no
equilibrio ceto-endlico, agindo como um catalisador bifuncio -
nal (158). Verificou-se também que a velocidade de enoliza-

¢ao de cetonas em tampao HAstm é cerca de duas vezes maior do

que em tampao HPO42# (159). Estudos anteriores com o siste-
ma zmMP/HRP/OZ (138), sugeriram que a enzima deve abstrair um
hidrogénio de forma endlica do substrato. A importancia da
forma endlica pode também ser . vista no sistema bicluminescente
de Latia, onde a luciferina & uma forma endlica de uma ceko-
na {(160). Assim, o tampao fosfato seria responsavel pelo equi
1ibrio ceto-endlico de 2-metilpropanal (Esquema 19}, © que ex-
plicaria a maioxr velocidade cbhservada nesse tampao do que em
tris-acetato. Também o fato da velocidade de consumo de oxigé
nio em tampao arseniato no sistema 2~MP/HRP/02 ser duas vezeé
maior do que em tampac fosfato, estd de acordo com os resulta-
dos obtidos para a enolizagao de cetonas, onde .& relagao

k 2~/k 2=

HA504 HPO4 também fol dois.

H\“C%Q HO_ ,,,.d H\“‘C’?Q' ..... H0 /Q 2 HNC/OH a@\ p%
i PL = B Pol= I + P
SN C - /N C &
M@fic\ﬁ "0 0 IMe~ T “opy..0 O Me” ~ Me HO O
- Me

ESQUEMA 19
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cuando o sistema enzimdtico contém peroxi-
dase dialisada, o tempo de incugao aumenta, sendo gue a presen
ga de trages de H,O, retira o tempo de indugac (Figura 40, pd

gina 70). Isso provavelmente indicaria que durante o periodo

de inducao, 5202 deve ser formado por via catallsada por me-
tal para day origem ac BRP-I (Fsquema 20). Acredita-se e

%202 participe na geragao de radicals livres gue provavelmente
aceleram a reagao. Dos resultados obtidos neste estudo e estu
deos anteriores {(138), podemos o mecanisme segundo o 2 Esquena

20.

Na tentativa de aproximarmos nosso sistaema
a um sistema biologice, usamos o substrato isobutiril-Cod, gue
2 um intermediirio da degradacdo oxidativa do aminodcldo vali-
na {Esguema 21) e succinil-Col, dqua por sUa vez & um interme
difrio de uma sequéncia de reactes responsavels pela respira-

cao celular,

Nossos resultados demonstraram gue ha  uma
emissao muito rapida de luz (Figura 38, pagina 68}, indicando
que a velocidade de formagdo de produtos & muito alta. Tal
fendbmeno & esperado, uma vez que a presenca do grupo-5-CoA por
ser um bom grupo abandonadoy, favorece a insercac de 92 35e)
substrato, e por conseguinte, a velocidade de formagao de pro-
dutos & muito alta. A deteccio de acetona por cromatografia,
sugere o mecanismo do esquema 20, por analogia ao propoesto pa-~

ra Z-metllpropanal.

Poderiamos entao supor gque haja a formacao
de estados excitados durante a oxidacgao de valina na mitocon-
dria (compartimento celular onde se processa a oxldagao de cax

boidratos, lipideos ¢ aminchcidos a CO, e H,0), por um meca-
- o
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ESQUEMA 20

CH gﬁﬁ @
1. 3>¢“ E-H + Fe'ttY  ——> Fe't 4 — C,
CHy' H
CHz @ fg. O
2. S ¥ JrC—00 _RH_ ¥ - C-00H
QH3 H M;% 4
ﬁﬁﬁ ™ il °
> B 1, + O0H
CHg” H
4. Hg% + Q’
2. HRE Hg@‘a S—— 1
@ cHﬁ - Q Mﬁjwa:&& (:;Hg\\ s ::{:}H
CHy "H H = CHz’ b
7. CHs_ _OH CHs. O
>x 4 HRP-L i /;""‘”{w + HRE-T
CHz_ O SN >r” 2.
8. e “ S———-Y > '« . mwmy,,
- CHg H CH3 H CHy o-o
CH Q , QM:’;’% Q
CH ) QH%
3 0-0 0-0°
CHs 9 0
1o >}‘” ¢ T“ﬁ D=0 + HCO®
M3 L o Gﬂg ®
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CHz CH CH (NHz} COOH
CHxz
O
1

CHg CH ~C ~ COOH
CHs i
0

il
CH CH=C — 5CoA
CHs

e e &

Succinil ~ CoA

!
ciclo da
respiraca
celular

o

ESQUEMA 21

Valing

& ¥

Acido - o ~cetoisovalerico

Tsobutiril- CoA
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nismo via dioxetana, uma vez gue no interior da mitocondria en
contram~se multas enzimas gue catallsan a incorporagac de  0O,,

tal qual a funcgao desempenhada por HRP no sistema de 2-metilpro

wanal .

O fato do tempo de emissaoc ser muito curto
sugere a formagac de espécies singletes. Contudo,toyrna-se pre-
maturo qualquer afirmagac a respeito do tipo de estado excita
do formado, visto gque os resultados com og aceptores emissivos

(DBEAS e DPAS), nac foram conclusivos., Caso se deseje estudar

cese sistema, um estudo mais detalhado das melhores condicoes
de reacgao faz-—se necessario realizar. O mesmo comportamento gue

tem o sistema &mm@tmiﬁQVﬂiéxicm/HRP/Q?fque & dependente de Tons

Mn v

IT. ESTURO COM O DNA

TT.1 Dicroismo circular

Estudos de dicrolismo circular de DNA lrra-
diado a 254 nm {(119), demonstraram gue a variagao na elipticida
de a 275 nm do espectro CD de DNA (Figura 49), estaria relacio-
nada a mudancas conformacionals consequentes da formagao de di-
meros de pirimidina, especialmente dos dimeros de timina. Um
comportamento similar da elipticidade a 275 nm {(Figura 50} foil
cbservado em reagoes fotosensibilizadas com acetofenona gue le
vam a4 formaglo especifica dos dimeros de timina (124). Contudo,
para altas concentracgoes de sensibilizador, foram observadas
variacoes mals pronunciadas nessa elipticidade, que talvezr os-

tivessem relacionadas com guebras na cadela aclear-fosfato de
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tectadas por Rahn e col. (161},

e = Nﬁgiﬁmﬁ TN
£ 1600 § R
0 2500 5 0 S
~ 2000 - o
[
> 200 3; 20 40
Nwﬁ i
7 4 ) dose de irradiacdo
49 (/1 x10°) (3 /mfx10%

FIGURA 49. Variagdo na elipticidade a 275 e 320 nm do espectro
de dicroismo circular de DNA Calf thymus como fun-
cao da dose de radiacao a 254 nm (Figura extraida
da ref. 119,

FIGURA 50, Variagao na elipticidade a 275 nm como fungao da do
gse de radiacao a 313 nm em presenca de acetofenona
(7,6 % 107%M) (Figura extraida da ref. 124).

0 aparecimento de uma nova banda ao redor
de 320 nm e a mesma dependéncia com relacac a dose de  radia~

cio, foi observada no espectro CD de DNA irradiade a 254 nm e

em reagoes fotosensibilizadas. Tem sido propostc gue essa ban
ua e s 5 - 5

da & devido a alguma transicao n-T que & favoreclda em DNA Lr-

radiado (119).

Az mesmas variacoes espectrais de CD, ou sg
ja, diminuigao da elipticidade a 275 nm e o aparecimento de u~-
ma nova banda a 320 nm 78 foram observadas em DNA tratado om
o sistema enzimdticoe gerador de acetona triplete (141) (Figura

51). Verificou-se também que o DNA nao afeta a velocidade de
(&

!

consumo de oxigeénio, mas diminui consideravelmente a fosfores -

céncia de acetona formada (Figura 52).
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FIGURA 51. GEspectro CD de DNA: (- } sozinho; (=== cuando
presente no sistema de reagao 2wMP/HRP/D?m {Fi~

gura aextralda da ref. 141).

FIGURA 52. Fotoemissao como fungao do tempo pelo sistema
2~MP/HRE /0, na auséncia (~0-0-0-) e presenca
(-@~®-) de DNA (50 ug/ml). {(Figura extraida da
ref., 141}.

tro CD (Figura 51), poderiam estar relacionadas com mudangas es

truturais devido & transferéncia de energia de acetona triple

te para o DNA (141).

o3

Nossos resultados com o espectro CD dos

complexos DNA e acridina laranja, revelaram um descréscine i

o DNA fol tra-

tado com o sistema 2-MP/HRP/0, (Figura 48, pagina 80},

Unm comportamento semelhante fol observado

no estudo do efeito da tempervatura sobre os complexos de DNA

acridina laranija (131) (Figura 53).
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FIGURA 52, Curvas D do complexo DNA/AL para D/JC = 4,0 nas 3
temperaturas (Figura extralda da ref. 142},

O espectro de absorcao do complexo DNAﬂ%&
depois da interag&m com acetona triplete nac apresenta wvaria-
cac (Figura 41, pagina 71) {analogamente ao obhservado no estu
do do efeito da temperatura), indicando que as moléculas do
corante ainda estio todas ligadas ao DNA. Portanto, .o decrés-
cimo em CD acompanhandc a interagao de acetona triplete nao
seria devido a alteragdes no equilibric termodindmico entre <o
rante e DNA e sim a alguma mudanga na relagao estereogulmica
entre duas moléeculas de corante que permanecem ligadas ao DNA.
O efeito observado em estudos anteriores no espectro Ch de DNA

submetido ao sistema enzimatico {(Figura 51}, poderia ser a cau



93

sa de tal mudanga na relagido estereogquimica das moléculas do

corante.

11.2 Bstudos de flucrescéncia

resultados anteriores (141} sobre a fluores
céncia do DNA submetido a0 sistema gerador de acetona triple
te, mostraram o aparecimento de uma nova banda ao redor de 400
nm (Figura 54), gue poderia estar relacionada com a formacao de

adutos de pirimidina (Figura 55), uma vez que estes apresentam

fluorescéncia ao redor de 400 nm (162).
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FIGURM 54, Espactro de fluorascencia de DNA: Sww} soeinhog (===}
guando presente no sistema de reagao 2=MP/HERP /00
(Figura extralda da ref. 141).
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FIGURA 55. Adutosde pirimidina isolados de DNA irradiado a 254 nm.
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Nossos estudos de fluorescéncia revelayam o
segquinte: nao houve alteragao na intensidade de fluorescéncia
do complexo DNA/AL ou DNA/PF guando DNA foi previamente submeti
do ao sistema enzimitico, em relagao aos mesmos complexos Com

DNA nao previamente tratado.

08 resultados com tals complexos foram mals

positivos na presenca de prata. Assim, a intensidade da fluo

matico e proflavina guando na presenca de prata, diminuin em

relagao ao complexo de DNA controle e proflavina (Figura 45, pé
gina 76). Esse efeito ocorreu na regiao em que 0,2 < r <0,5(F1
gqura 19, pagina 37). Isso indicaria gque o modo de interacao de
proflavina com DNA foi modificado pela agio do sistema enzima-
tico, refletindo-se na diminuicao da intensidade de fluores -
céneia. Sabe~se que a prata guande em presenga de complexos de
DNA e proflavina, tende a anular o efelto supressor da guanina
sobre a proflavina {147}, dal resultando o esperado aumento na
intensidade de fluorescéncia, como observado por nos{Fligura 44
pagina 74). Portanto, o decréscimo observado guando tinhamos

DNA tratadeo no sistema enzimdtico, estaria indicando gue a  su-
pressao da fluorescéncia de proflavina pela guanina en sitios
AT-GC ou GC-GC nao foi anulada, provavelmente devido a alguma

alteragao nesses sitios provocada por acetona bioencrgizada., Co
mo os resultados anteriores sobre a fluorescencia do DNA, indi-
caram que a nova banda ao redor de 400 nm, poderia ser devido &
formagac de adutos de pirimidina, podemos supor que a alteracao
detectada com o uso de proflavina e prata seja uma consequanaia
da fﬁrmagao desses adutos. Sabe-se gque as ligag&@s de pontes

de hidrogenio entre as bases sac gquebradas para que sejam forma
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dos os adutos. Isso acontecendo, a prata nao pode se ligar co-
valentemente as bases, causando a alteragao observada na inten-—

sidade de fluorescéncia de proflavina (Figura 45, pagina 76 ).

A intensidade de fluorescencia do conplexo

DA controle e acridina laranja na presenga de prata, nac  so-

fre alteracac com ralagao ao DNA submetido ao sistema enzimati
co (Figura 46, pagina 77 . Come nos complexos de acridina  la-
ranja com DNA nZc existem sitios supressorves de fluorescéncia ,

sendo gque a acridina laranija fluoresce digualmente de todos 08
sitios do DNA aos guais se intercala, a presenga do Ion  prata
apenas exerce um efeito de Atomo pesado, aumentando © cruzamen-
to intersistema (Esguema 1, pagina 3}, que ira por conseguin
te, diminuir a intensidade de fluorescéncla de AL, Fol o que
observamos nos experimentos das figuras 44 e 46, paginas 74 e
77, respectivamente. 0O Fato de nao observarmos alteragao entre
os conmplexos de AL com DNA submetido ao sistema enzimdtico &
com o DNA controle (Figura 46), provavelmente indicaria gue o
afeito de anulamento da supressao tal como exercide no complexo
de DNA e proflavina, predomina sobre o simples efeito de dtomo

pesado exercido sobre’AL, come ja verificado por Prusik e col.
(147}, indicando assim que proflavina na presenca de prata se-

ria mais util em termos de detecgao de alteragdes em DNA.

Nosgos estudos com téggiﬁ revelaram gue &
intensidade de flucrescéncia do complexo com DNA previamente

tratado no sistema enzimtico & maior do gue com DNA no siste
ma controle (Figura 47, pagina 78). Estudos com DNA nativo,
DA denaturado e tratado previamente com uma nuclease gue hidro
lisa as regioces de fita simples do DNA (85), demonstrayam que

vando térbhio esti  ligado ao DNA denaturado ou btratado com nu-
1
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clease, sua Intensidade de fluorescéncia € cerca de 14 vezes
maior que guande ligade ao DNA nativo. Por outro lado, guando
esta presente em DNA gue sofreu tratrmento com N-acetoxi-Z-aco-
talamino-fluorenc (XITI), sua intensidade de fluorescéncia di-
minui cerca de 70% (90). Sabe-se que tal composto reage princl
palmente na posicio 8 da guanina e portanto, a diminuigao na
intensidade de fluorescéncia do térbio & devido & modificagao

quimica  do anel guanidinico.

ALIX

Como observamos um aumento na intensidade
L T T - , ,
de fluorescencia do Th ligado ao DNA previamente submetido ao
sistema enzimitico em relacao aoc DNA controle (Figura 47, pagl
na 78), provavelmente nosseos sistema nao esta causando quebra
do anel de guanina e sim algum tipo de mudanga semelhante 2

pegquenas regices de fita simples, ja que o aumento na intensi-

dade de fluoresceéncia fol pegueno (cerca de 1,4 vezes, Tabela

Y

11, pagina 79). HE também a possibilidade de gue tais re-
gides de fita simples sejam formadas nao comoe consequéncia da
formagao de adutos, mas sim de outro tipo de lesac causada por
acetona biocenergizada na cadeia agucar-fosfato, que necessitem
de Alcali para sua evidéneia, como ja observado por Menegbini

e ool. (72).
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Supondo entao gue a agao de acetona triplete
gerada enzimaticamente sobre o DNA induza a formagao de adutos
de pirimidina e de regioces de fita simples, vemos abalxo {Figura
56) as possivels consequéncias sobre a intensidade de fluoregcen
cia dos complexos de DNA e proflavina na presenca de prata e de

) 34 .
DNA em TbhbY 7, observadas em nosso estudo.

Ag" niio se ligaria nessa

| regido { diminugdo na
fluorescéncia do complexo
de DNA e PF

2MP/HRP/0p -+

Guaning mais exposta

d a aglio de Th3* au-
PNA [ DNA \\‘“ ~mento  na fluores —
<medmm{s@} g jé? 5@? 5%@%*@

FIGURA 56



CONCLUSORES

A oxidagao de 2-metilpropanal catalisada por
HRP, formando acetona triplete segue um comportamento Micheliag~
no, em gque V__o & de 500 uM/min e o© Kﬁ_é de 30 wM a 406%9). O
pH  "Atimo" & 7,0. ©Os tradicionais inibldores de enzimas con-
tendo Fel{ITT), cianeto e azoteto, naco afetam esta xeagﬁ@ de oxi-

dagao, indicando gue compostos HRP-1 e HRP-IZL sac formados duran

te o ciclo catalitico da enzima. © tampac fosfato desempenha um

papel importante na manutencao do eguilibrio ceto~endlico do
substrato. A velocidade de consumo de oxigénio aumenta com O

o .- o o 78 .
aumento da temperastura numa faixa gue val de 25°C a 377C, sendo
que a partir dessa temperatura, a velooidade tende a diminuixr,
possivelmente devido a alteragbes estruturais no sitio ative da

anzima.

A geracho enzimftica de espécies excitadas
in vitro & multo importante uma vez que abre caminho para &
possibilidade de fmxma@ﬁo de estados excitados in  vivo, nas LV
tas reacdes de oxidagdo em que ha a participagao de sistemas

peroxidase~oxidase.

mportante também foram as observagoes ante-
riores de transferéncia de energia de acetona g@raéé melo sig-
tema E«MetiEQIOp&nalfﬂﬁp/Qz para clorpromazina, Eitocromo, fla-
vinas e DNA. Podemos entao supor que as alteragdes gue ocorren
com tais componentes celulares poderiam ocorrer in vivo, devido
a processos de transferéncia de energla de espécies excitadas ge

radas pelos sistemas peroxnidase-oxidase.
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0 estude com DNA neste trabalho mostrou que
o sistema ZWM@tilpropanal/HRP/Oz nao causa destruicao do  anel
guanidinico, ao contrario, induz a formacao de regloes de fita
gimples em gue a guanina se encontra mails exposta, provocando
o aumento verificado na intensidade de fluorescéneia do  Tho .
Pontes de hidrogénic entre bases nos sitios AT-GC e/ou GC-GO
sao rompidas, provavelmente devido a formacgac de adutos de piri
midina. As regices de fita simples observadas com.Tb3+ pode~
riam ser consequéncia da formacac de tais adutos cu de  lesoOes

na cadela aglcar-fosfato.

O fato do efeito Cotton provocado na banda
de absorcao de acridina laranja ‘ser semelhante ao efelto proe-
vocado sobre o complexo por aumento de temperatura, wvem confip-
‘mar as suposigoes anteriores levantadas neste trabalho, de gue
a estrutura do DNA assumiu uma conformagao tal qual a verifica-
da por aumento de temperatura, em que ocorrem guebras de pone

tes de hidrogénioc entre as bases.



PROPOSTAS PARA FUTUROCE ESTUDOE

Nossos resultados sobre fluorescéncla de AL

e PF ligada ao DNA, na auséncia de prata, nao mostraram nenhu-

ma alteragdo causada ao DNA pelo sistema 2-MP/HRP/O,. Somente
pudemos detectar alguma variagao guando usamos proflavina na

presenga de prata. Contudo, tem-se sugerido © uso da fluores-
céncia de AL em estudos com DNA irradiado (163) o invés de tem
po de meia vida de AL, para determinar a porcentagen de re
gioes de fita simples em DNA, uma vez que O métode de fluores-
céneia exige a manipulagao d@‘ap&r@lhagem menos sofisticadas que
a empregada para o calculo do tempe de meia vida. Podemos en-
t3o, supor que ¢ nmétodo de fluorescéncia com AL proposto aci-
ma, nAo seria muiteo Gtil para detectar pequenas alteragoes como

as supostamente causadas pelo sistema 2-MP/HRP /0., sobre o DNA.

Contudo, pudemos detectar alteragoes no

DNA com o uso de lon prata. Por isso, acreditamos gque um estu-

do com todos os corantes relacionados com acyridina e brometo de
-« Y + . - it " - M

etidio, juntamente com os lons prata e mercurio poderiam NOE

fornecer resultados adicionais gue nos levariam a uma conclusao

sobre qual o efeito especifico causado pelo sistema enzimatico

sobre o DNA.

w



APENDICE ¥

Propriedades da enzima peroxidase de rabanete (HRP)

A peroxidase de rabanete pertence ao grupo
das heme~enzimas gue incluem a catalase e cltocromos. Tals he
me~enzimas caracterizam-se por possuly um anel porfirinico, a
protoporfirina I¥, gue tem o Fe-III mantide por quatro  liga-
¢oes de coordenagio. Na HRP, a guinta posigac do ferro € ocu-
pada por um grupo imidazdlice de um residuo de histidina aqui
representado pov §H+ & a sexta posicao estd ocupada por uma

molécula de H,0 (Figura T.1).

FIGURA I.L. Interacao do heme com os grupos da proteina em
pergxidase.
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pssa enzima possul duas fungoes. A funcac

&

peroxidatica na ual a enzima utiliza H,04 para catalisar &
oxidagac do substrato (SH,). O ciclo enzimbtico & o seguinte

{(Esgquema I).

HQQ(F@3+3% HEQQ R s HRP-T Mgﬁg%meggéw
HRP-L + SHz  —— HRP-II | Fe®l. .H
| zﬁ

&+
FecT Ha0p

202

LR LN RT P

HRP -IL + SHy ~——> HRP (Fe®*) + SH’

mEgUEMa 1

A outra funcao seria a de uma oxldase, em
que hi a incorporacido de dois Atomos de oxigénio na molécula do

2
o

‘ . o . = m .
asubstrato, Contudo, tracos de HQQW [~10 "My sao negessarlios
4 L e
para iniciar a reacgiao, formando-se tanbim HRP-I e HEP-IT duran-
to tal ciclo catalitico (FBsguema T1). Por isso guando ugsanos a

motagé@ peroxidase (oxidase), na verdade estamos nos relerin-

do & fungao da HRP como uma oxidaseo.

HRP + H,0, —— HRP-I
HRP-T + SHp —> HRP-IL +5H

§H&¢'@2 WW““'%H@QT M
SHOO + HRP-IT —> SHOO™ +HRPI

mHOQUEMA TT




APENDICE T

Abordagem cinética. A equacao de Michaelis-Menten
A diferencga exlistente entre a maloria das
reagoes quimicas e aguelas catalisacdas por enzina, reside no
fato de que estas Ultimas apresentam o fendmenc da saturacao

com o substrato,

Fm 1913, L, Michaelis e M.L. Menten, desen-
volveram uma teoria de agao enzimidtica e cindtica gue fol mails
tarde ampliada pox G.E. Briggs e J.B.S5. Haldane, gue se tornou

fundamental para a andlise guantitativa de todos os aspectos

de cinética enzimdtica e inibigao. 0 mecanismo consiste na
formagao de um complexo enzime-substrato (ES) que se decompoe

originando os produtos (P) em uma fungao gue limita a velocida-

de, assim:

o o+ 8 n o+ P
Em termos experimentals podemos chegar &
tal equacgao, da seguinte maneira, ac medirmos a veloeidade ini-

cial (VO) de uma reacao simples $--+P gquando esta & catalisada
por uma dada cona@mtxagam de snzima (I&O[) sS0Obh conﬁigﬁeﬁ Can s~

tantes de r@agaa, verificaremos que Ve varia com a concentra=

gao do substrato [5]. Quando os valores medidos de v_ sao tra-
cados contra os valores corvespondentes de 5] como na  Figura
17.1, comumente se obtém um grafico hiperbélico retangular ca-

- N o \ . - -y
racteristico gue demonstra gue, em baixos valores de &, a ve-
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£

locidade inicial da reagao € diretamente proporcional a concen-

b

traqﬁo de substrato, mas que, em valores malorves de . a velo

cidade inicial & maxima, ¢ seu valor <Vmax) ¢ independente da

concentracao real de substrato, desde gue esta esteja saturada

~

am excesso.

£

K L Substrato 7

FIGURA IT.1. Efeito da c@naentragﬁw de substrato sobre a velo-
cidade de wwa reagac catalisada por enzima.

tsto significa gque:

to, a reagao de 1- ordem ew relagao ao substrato:

b) em altas concentragoes de substrato, Ve

tem valor maximo (quy) e a reacao & de ordem zero em velagao
[ S RN -

a0 substrato,

Vo & independente de fbr,
max P

desde que 8] seja suficientemente alta.

Estas eguacoes simples de wvelocidade int-
cial somente definem o comportamento da reagao nos extremos do

intervale de concentracao de substrato empregadas na Filgura




Lub

IT.1l, mas, nesta nesma figura, vemos que, qgquando tragamos o gra

fico de wvalores medidos de Ve, contra lﬁf, obterencs uha hip&xb@

le retangular para este propdsito, podemos escrever sob a Forma

onde a e b sao constantes.

Aplicando esta cquagao ao grafico enperimen

tal, verificaremos que a & igual a velocidade maxima Voo
o e

b @ a @@nm@ﬂtf&g&o de substrato na qual a x&ag%@ ge  pProcessa

a uma velocidade igual a metade da velocidade maxinma infcial

(esta & geralmente simbolizada por X

M)“ Agaim, a equaqﬁo CRPE

: : : - : b
rimentalmente derivada e gue relaciona v, com E&J & normnalmente
escrita como:

v

max

b

A7 Ee
o

5y + K

M

Esta & conhecida como a equagac de Michaoli:

oy

my

Menten e a constante K chamada de constante de Michaelis,

: ko n kwl
Paor definicac, K = = ———, Ouando k., <<k Ko, = K
s il k 1 2 -1 i

(Constante de &iﬁ@@&ia@&o do complexo EBEE)., Hesze sentido, KM

o

representa a afinidade da enzima pelo substrato. K&g altos sig
nificam pouca afinidade. Evidentemente, embora Koy ﬁeja wn pari
retro cinético experimentalmente mensuravel, seu valor somente
vode ser interpretado em térmos de constantes de velocldade gue

podem intervir, se o mecanisme de reacac & conhecido.

A equagao de Lineweaver~Burk nada mais &€ do

que uma transformagao da equagac de Michaelis-Menten, sendo util

na obtengao de grificos dms dados experimentais.
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Duando Yo & colocado em um grafico contra

o - . e o .
1/18] obtem-se uma linha reta. 5a linha reta tera uma in-

clinagao de KM{V a intersecgao sera 1/V no eixe /v, e

max’

. e . ; . \ . o . c ey e
uma intercepgac  oe wi/KM ng elxo de l/éb{ {(Figura I1.2). BEsgse
v ! -

grafico duplc~reciproco tem a vantagem de permitir uma determi

nacao muito mais exata de quv que pode somante ser obtida como
N LOA

seg infinitamente elevadas cler

um valor limite para concantsz

substrato a partir de um grafice simples de Ve contra }S,, e

mo vimos na Flgura 2.

4 clinagso = Ko

S

Vmﬁ}i

N@Q

, MMWM Yrnax
N 1

u )

FIGURAE IT.2 Um grafico duplo-recliproco {Lineweaver-Burk).

N a . . bt
Ewmbora a linha hiperbolica entrs v, o © Fa
o

na Figura II.1 seja para uma reagao de um & substrato, um gra-

fico semelhante & obtide para uma

emogue se varia a

trato enguanto 85




APENDICE ITI

Determinagac da energiae de ativagao (B )

A energia de ativagio de uma reacao enzima
tica corresponde a barreira enevgética gue as moléculas do
substrato devem romper, passando por um complexo ativado

(I-:Z‘,E;H,,I-j;}j-“)}?ﬁ antes de formar os produtos e regeneray a  enzima

(Figura II3.1l). Por definigac F_ = AH + RT,

ENERGIA

GElC

Coordenada do reagdo

FIGURA TIII.1 Provavel perfil de entalpla para a reagao catali-
sada poy enzima.

suponhamos gque a y@a@ﬁo enzimatica possua

¢ sequinte mecanismo, 1o gual kz & muito wenor que ki ou k3 s

kmg & igualmente muite menor que k ou k 1°
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A temperastura aleta a velocidade de decom-

posicao de ES, provocando variagao no valor de koo Assin &
possivel estudar especificamente o efeito da variacao de tempe-
ratura sobre a velocidade deste sequndo passo, visto gue & m
concentracoes saturantes de substrato, gquande BS & igual a e

Qi’

v Y = k.o . Pode-se calcgular, assim o valor aproximado
8] max 270 -
para B_oa partir dos valores de V| a duas temperaturas (V"
a max max
a V' corresponden as temperaturas T, e T.

respectivansntel
MaK 2 i > al x

como previsto pela equatao de Arrheniug:

ke k", B (0, - T,

Um valor mais exate & cobtido tragando-se
Loy vﬁax contra 1/7 e medindo a inclinﬂg&m da linha reta obti=

da.
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